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RESUMO 

A aranha marrom, do gênero Loxosceles, é um aracnídeo de importância médica no 

Brasil, pois sua picada pode causar loxoscelismo, que pode ser cutâneo, resultando 

em lesões na pele, ou sistêmico, com sintomas graves. A maioria dos casos é cutânea 

e menos grave, mas a subnotificação de casos, faz com que a verdadeira prevalência 

do loxoscelismo seja subestimada. Este estudo caracterizou os efeitos 

fisiopatológicos, sistêmicos e imunológicos do veneno de Loxosceles amazonica 

(LaV) e Loxosceles aff. variegata (LvV), espécies cujos efeitos fisiopatológicos ainda 

não foram completamente descritos, em ensaios in vitro e in vivo. Nos ensaios in vitro, 

LaV demonstrou capacidade de agregação plaquetária, enquanto LvV inibiu a 

agregação de plaquetas lavadas. Ambos os venenos causaram hemólise direta de 

eritrócitos humanos, com influência dos sistemas ABO e Rh na atividade hemolítica. 

Os componentes dos venenos degradaram o fibrinogênio, sugerindo alterações na 

coagulação. Nos ensaios in vivo, seis coelhos fêmeas foram utilizados para ensaios 

de dermonecrose e avaliação de marcadores bioquímicos, e camundongos para 

determinar a DL50 dos venenos e para ensaio de avaliação renal. A DL50 foi de 1,72 

mg/kg para LvV e 1,81 mg/kg para LaV, indicando toxicidade semelhante à da 

Loxosceles laeta. Os coelhos apresentaram sintomas de loxoscelismo viscero-

cutâneo, com lesões dermonecróticas, alterações hematológicas e bioquímicas 

séricas. As análises histopatológicas dos camundongos envenenados confirmaram as 

lesões observadas nas urinálise e SDS-PAGE, refletindo a proteinúria significativa e 

danos renais. Conclui-se que os venenos de LaV e LvV causam um quadro clínico 

semelhante ao de outras espécies de Loxosceles. O estudo contribui para o 

entendimento da fisiopatologia do envenenamento por essas espécies, destacando a 

relevância clínica dos acidentes na área de ocorrência dessas aranhas. 

 

Palavras-chaves: Loxosceles, dermonecrose, loxoscelismo sistêmico, Histopatologia. 

 

 



 

 
 
 

ABSTRACT 

 

 

The brown spider, of the genus Loxosceles, is an arachnid of medical importance in 

Brazil, as its bite can cause loxoscelism, which can be cutaneous, resulting in skin 

lesions, or systemic, with severe symptoms. Most cases are cutaneous and less 

severe, but the underreporting of cases means that the true prevalence of loxoscelism 

is underestimated. This study characterized the pathophysiological, systemic, and 

immunological effects of the venom of Loxosceles amazonica (LaV) and Loxosceles 

aff. variegata (LvV), species whose pathophysiological effects have not been 

completely described, in vitro and in vivo assays. In vitro assays, LaV demonstrated 

platelet aggregation capacity, while LvV inhibited washed platelet aggregation. Both 

venoms caused direct hemolysis of human erythrocytes, with the ABO and Rh systems 

influencing hemolytic activity. The venom components degraded fibrinogen, 

suggesting alterations in coagulation. In vivo assays, six female rabbits were used for 

dermonecrosis assays and biochemical marker evaluation, and mice to determine the 

DL50 of the venoms and for renal evaluation assays. The DL50 was 1.72 mg/kg for 

LvV and 1.81 mg/kg for LaV, indicating toxicity similar to that of L. laeta. The rabbits 

exhibited symptoms of viscero cutaneous loxoscelism, with dermonecrotic lesions, 

hematological alterations, and serum biochemical changes. Histopathological 

analyses of envenomed mice confirmed the lesions observed in urinalysis and SDS-

PAGE, reflecting significant proteinuria and renal damage. It is concluded that LaV and 

LvV venoms cause a clinical picture similar to that of other Loxosceles species. The 

study contributes to the understanding of the pathophysiology of envenomation by 

these species, highlighting the clinical relevance of accidents in the areas where these 

spiders are found. 

 

 

Keywords: Loxosceles, dermonecrosis, systemic loxoscelism, Histopathology. 
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C3LvV: Coelho 3 do Grupo de Loxosceles aff. variegata 

C4: Camundongo 4 
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EDTA: Ácido Etilenodiaminetetraacético 

FUNED: Fundação Ezequiel Dias 

GGT: Gama-Glutamiltransferase 
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IL-6: Interleucina-6 

IL-8: Interleucina-8 

LALPs: Loxosceles Astacin-Like Proteases 
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LvV: Veneno de Loxosceles aff. variegata 

PBS: Solução Salina Tamponada com Fosfato 

PMSF: Fluoreto de Fenilmetilsulfonil 

PRP: Plasma Rico em Plaquetas 

P.M: Peso Molecular 

Ref. Max: Referência Máxima 

Ref. Min: Referência Mínima 

RDW-SD: Amplitude de Distribuição dos Eritrócitos Medido como Desvio Padrão 

Rh: Fator Rhesus 

SALox/SAAr IV: Soro Antiloxoscélico OU Soro Antiaracnídico, Intravenoso 

SISBIO: Sistema de Autorização e Informação em Biodiversidade 

SISGEN: Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento 

Tradicional Associado 

T0: Tempo Zero 

TCTP: Proteína Tumoral Translacionalmente Controlada 

TNF-α: Fator de Necrose Tumoral Alfa 

αLiD1r: Soro de Cavalo Desenvolvido Contra a Toxina Dermonecrótica 

Recombinante de Loxosceles intermedia 

α, β, γ: Alfa, Beta e Gama 

g: Grama 

kg: Quilograma 

kDa: Kilodalton 

n: Número 

µg: Micrograma 

µL: Microlitro 
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Figura 7: Espécimes de Loxosceles amazonica. Fêmea (a) e macho (b) adultos coletados em 
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Figura 8: Espécimes de Loxosceles aff. variegata. Fêmea (a) e macho (b) adultos coletados 

em Ituiutaba, Minas Gerais. Fonte: Adriano L. Silveira  

Figura 9: Efeito do veneno bruto de Loxosceles amazonica na agregação plaquetária. 

Agregação plaquetária com Loxosceles amazonica usando como C+ o colágeno. Plaquetas 

lavadas foram incubadas com 25μg e 50μg de veneno de L. amazonica. A agregação foi 

monitorada medindo a transmitância da luz por 10 minutos por um agregômetro. Média ± 

desvio padrão são mostrados. 

Figura 10: Efeito do veneno bruto de Loxosceles aff. variegata nos agonistas colágeno (A) e 

convulxina (B) em relação ao seu potencial para inibir a agregação de plaquetas lavadas. 

Suspensão de plaquetas humanas lavadas foram pré-incubados com diferentes 

concentrações do veneno bruto de L. aff. variegata (25 e 50μg) sob agitação 600rpm a 37 °C. 

Após 3 min de incubação, os agonistas foram adicionados as Plaquetas lavadas sob agitação 

a 600 rpm a 37°C. A agregação foi monitorada medindo a transmitância da luz por 7 minutos 

por um agregômetro. Média ± desvio padrão são mostrados. 

Figura 11: Ensaio hemolítico in vitro. Hemácias lavadas foram incubados com os venenos de 

Loxosceles amazonica, L. aff. Variegata e L. gaucho por 20h sob agitação suave. Após esse 

tempo, as amostras foram centrifugadas e os sobrenadantes foram lidos a 550nm. (A) 

Percentual de hemólise considerando o Triton X-100 (controle positivo) como 100%. (B) 

Solução de Ringer Lactato, hemácias, venenos e controles após incubação e centrifugação. 

A significância é definida como *p < 0.05 **p <0.01 **** p < 0.0001. 

Figura 12: Influência dos Sistemas ABO e Rh na atividade hemolítica direta de venenos 

loxoscélicos. Os tipos sanguíneos foram incubados com 12,5 μg de diferentes venenos de 

Loxosceles por 20 horas. A) Influência dos sistemas ABO e Rh na atividade hemolítica direta. 

B) Média das porcentagens de hemólise por tipo sanguíneo e por espécie na atividade 

hemolítica direta. C) Média das porcentagens de hemólise por tipo de fator Rh e por espécie 

na atividade hemolítica direta. Média ± desvio padrão expressos em porcentagem são 

mostrados.  A significância é definida como *p < 0.05 **p < 0.01 ***p <0.001, **** p < 0.0001. 

LaV - veneno de Loxosceles amazonica. LgV - veneno de Loxosceles gaucho. LvV - veneno 

de Loxosceles aff. variegata. 

Figura 13: Zimograma da atividade fibrinogenolítica dos venenos loxoscélicos (A) e inibição 

da atividade através do uso dos inibidores (B) EDTA, (C) Fenantrolina e (D) PMSF. Setas em 

amarelo apontam para regiões claras que representam onde há presença de degradação 

enzimática pelos venenos.  



 

 
 
 

Figura 14: Atividade fibrinogenolítica de Loxosceles amazonica e Loxosceles aff. variegata. A 

atividade proteolítica foi determinada por um ensaio de digestão de fibrinogênio (Fg) descrito 

por Medina-Santos et al., 2019. A atividade fibrinogenolítica foi realizada utilizando 3 µg de 

veneno de L. amazonica (LaV) e L. aff. Variegata (LvV), incubado com fibrinogênio bovino por 

16h a 37°C. Após a desnaturalização das amostras de fibrinogênio, puro ou pré-incubado com 

os venenos, foram analisadas por 12% SDS-PAGE. (A) À esquerda, o gráfico mostra a 

porcentagem de degradação das cadeias de fibrinogênio. À direita, o SDS-PAGE 12% mostra 

a atividade fibrinogenolítica do veneno de L. amazonica macho e fêmea. (B) À esquerda, o 

gráfico mostra a porcentagem de degradação das cadeias de fibrinogênio. À direita, o SDS-

PAGE a 12% exibe a atividade fibrinogenolítica do veneno de L. aff. variegata macho e fêmea. 

O gráfico foi plotado com a média e desvio padrão do percentual de densidade das bandas 

em comparação ao controle de fibrinogênio, considerado como 100%, analisado no ImageJ.  

Figura 15: Evolução da lesão dermonecrótica em coelhas inoculadas com 10 µg/kg de veneno 

de Loxosceles amazonica (A) e Loxosceles aff. variegata (B) ao longo de 0 a 504 horas, com 

as áreas da lesão (em cm²) representadas nos retângulos rosas. O pico da lesão, observado 

em 48 horas, está destacado com uma borda vermelha. 

Figura 16: Hemograma dos animais envenenados. Valores ± desvio padrão da contagem de 

hemácias totais (A), hemoglobina (B) e hematócrito (C) antes e após a inoculação do veneno 

de Loxosceles amazonica e Loxosceles aff. variegata. *Valores de referência segundo o 

Hemacounter 60 (Linhas tracejadas): Hemácias totais: 5,0– 7,6 x 106/μL; Hemoglobina: 5,2 – 

13,5 g/dL; Hematócrito: 31,0 – 46,0 %. A significância é definida como *p < 0.05 **p < 0.01 

***p <0.001, **** p < 0.0001. C1LvV - Coelho 1 do grupo de Loxosceles aff. variegata. C2LvV 

- Coelho 2 do grupo de Loxosceles aff. variegata. C3LvV - Coelho 3 do grupo de Loxosceles 

aff. variegata. C1LaV - Coelho 1 do grupo de Loxosceles amazonica. C2LaV - Coelho 2 do 

grupo de Loxosceles amazonica. C3LaV - Coelho 3 do grupo de Loxosceles amazonica. Ref. 

max – Referencia máxima. Ref. mini – Referencia mínima.  

Figura 17: Índices hematimétricos dos animais envenenados. Valores ± desvio padrão da 

contagem de Concentração de Hemoglobina Corpuscular Média (A), Hemoglobina 

Corpuscular Média (B), Volume Corpuscular Médio (C) e RDW-SD (D) antes e após a 

inoculação do veneno de Loxosceles amazonica e Loxosceles aff. variegata. *Valores de 

referência segundo o Hemacounter 60 (Linhas tracejadas): Concentração de Hemoglobina 

Corpuscular Média: 32,0 – 37,0 g/dL; Hemoglobina Corpuscular Média: 20,1 – 25,1 pg; 

Volume Corpuscular Médio: 56,8 – 66,5 fL, RDW-SD: 35,0 – 56,0 fL. C1LvV - Coelho 1 do 

grupo de Loxosceles aff. variegata. C2LvV - Coelho 2 do grupo de Loxosceles aff. variegata. 



 

 
 
 

C3LvV - Coelho 3 do grupo de Loxosceles aff. variegata. C1LaV - Coelho 1 do grupo de 

Loxosceles amazonica. C2LaV - Coelho 2 do grupo de Loxosceles amazonica. C3LaV - 

Coelho 3 do grupo de Loxosceles amazonica. Ref. max – Referencia máxima. Ref. mini – 

Referencia mínima.  

Figura 18: Leucograma dos animais envenenados. Valores ± desvio padrão da contagem de 

Leucócitos totais (A), Linfócitos absolutos (B), Granulócitos absolutos (C) e Monócitos 

absolutos (D) antes e após a inoculação do veneno de Loxosceles amazonica e Loxosceles 

aff. variegata. *Valores de referência segundo o Hemacounter 60 (Linhas tracejadas): 

Leucócitos totais: 5,2 – 13,5 x 103/μL; Linfócitos absolutos: 3,2 – 9,00 x 103/μL; Granulócitos 

absolutos: 2 – 7,5 x 103/μL; Monócitos absolutos: 0,1 – 0,6 x 103/μL. A significância é definida 

como *p < 0.05 **p < 0.01 ***p <0.001, **** p < 0.0001. C1LvV - Coelho 1 do grupo de 

Loxosceles aff. variegata.  C2LvV - Coelho 2 do grupo de Loxosceles aff. variegata. C3LvV - 

Coelho 3 do grupo de Loxosceles aff. variegata. C1LaV - Coelho 1 do grupo de Loxosceles 

amazonica. C2LaV - Coelho 2 do grupo de Loxosceles amazonica. C3LaV - Coelho 3 do grupo 

de Loxosceles amazonica. Ref. max – Referencia máxima. Ref. mini – Referencia mínima.  

Figura 19: Plaquetograma dos animais envenenados.Valores ± desvio padrão da contagem 

de plaquetas (A), Volume plaquetário médio (B) e Plaquetócrito (C) antes e após a inoculação 

do veneno de Loxosceles amazonica e Loxosceles aff. variegata. *Valores de referência 

segundo o Hemacounter 60 (Linhas tracejadas): Plaquetas: 100 – 712 x 103/μL; Volume 

plaquetário médio: 10 – 18 fL; Plaquetócrito: 0,1 – 0,5%. A significância é definida como *p < 

0.05 **p < 0.01 ***p <0.001, **** p < 0.0001. C1LvV - Coelho 1 do grupo de Loxosceles aff. 

variegata. C2LvV - Coelho 2 do grupo de Loxosceles aff. variegata. C3LvV - Coelho 3 do grupo 

de Loxosceles aff. variegata. C1LaV - Coelho 1 do grupo de Loxosceles amazonica. C2LaV - 

Coelho 2 do grupo de Loxosceles amazonica. C3LaV - Coelho 3 do grupo de Loxosceles 

amazonica. Ref. max – Referencia máxima. Ref. mini – Referencia mínima.  

Figura 20: Análise dos níveis séricos de IL-6 (A) IL-8 (B) e TNF-α (C) de coelhos injetados 

com veneno de L. amazonica e L. aff. variegata. C1LvV - Coelho 1 do grupo de Loxosceles 

aff. variegata. C2LvV - Coelho 2 do grupo de Loxosceles aff. variegata. C3LvV - Coelho 3 do 

grupo de Loxosceles aff. variegata. C1LaV - Coelho 1 do grupo de Loxosceles amazonica. 

C2LaV - Coelho 2 do grupo de Loxosceles amazonica. C3LaV - Coelho 3 do grupo de 

Loxosceles amazonica. 

Figura 21: SDS-PAGE e Western Blot das urinas dos camundongos dos grupos de Loxosceles 

amazonica, coletadas em 6h, 24h e 72h. BSA - albumina sérica bovina. T0 - Tempo zero. C1 

- Camundongo. 1 C2 - Camundongo 2. C3 - Camundongo 3. C4 - Camundongo 4. C5 - 



 

 
 
 

Camundongo 5. C- - Controle negativo. P.M - Peso molecular. LaV: veneno de Loxosceles 

amazonica. αLiD1r - soro de cavalo desenvolvidos contra a toxina dermonecrótica 

recombinante de Loxosceles intermedia. 

Figura 22: SDS-PAGE e Western Blot dos camundongos dos subgrupos de Loxosceles aff. 

variegata, coletadas 6h, 24h, 72h. BSA - albumina sérica bovina. T0 - Tempo zero. C1 - 

Camundongo. 1 C2 - Camundongo 2. C3 - Camundongo 3. C4 - Camundongo 4. C5 - 

Camundongo 5. C- - Controle negativo. P.M - Peso molecular. LaV: veneno de Loxosceles 

amazonica. αLiD1r - soro de cavalo desenvolvidos contra a toxina dermonecrótica 

recombinante de Loxosceles intermedia. 

Figura 23: Histologia renal de camundongos inoculados com ½ DL50 de veneno de Loxosceles 

amazonica, após coloração de azul de toluidina.  (A) Túbulos e glomérulos renais íntegros. 

(B) Túbulos hipertróficos e deposição de proteína em túbulos. (C) Túbulos necróticos (setas) 

e cilindros hialinos (*). (D) Túbulos necróticos (setas). (E) . (F) Túbulos necróticos (setas) e 

glomérulo isquêmico. 

Figura 24: Histologia renal de camundongos inoculados com ½ DL50 de veneno de Loxosceles 

aff. variegata, após coloração de azul de toluidina.  (A) Túbulos e glomérulos renais íntegros. 

(B) Túbulos necróticos (setas). (C) Túbulos necróticos (setas). (D) Túbulos hipertróficos (*). 
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após injeção intradérmica de veneno de Loxosceles amazonica e Loxosceles aff. Variegata. 

A significância é definida como *p < 0.05 **p < 0.01 ***p <0.001, **** p < 0.0001. 

Tabela 5: Concentrações plasmáticas de ureia e creatinina de coelhos, 0 horas a 336h após 

injeção intradérmica de veneno de Loxosceles amazonica e Loxosceles aff. Variegata. A 

significância é definida como *p < 0.05 **p < 0.01 ***p <0.001, **** p < 0.0001. 

Tabela 6: Concentrações de Dose Letal 50 (DL50) definidas para os venenos de Loxosceles 

amazonica e Loxosceles aff. Variegata. 

Tabela 7: Determinação semiquantitativa de proteína, sangue e leucócitos nas urinas de 

camundongos para avaliação de dano renal. 
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1. Introdução e revisão da literatura 

 

1.1. Taxonomia e biologia das aranhas do gênero Loxosceles  

 

As aranhas do gênero Loxosceles pertencem à família Sicariidae, representada 

atualmente por 170 espécies amplamente distribuídas pelo mundo e encontradas em 

vários países da América do Sul (WORLD SPIDER CATALOG, 2024). Estas aranhas 

são animais pequenos que medem em torno de 4 cm de diâmetro quando adultos, 

possuem coloração marrom e apresentam dimorfismo sexual nas diferentes espécies, 

sendo que os machos possuem corpo menor e patas mais longas (Figura 1A, B e C) 

que as fêmeas (Figura 1E, F e G). O maior tamanho corporal das fêmeas é um 

possível motivo que explica porque elas conseguem injetar mais veneno (DA SILVA 

et al., 2004; GREMSKI et al., 2014). Além disso, as Loxosceles possuem algumas 

características típicas que permitem a distinção do gênero, como o padrão clássico de 

violino que aparece na superfície dorsal do cefalotórax (Figura1H), e os seis pares de 

olhos dispostos em pares, um par frontal e dois laterais (DA SILVA et al., 2004; 

GREMSKI et al., 2014; LOPES et al., 2020). 

 

 

Figura 1: Aranhas do gênero Loxosceles adultas. Loxosceles gaucho fêmea (A) e macho (E); 

Loxosceles intermedia fêmea (B) e macho (F); Loxosceles laeta fêmea (C) e macho (G). Uma 

aranha castanha adulta e uma ooteca (seta) (D). O padrão clássico de violino (seta) aparece 

na superfície dorsal do cefalotórax de Loxosceles gaucho aranha adulta (H). Fonte: Gremski 

et al., 2014 
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Essas aranhas possuem uma capacidade de sobreviver por longos períodos 

sem acesso à alimentação, podendo manter-se por meses sem se alimentar. Além 

disso, demonstram uma notável resistência ambiental, sendo capazes de suportar 

uma ampla variação de temperatura, desde 8°C até 43°C. São animais de hábitos 

noturnos e sedentários, que vivem em áreas escuras e constroem teias com tramas 

similares à fios de algodão (Figura 1D, seta). No ambiente domiciliar, geralmente se 

encontram em lugares mais reservados, escuros e pouco ventilados, como entre 

armários, gavetas e sapatos. Elas não são agressivas e os acidentes geralmente são 

desencadeados quando as aranhas são pressionadas contra o corpo ou quando se 

sentem ameaçadas e vulneráveis (DA SILVA et al., 2004; GREMSKI et al., 2014; 

LOPES et al., 2020) 

 

1.2. Loxoscelismo cutâneo e sistêmico 

 

O Loxoscelismo é grupo de sinais e sintomas observados após uma picada de 

aranha marrom, que se divide em loxoscelismo cutâneo e loxoscelismo sistêmico. 

Alguns fatores podem contribuir para a gravidade desses quadros, que inclui a 

quantidade de veneno injetado em cada indivíduo, a diferença de toxicidade existente 

entre os venenos das espécies, a presença de infecções secundárias e comorbidades, 

as características genéticas e fisiológicas do indivíduo (DE OLIVEIRA et al., 2005; 

GREMSKI et al., 2022). 

O acidente com Loxosceles são indolores e os pacientes muitas vezes não 

percebem a picada da aranha. Os primeiros sinais e sintomas aparecem cerca de 2 a 

8 horas após a picada, levando a alterações cutâneas que podem ou não estar 

associadas a complicações sistêmicas (ISBISTER; FAN, 2011). A forma cutânea do 

loxoscelismo é mais frequente, ocorrendo em mais de 50% das vítimas, e sendo 

manifestada nas primeiras 48 horas. Essa forma é caracterizada inicialmente por uma 

dor ligeira local e eritema, que geralmente evolui para necrose e ulceração extensa da 

pele (Figura 2). Outros sinais e sintomas relacionados ao loxoscelismo cutâneo é a 

dor local, ardência e prurido. Algumas complicações já observadas são a perda 

tecidual, cicatrizes desfigurantes e infecções secundárias. 
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Figura 2: Progressão do loxoscelismo cutâneo em paciente brasileiro. A) 1° dia; B) 9° dia; C) 

16° dia e D) 25° dia. Fonte: Isbister & Fan (2011). 

 

A forma sistêmica é menos frequente, chegando até 10% dos casos, dependendo 

da região e da espécie de Loxosceles envolvida. Os sinais e sintomas incluem:  febre, 

mal-estar, fraqueza, náuseas, vômitos, hematúria, icterícia, trombocitopenia, hemólise 

intravascular, coagulação intravascular disseminada e a lesão renal aguda (LRA), que 

é a principal causa de morte no loxoscelismo (LOPES et al., 2020; ALBUQUERQUE 

et al., 2018; MALAQUE et al., 2002). Em trabalhos experimentais com animais 

também já foram descritas associações do veneno com alterações no coração, 

cérebro e fígado (DE OLIVEIRA CHRISTOFF et al., 2008; DIAS-LOPES et al., 2010; 

PLENGE-TELLECHEA et al., 2019). E em estudos com humanos também já foi 

relatado complicações cardíacas, como miocardite (LANGNER et al., 2021) e o 

loxoscelismo se apresentando com padrão de infarto do miocárdio com 

supradesnivelamento do segmento ST no eletrocardiograma (NAVARRO-MARTINEZ 

et al., 2022). 
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1.3. Epidemiologia do envenenamento por Loxosceles sp 

 

O loxoscelismo é um problema de saúde pública, mas sua prevalência ainda é 

desconhecida ou subestimada na maior parte dos estados brasileiros devido 

subnotificação dos casos e a baixa compreensão do modo e a intensidade de 

interação dessas aranhas com a população humana (ALMEIDA et al., 2017). Os dados 

de acidentes com aranhas, e mais especificamente com aranhas do gênero 

Loxosceles, são compilados anualmente pelo SINAN (Sistema de Informação de 

Agravos de Notificação), ligado ao Ministério da Saúde.  

Segundo os dados recuperados do SINAN, 2024 (Figura 3), percebe-se que o 

número de acidentes notificados causados por aranhas do gênero Loxosceles vem 

aumentando em todas as regiões do Brasil desde 2016, com exceção da região Sul, 

que vem seguindo uma tendência oposta (Figura 3A).  Como visto no período de dez 

anos entre 2012 e 2022, a incidência de acidentes por Loxosceles teve um aumento 

considerável nas regiões Nordeste e Centro-Oeste, porém um aumento relevante 

também é observado no Norte e no Sudeste, enquanto no Sul a incidência vem caindo 

(Figura 3B). É importante destacar que, como o número absoluto de casos notificados 

e a prevalência de loxoscelismo em todas as demais regiões brasileiras são menores 

do que na região Sul (Figura 3A), que tradicionalmente registra o maior número de 

casos, a média nacional de incidência de loxoscelismo tem diminuído. No entanto, 

diante desse cenário, é fundamental entender as causas associadas ao aumento dos 

acidentes por Loxosceles em algumas regiões do Brasil e investigar se espécies não 

comumente consideradas de interesse médico estão ligadas ao crescimento dos 

casos nessas áreas. 
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Figura 3: Acidentes notificados por Loxosceles sp. no Brasil de 2007 a 2022*. A) Número de 

acidentes notificados causados por aranhas do gênero Loxosceles entre os anos de 2007 e 

2022 por região do Brasil. B) Variação da incidência de acidentes com Loxosceles em dez 

anos (2012-2022) por região. A média para o Brasil é demonstrada pela linha pontilhada. (C) 

Mapa do Brasil ilustrando a prevalência de acidentes Loxoscélicos por unidade federativa no 

ano de 2022. As intensidades das cores correspondem às taxas de incidência, conforme a 

legenda. Os gráficos foram produzidos utilizando o software GraphPad Prism 9.0, e a figura 

do mapa foi produzida utilizando o software QGIS. Os números dos acidentes foram 

recuperados do Sistema de Informação de Agravos de Notificação -SINAN. *Dados sujeitos à 

revisão do SINAN, 2020-2022. Os dados da região Sudeste não incluem os dados do estado 

do Espírito Santo, pois o estado deixou de fornecer dados ao SINAN desde 2020. Fonte: Silva-

Magalhães et al., 2024 
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1.4. Componentes do veneno de Loxosceles sp  

 

O veneno das aranhas-marrom é produzido em duas glândulas (Figura 4) 

localizadas na região do cefalotórax e elas o utilizam para ajudar na alimentação, 

paralisando suas presas (insetos, outros artrópodes e pequenos vertebrados) e 

também como mecanismo de defesa. (DA SILVA et al., 2004; SWANSON e VETTER, 

2005; GREMSKI et al., 2014). O volume injetado durante uma picada é em torno de 4 

μL, com um conteúdo variando de 30 a 100 μg de proteína, dependendo da espécie 

(FORRESTER et al., 1978; SAMS et al., 2001). 

 

 

Figura 4: Quelícera e glândula anexa de Loxosceles similis 

 

O veneno das aranhas-marrons contém diversas proteínas com atividades 

biológicas diferentes, sendo principalmente proteínas entre 5 a 40 kDa (SILVESTRE 

et al., 2005). Cabe ressaltar que grande parte dos componentes presentes nas 

glândulas de veneno ainda é pouco conhecida, sendo que 25% dos transcritos das 

glândulas de veneno de L. laeta e 47% dos transcritos das glândulas de veneno de L. 

intermedia ainda não possuem funções descritas (FERNANDES-PEDROSA et al., 

2008; GREMSKI et al., 2010), sendo um campo a ser mais estudado e explorado. 

Uma análise atual do transcriptoma das espécies de importância médica no 

Brasil revelou que a maior proporção de transcritos classificados como toxinas foi 

observada no transcriptoma da glândula de veneno de L. laeta (41,6%), seguido por 

L. intermedia (29,6%) e L. gaucho (15,5%) (Figura 5). As análises confirmam a 
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presença de um grupo bem estabelecido de toxinas altamente expressas, 

classificadas com base em seus valores de transcrições por milhão (TPM): 

Fosfolipases D, Metaloproteases e Peptídeos ICK (Inhibitor Cystine Knots). Além 

disso, um grupo de toxinas é expresso em proporções menores incluindo serino 

proteases, inibidores de serino protease, hialuronidases, TCTP e neurotoxinas. Todas 

essas superfamílias de toxinas menos expressas representam menos de 1% do total 

de toxinas potenciais dentro de seus respectivos transcriptoma, exceto as serino 

proteases em L. intermedia (1,7%) (THEODORO et al., 2024). 

 

 

 

Figura 5: Abundância de transcrições expressas capazes de codificar toxinas, representadas 

por seus valores em TPM (%). Fonte: Adaptado de Theodoro et al., (2024). 

 

As Fosfolipases D (PLDs) apresentam massa molecular em torno de 35 kDa, 

são altamente expressas nos venenos loxoscélicos (65,4% em L. intermedia , 71,8% 

em L. gaucho e 50,4% em L. laeta) e são encontradas em diferentes isoformas 

(GREMSKI et al., 2010; THEODORO et al., 2024). As PLDs são as toxinas mais 

estudadas e caracterizadas dos venenos loxoscélicos, devido à sua importância no 

quadro clínico do envenenamento e por serem consideradas o principal componente 

tóxico do veneno (DA SILVA et al., 2004). No entanto, tem sido sugerido que todas as 

manifestações clínicas do acidente loxoscélico são resultado da atividade sinérgica 

entre todos os componentes do veneno (CHAIM et al., 2011a).  

Outra classe de enzimas importantes no quadro de envenenamento são as 

proteases. As metaloproteases é a segunda toxina mais expressa (19,2% para L. 
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intermedia, 25,9% para L. gaucho  e  40,4% para L. laeta) (THEODORO et al., 2024). 

Essas moléculas, presentes nos venenos loxoscélicos, são homólogas às enzimas 

digestivas astacinas de lagostin Astacus astacus e por essa razão, são denominadas 

LALPs (Loxosceles astacin-like proteinase) e atuam principalmente nas estruturas da 

matriz extracelular (TREVISAN-SILVA et al., 2010). As serino proteases, apesarem 

que serem pouco expressas no veneno de Loxosceles, parecem estarem relacionadas 

à degradação de gelatina e estas possuem entre 85 a 95 kDa. Existem poucos estudos 

sobre essa proteína e por essa razão seu papel no envenenamento ainda não está 

determinado  (GREMSKI et al., 2021). 

Outra proteína presente no veneno de Loxosceles com importante papel no 

quadro clínico do loxoscelismo são as hialuronidases que possuem aproximadamente 

43 kDa. Mesmo presentes em pequenas quantidades no veneno, pertencem a uma 

classe de enzimas que degradam o ácido hialurônico, principal componente da matriz 

extracelular de vertebrados (BERTONI et al., 2007). 

A proteína tumoral controlada pela tradução (TCTP), com aproximadamente 

22,3 kDa, é encontrada no veneno de Loxosceles e atua como um fator de liberação 

de histamina dos mastócitos, contribuindo para a resposta alérgica e inflamatória do 

loxoscelismo. Embora apresente um baixo nível de expressão no veneno de 

Loxosceles, a TCTP atua de forma sinérgica com as fosfolipases D na indução de 

edema após o envenenamento (GREMSKI et al., 2021). 

O peptídeos ICK são componentes caracterizados biologicamente são 

polipeptídeos com pesos moleculares que variam de 5,6 a 7,9 kDa, e apresentaram 

atividade inseticida contra pragas altamente destrutivas, como Spodoptera frugiperda 

e Spodoptera cosmioides. Análises de similaridade de sequência indicam que essas 

moléculas atuam em canais iônicos específicos, e elas compõem 13,4% das toxinas 

potencialmente expressas em L. intermedia, eles respondem por 8,7% em L. laeta e 

apenas 1,4% em L. gaucho (GREMSKI et al., 2010; THEODORO et al., 2024). 
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1.5. Patogenia e mecanismos de ação do veneno 

 

Conforme descrito anteriormente, o veneno das aranhas Loxosceles possui 

uma composição diversa de diferentes classes de toxinas. Alguns componentes foram 

bem caracterizados bioquímica e biologicamente, fornecendo informações sobre os 

mecanismos pelos quais o veneno causa seus efeitos cutâneos e sistêmicos 

(CHATZAKI et al., 2012; DANTAS et al., 2014; HORTA et al., 2013; KALAPOTHAKIS 

et al., 2002; SILVESTRE et al., 2005). Esses efeitos são complexos e podem ser 

causados por um sinergismo da ação das diversas toxinas (GREMSKI et al., 2014). 

As atividades enzimáticas do veneno estão relacionadas e são importantes 

para hemorragia local, disseminação gravitacional das lesões cutâneas e 

complicações sistêmicas, como coagulação intravascular disseminada e insuficiência 

renal. A hialuronidase é uma enzima capaz de facilitar a dispersão dos componentes 

tóxicos do veneno e a propagação gravitacional (OLIVEIRA-MENDES et al., 2020; 

VEIGA et al., 2001). A caracterização de uma isoforma recombinante de hialuronidase 

demonstrou que a pré-incubação dessa proteína com o veneno aumentou o efeito 

dermonecrótico em coelhos, corroborando seu papel sugerido como fator de 

espalhamento (DE-BONA et al., 2021; FERRER et al., 2013). 

As proteases (metaloproteases e serino proteases) atuam em diferentes 

substratos e degradam proteoglicanos de fibrinogênio, fibronectina, entactina e sulfato 

de heparano, rompendo a membrana basal e as estruturas da matriz extracelular 

(OLIVEIRA-MENDES et al., 2020; VEIGA et al., 2001). No veneno loxoscélico, as 

principais metaloproteases são as LALPs (Loxosceles astacin-like proteases) 

(TREVISAN-SILVA et al., 2010). A degradação de moléculas da matriz extracelular e 

a ruptura das membranas basais podem estar relacionadas a atividades deletérias do 

veneno, como perda da integridade vascular e glomerular. Além disso, a 

metaloproteases está envolvida em hemorragias, produzindo filtração de leucócitos e 

servindo como via de disseminação do veneno para outros tecidos, e também está 

relacionada com a agregação plaquetária (FEITOSA et al., 1998; PLENGE-

TELLECHEA et al., 2019; VEIGA et al., 2001). 
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As fosfolipases D (PLDs) são os principais componentes tóxicos no veneno das 

aranhas do gênero Loxosceles e desempenham um papel crucial na patogenicidade 

do loxoscelismo. Essas enzimas catalisam a clivagem de fosfolipídios da membrana 

celular, especialmente a esfingomielina, resultando na produção de ceramida-1-

fosfato e colina, que contribuem para a necrose cutânea e a resposta inflamatória 

intensa observada após a picada (BOIA-FERREIRA et al., 2019; CHAIM et al., 2011b; 

CHAVES-MOREIRA et al., 2019; FINGERMANN et al., 2020; PLENGE-TELLECHEA 

et al., 2019). Outros fosfolipídeos, como lisofosfatidilcolina, lisofosfatidilserina e 

lisofosfatidilinositol, podem servir como substratos dessa enzima, que cliva essas 

moléculas entre as ligações fosfato e as porções hidrofílicas (TAMBOURGI et al., 

1998a). Essas toxinas são responsáveis por muitos dos efeitos locais e sistêmicos do 

envenenamento, incluindo dermonecrose e hemólise, decorrentes de produtos 

bioativos gerados pelo metabolismo dos fosfolipídeos de membrana após a atividade 

enzimática. Elas também causam uma resposta inflamatória massiva, insuficiência 

renal aguda (associada à hemólise) e trombocitopenia (FUTRELL, 1992; GREMSKI et 

al., 2010, 2020). 

Ao que se diz da reação inflamatória no loxoscelismo, há importantes 

mediadores que de desempenham papel fundamental na quimiotaxia e na ativação de 

neutrófilos. Estudos identificaram que a ação das fosfolipases D no veneno das 

aranhas Loxosceles não só leva à necrose cutânea, mas também à liberação de 

mediadores inflamatórios como citocinas e quimiocinas, que são essenciais para o 

recrutamento e a ativação de neutrófilos no local da picada (GREMSKI et al., 2014; 

MACHADO et al., 2005). Esses mediadores, incluindo a interleucina-8 (IL-8), 

interleucina-6 (IL-6)  e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), amplificam a resposta 

inflamatória, agravando a lesão tecidual e contribuindo para a gravidade dos sintomas 

clínicos (BARBARO et al., 2010; DRAGULEV et al., 2007). 

A compreensão detalhada desses mecanismos é crucial para o 

desenvolvimento de terapias mais eficazes que possam mitigar a resposta inflamatória 

e prevenir as complicações associadas ao envenenamento por Loxosceles. Diversos 

estudos tentaram detalhar a base molecular da inflamação e demostrar a relevância 
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da Fosfolipase D nos acidentes com aranhas Loxosceles. Contudo, os mecanismos 

inflamatórios e o sinergismo de diversas toxinas ainda permanecem em investigação. 

 

1.6. Diagnóstico Laboratorial, Tratamento e Manejo Clínico 

 

O diagnóstico laboratorial para acidentes com Loxosceles é basicamente clínico e 

focado na ferida cutânea, porém dependendo da forma desenvolvida do loxoscelismo, 

exames laboratoriais podem auxiliar na definição do diagnóstico e tratamento 

adequado (Ministério da Saúde, 2001; LOPES et al., 2020).  

O exame físico do paciente inclui a anamnese, medição da temperatura corporal, 

pressão arterial, saturação de oxigênio, pulso e frequência respiratória. No exame 

anatomopatológico observa-se intensa vasculite no local da picada, seguida de 

obstrução de pequenos vasos, infiltração de células polimorfonucleares e agregação 

plaquetária com o desencadeamento de edema, hemorragia e necrose focal. Na forma 

cutânea, é possível ver hemograma com leucocitose e neutrofilia, já na forma 

cutâneovisceral, uma anemia aguda, plaquetopenia, reticulocitose, hiperbilirrubinemia 

indireta, queda dos níveis séricos de haptoglobina, elevação dos séricos de potássio, 

creatinina e uréia e coagulograma alterado (Ministério da Saúde, 2001). 

O uso de ELISA pode ser útil para o diagnóstico de casos suposto e como uma 

ferramenta para confirmar casos prováveis, como já demostrado para algumas 

espécies de Loxosceles, nos trabalhos de Chávez-Olórtegui et al., (1998), GOMEZ et 

al., (2002), STOECKER et al.,  (2006).  Em um estudo mais recente, foi desenvolvido 

um método rápido, simples e visual baseado na amplificação isoterma mediada por 

loop (LAMP) para detectar envenenamento experimental por Loxosceles. Este método 

mostrou alta sensibilidade, sendo capaz de detectar até 0,32 pg de DNA de 

Loxosceles, o que é 64 vezes mais sensível do que a PCR. O teste foi específico para 

Loxosceles, sem reação cruzada com outros agentes causadores de lesões 

dermonecrosantes. Além disso, permitiu a detecção de DNA de Loxosceles intermedia 

em amostras de cabelo, soro e exsudato de coelhos envenenados experimentalmente 

dentro de 72 horas (FERNANDES et al., 2022). 
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É importante ressaltar que os exames laboratoriais são essenciais para excluir 

outras doenças envolvidas no diagnóstico diferencial do loxoscelismo e confirmar o 

diagnóstico do loxoscelismo cutâneo-hemolítico, além de monitorar as condições 

sistêmicas menos graves que podem estar presentes no loxoscelismo cutâneo, para 

monitorar a lesão cutânea e os tecidos associados, e por fim direcionar o tratamento 

adequado dependendo de qual quadro do loxoscelismo o indivíduo manifeste (LOPES 

et al., 2020).  

A indicação do antiveneno para o tratamento do loxoscelismo é controversa na 

literatura, sendo que alguns acreditam que o antiveneno deve ser administrado nas 

primeiras 24h e outros quando houver indícios de loxoscelismo sistêmico (GENDRON, 

1990; HOGAN; BARBARO; WINKEL, 2004). No Brasil, o tratamento preconizado pelo 

Ministério da Saúde é a administração do soro antiloxoscélico ou soro antiaracnídico, 

porém a terapia com o antiveneno é recomendada somente em casos moderados e 

graves como mostrado na figura 6 (Ministério da Saúde, 2001). 

 

Figura 6: Classificação dos acidentes quanto à gravidade, manifestações clínicas e tratamento 

geral e específico no loxoscelismo. Fonte: Adaptado do Ministério da Saúde, Manual de 
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Diagnóstico e Tratamento de Acidentes por Animais Peçonhentos (2001) e Ofício Circular Nº 

2 2014-CGDT/DEVIT/SVS/MS. SALox/SAAr IV: soro antiloxoscélico ou soro antiaracnídico, 

intravenoso. 

 

1.7.     Loxosceles amazonica e Loxosceles aff. variegata 

 

A Loxosceles amazonica (Figura 7) é uma espécie que já foi registrada tanto 

em peridomicílio quanto em intradomicílio nas regiões norte, nordeste e centro-oeste 

do Brasil, nos estados do Amazonas, Pará, Tocantins, Bahia, Ceará, Maranhão, 

Paraíba, Pernambuco, Piauí e Mato Grosso, bem como no norte do estado de Minas 

Gerais (SILVEIRA, 2015 & 2017; ALMEIDA et al., 2017; ALBUQUERQUE et al., 2004).  

A confirmação de loxoscelismo cutâneo causado por L. amazonica se limita a 

um único caso descrito na literatura (Lucas et al., 1983), porém acidentes loxoscélicos 

nas áreas onde a incidência dessa espécie é confirmada, revelam que efeitos 

sistêmicos estão presentes em certa de 13,3% dos casos (Albuquerque et al., 2018). 

Recentemente, outro artigo registrou acidentes envolvendo aranhas-marrom no 

estado de Pernambuco, onde também já foi registrada a presença da L. amazonica 

(Amorim et al., 2024). Dentre os casos descritos, a maioria foi classificado como 

moderado ou grave.  

 

Figura 7: Espécimes de Loxosceles amazonica. Fêmea (a) e macho (b) adultos coletados em 

Serra Branca, Paraíba. Fonte: Adriano L. Silveira 

Alguns trabalhos começaram a desvendar o potencial tóxico do veneno de L. 

amazonica, como o de Lopes et al., (2021). Seus resultados revelaram que o veneno 

de L. amazonica apresentou atividade de esfingomielinase e hemólise dependente de 
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complemento de forma comparável ao veneno de L. laeta, sendo as fosfolipases D as 

principais responsáveis por esta atividade. Além disso, o veneno de L. amazonica não 

induziu morte celular de queratinócitos, sugerindo uma possível toxicidade mais fraca 

em comparação com o veneno de L. laeta (Lopes et al., 2021). Apesar de sua 

ocorrência em uma vasta área habitada por humanos, e de seu potencial de causar 

acidentes graves devido a ação do seu veneno, a L. amazonica não está atualmente 

classificada entre as espécies de Loxosceles de importância médica no país. 

Para o veneno de Loxosceles amazonica, já foi demostrado que ele é 

imunoreconhecido pelo antiveneno antiaracnídico produzido pelo Instituto Butantan, 

pelo antiveneno antiloxoscélico produzido pelo Centro de Produção e Pesquisa em 

Imunobiológicos (CPPI) e pelo αLiD1r que é um soro de cavalo desenvolvidos contra 

toxina dermonecróticas recombinante de Loxosceles intermedia. Além disso, esse 

veneno apresentou atividades proteolíticas, hialuronidases e esfingomielinases. 

Essas atividades foram pelo menos parcialmente inibidas por antivenenos. Com o 

sequenciamento de cDNA de fosfolipases D (PLDs), sete novas isoformas putativas 

foram identificadas no veneno de L. amazonica (SILVA-MAGALHÃES et al., 2024). 

Já a Loxosceles variegata é uma espécie registrada oficialmente no Paraguai 

e Argentina. Aranhas Loxosceles similares a esta espécie tem sido reportados no 

Brasil, no Estado de Minas Gerais (CHATZAKI et al., 2007; PELLEGRINI; FERREIRA, 

2016; BINFORD et al., 2009; WORLD SPIDER CATALOG, 2024). Muitos destes 

indivíduos foram coletados no município de Ituiutaba no estado de Minas Gerais, 

inclusive os utilizados no presente trabalho (Figura 8). Porém, apesar de possuírem 

características semelhantes a L. variegata, diferenças morfológicas expressivas foram 

também encontradas.   Assim, necessita-se de uma melhor descrição taxonômica da 

L. variegata para descrever a espécie encontrada em Ituiutaba como sendo realmente 

pertencente a L. variegata ou a uma nova espécie relacionada dentro do gênero 

Loxosceles. Considerando-se isto, optamos por referenciar os espécimes aqui 

estudados como Loxosceles aff. variegata, na qual a abreviatura aff., de affinis define 

terminologia taxonômica utilizada para indicar que uma espécie mencionada é 

relacionada, mas não idêntica a espécie no binômio que é demonstrado. O veneno de 

L. aff. variegata assim encontrada em Minas Gerais foi caracterizado bioquimicamente 

e biologicamente parcialmente in vitro, porém está em preparação do manuscrito.  
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Figura 8: Espécimes de Loxosceles aff. variegata. Fêmea (a) e macho (b) adultos coletados 

em Ituiutaba, Minas Gerais. Fonte: Adriano L. Silveira 

As aranhas do gênero Loxosceles representam um problema significativo de 

saúde pública no Brasil, com acidentes que variam de manifestações cutâneas leves 

a complicações sistêmicas graves. Espécies como L. amazonica e L. aff. variegata, 

presentes em algumas regiões brasileira e a prevalência do loxoscelismo pode estar 

subestimada devido à subnotificação. Ensaios in vitro indicam que esses venenos 

possuem atividades enzimáticas semelhantes às de espécies clinicamente 

importantes. Portanto, este estudo se propõe a realizar ensaios in vivo que serão 

necessários para compreender melhor os danos causados por essas toxinas e seu 

impacto no organismo. 
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     2. Objetivos 

 

2.1. Geral 

 

Caracterizar aspectos fisiopatológicos locais, sistêmicos e imunológicos induzidos  

pelo veneno da aranha marrom Loxosceles amazonica e Loxosceles aff. variegata em 

ensaios in vivo e as propriedades hemotóxicas dos venenos em ensaios in vitro; 

 

2.2. Específicos 

 

I. Avaliar in vitro a agregação plaquetária, hemólise e atividade fibrinogenolítica 

causada pelos venenos utilizando componentes sanguíneos humanos. 

II. Avaliar os efeitos macroscópicos locais do envenenamento experimental em 

coelhos.  

III. Avaliar alterações hematológicas, bioquímicas séricas e imunológicas em 

amostras coletadas dos coelhos envenenados. 

IV. Determinação a DL50 para cada veneno em modelo murino.  

V. Realizar o envenenamento experimental em camundongos com dose subletal 

para coleta da urina e rins, para monitorar sinais de lesão renal. 
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3. Material e Métodos 

 

3.1. Aranhas, venenos e antivenenos 

 

Espécimes de Loxosceles amazonica foram coletados na Paraíba no município 

de Serra Branca e espécimes de L. aff. variegata foram coletados em Minas Gerais 

no município de Ituiutaba (Licença SISBIO: 21102-9 e 21102-11, SISGEN: A651423). 

Todas as aranhas foram identificadas e mantidas no Aracnidário da Fundação 

Ezequiel Dias (FUNED), sendo alimentadas a cada duas semanas com grilos. O 

veneno das Loxosceles foi obtido por microdissecção das glândulas de veneno, com 

as aranhas anteriormente anestesiadas pela redução da temperatura corporal. Após 

a remoção, as glândulas foram maceradas com auxílio de capilares, em água Milli-Q, 

centrifugadas por 10 min a 12.000 rpm, o sobrenadante foi coletado e armazenado a 

-80°C até o uso. O teor de proteína foi determinado usando o DC Protein Assay (Bio-

Rad), usando a albumina de soro bovino como padrão.  

3.2. Ensaios in vitro 

 

3.2.1. Ensaios de agregação e inibição plaquetária 

 

Após a aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP/FUNED - CAAE: 

52987121.4.0000.9507), o sangue humano de doadores saudáveis livres de anti-

inflamatórios não esteroidais foi coletado em tubos a vácuo contendo ácido-citrato-

dextrose (ACD) e, para obter plaquetas lavadas, a centrifugação inicial é de 1300 rpm, 

15 minutos a 37ºC. Para avaliar os efeitos dos venenos brutos estudados na 

agregação plaquetária, plaquetas humanas foram isoladas e lavadas de acordo com 

Sanchez et al. (2016). Ao término da lavagem, as plaquetas foram ressuspensas em 

Tyrode pH=7,4, e o número foi ajustado para 2,5 x 105/plaquetas/μl. No ensaio de 

agregação plaquetária, 225 µL das plaquetas lavadas foram incubadas com 25 e 50μg 

dos venenos brutos, e a agregação foi monitorada medindo a transmitância em um 

agregômetro plaquetário AggRAM (Remote Aggregation Analyzer, Helena 

Laboratories, USA) sob agitação de 600 rpm a 37°C, durante 10 minutos.  
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Para os ensaios de inibição da agregação plaquetária, 225 μL de plaquetas 

lavadas foram ré-incubadas com 25 µg e 50 µg dos venenos em solução de Tyrode 

pH 7,4 por 3 minutos. Posteriormente, as plaquetas foram estimuladas pela adição de 

alguns agonistas: 10 µg/mL por ensaio de Colágeno e 0,3 mg/mL de Convulxina, foi 

adicionado veneno nas mesmas condições anteriormente descritas, e o 

monitoramento da agregação foi realizado nas mesmas condições descritas 

anteriormente no agregômetro plaquetário AggRAM. Os ensaios foram realizados em 

três experimentos independentes, com controles negativo (plasma rico em plaquetas) 

e controles positivos (plasma rico em plaquetas com agonistas agregadores de 

plaquetas). 

3.2.2. Atividade hemolítica  

 

O sangue humano dos doadores foi coletado em tubos de vácuo contendo 

ácido etilenodiaminetetraacético (EDTA) e fenotipados utilizando os anticorpos anti-A 

monoclonal (Lorne laboratories limited), anti-B (Lorne laboratories limited) e o anti-D 

monoclonal, além do controle negativo Rh (ASEM-NPBI Produtos Hospitalares Ltda). 

Após centrifugação a 170 xg por 15 minutos para remover o plasma rico em plaquetas, 

os eritrócitos foram lavados 3 vezes com a solução de Lactato de Ringer (0,6% NaCl, 

0,03% KCl, 0,02% CaCl, 0,31% lactato de sódio), sendo centrifugados a 2000rpm por 

3 min entre as lavagens. Mais tarde, os eritrócitos lavados foram resuspendidos em 

Ringer Lactato em uma concentração final de 5x108 células/mL. Um volume de 200 

μL de glóbulos vermelhos lavados (1x108) foram adicionados a cada tubo Eppendorf 

contendo 200 μL de cada diluição seriada dos venenos (25 µg a 3,125 µg). Os ensaios 

foram realizados em duplicata, tendo oito experimentos independentes por veneno, 

com controles negativos (glóbulos vermelhos em lactato de ringer) e positivos 

(glóbulos vermelhos em 0,01% (v/v) de Triton X-100. Depois de 20 h de incubação 

com agitação suave, controles e as amostras foram centrifugadas por 5 min a 1000 

rpm, e a absorbância dos sobrenadantes foi lida a 550nm (Multiskan SkyHigh 

Microplate Spectrophotometer, Thermo Scientific). Os valores de absorbância foram 

convertidos em percentuais de hemólise usando os valores de absorbância do 

controle positivo como 100% de lise dos eritrócitos (MOREIRA, 2008; KARIM-SILVA 

et al., 2016). 
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3.2.3. Atividade fibrinogenolítica 

 

3.2.3.1. Zimograma 

 

O zimograma foi feito usando SDS-PAGE 12%, contendo 5mg/mL de 

fibrinogênio bovino incorporado ao gel previamente a polimerização. Os venenos 

foram diluídos em tampão de amostra sob condições não redutoras e submetidas a 

eletroforese com duração de 1 hora a 50V e depois 100V em ambiente refrigerado. 

Após a corrida, os géis foram lavados em Triton X-100 a 2,5% (v/v), por 1 hora para a 

retirada do SDS do gel, em seguida, incubados overnight à 37° C, em 1M de tampão 

fosfato pH 8,0, sendo então corados pelo azul de Coomassie. As regiões claras lisadas 

do substrato contra um fundo de coloração azul indicam a presença da degradação 

enzimática, ou seja, presença da atividade fibrinogenolítica. Para os ensaios de 

inibição, após a lavagem com o Triton X-100 a 2,5% (v/v), o gel foi incubado 

separadamente com 2,0 mM de EDTA, 5,0 mM de Fluoreto de Fenilmetilsulfonil 

(PMSF) e 3 mM de 1,10 fenantrolina para determinar qual proteinase correspondia a 

qual classe de enzima (CAMPOS et al., 2012). 

 

3.2.3.2. Ensaio de digestão de fibrinogênio 

 

A atividade fibrinogenolítica dos venenos foi também determinada por um 

ensaio de digestão de fibrinogênio, conforme descrito por Medina-Santos (2019), com 

modificações. Uma quantidade equivalente a 3 µg de veneno foram adicionados a 

50µL de uma solução contendo 2,5 mg/mL de fibrinogênio diluído em tampão Tris-HCl 

25mM contendo NaCl 0,15M (pH 7,4) e incubados por 16h a 37°C. Após esse período, 

50μL de solução desnaturante (10M de uréia, 4% de β-mercaptoetanol, 4% de SDS) 

foram adicionados e esta mistura foi incubada em temperatura ambiente por mais 16h. 

Em seguida, 10μL da amostra foi adicionado a 10μL de tampão de amostra em 

condições redutoras e analisado por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a 12%, 

posteriormente corado com Coomassie blue. Para estimar a degradação do 

fibrinogênio pelo veneno, a densidade das bandas de fibrinogênio foi medida por 

quantificação de pixels usando o software Image J 1.51. 
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3.3.       Ensaio in vivo  

 

3.3.1.  Modelo experimental de loxoscelismo cutâneo em coelhos 

 

3.3.1.1. Animais e protocolo experimental de dermonecrose  

 

Para a quantificação dos efeitos locais dos venenos de L. amazonica e L. aff. 

variegata, o envenenamento experimental em coelhos se deu pela inoculação de 10µg 

de veneno total por kg do animal (C1LaV: 2,04 Kg; C2LaV: 2,01 Kg; C3LaV: 2,21 Kg; 

C1LvV: 2,38 Kg; C2LvV: 2,34 Kg; C3LvV: 2,23 Kg) diluídas em 100µL de PBS e 

injetadas via intradérmica no dorso depilado dos coelhos, sendo utilizados 3 animais 

para cada veneno testado. Essa quantidade de animais e a dose foi baseada através 

de um levantamento na literatura, conforme a tabela 1. Após o envenenamento, os 

animais foram avaliados quanto área de necrose. Todas essas medidas foram feitas 

antes (0h) e após da inoculação do veneno total, em 0 horas, 24 horas, 48 horas, 72 

horas, 7 dias, 14 dias, 17 dias e 21 dias.   

 

Tabela 1: Levantamento de dados experimentais de dermonecrose induzida por venenos 

loxoscélicos. 

 

Artigos Veneno Quantidade (µg) nº Lesão 

Alvarenga et al., 2002 Loxosceles intermedia 10 2 1.00 cm2

Appel et al., 2008 Loxosceles intermedia 10 3 1.00 cm2

Arán-Sekul et al., 2020 Sicarius thomisoides 50 3 0.65 cm2

Barbaro et al., 2005

Loxosceles deserta 

Loxosceles gaucho 

Loxosceles reclusa 

Loxosceles intermedia 

Loxosceles laeta

5 ? ~0.3 cm2

Calabria et al., 2019 Loxosceles sp. 6 2 nd

Chatzki et al., 2012 Loxosceles similis 10 1 1.00 cm2

da Silveira et al., 2006 Loxosceles intermedia 10 3 1.00 cm2

da Silveira et al., 2007 Loxosceles intermedia 10 3 1.00 cm2

Felicori et al., 2006 Loxosceles intermedia 7 ? 1.00 cm2

Gomez et al., 1999 Loxosceles deserta  3 3 nd

Gomez et al., 2001 Loxosceles reclusa 3 3 nd

Guimarães et., 2013 Loxosceles laeta 10 5 0.50 cm2

Magalhães et al., 2013 Loxosceles gaucho 3 3 1.20 cm2

Miranda et al., 2022 Loxosceles intermedia 7 5 1.08 cm2

Ospedal et. al., 2002 Loxosceles intermedia 40 3 nd

Paixão-Cavalcanti et al., 2007 Loxosceles intermedia 5 12 1.00 cm2

Pretel et al., 2005 Loxosceles adelaida 5 4 0.80 cm2

Souza et al., 2018 Loxosceles intermedia 9 3 nd

Vuitika et al., 2013 LiRecDT7 (toxina recombinante) 10 2 nd

Média 11,21 3,53
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3.3.1.2. Coleta e processamento das amostras de sangue  

 

Foram coletadas amostras de sangue dos coelhos em tempos previamente 

definidos, nos momentos 0,4,24,48,72,168 e 336 horas. As amostras de sangue foram 

coletadas através da punção da veia safena da perna traseira dos coelhos, utilizando 

sistema de escalpe a vácuo 23G 3/4” (gt group, lote: 20221105, validade: 04/11/2024) 

e tubos a vácuo contendo anticoagulante ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 

10%, para obtenção de sangue total para realização do hemograma e plasma para 

exames bioquímicos e imunológicos, tubo contento ativador de coágulo (Accuvet, 

validade: 06/2025) para obtenção de soro para exames bioquímicos, e tubo contendo 

anticoagulante citrato de sódio 3,2%, para obtenção de plasma citratado para 

realização de exames de hemostasia. O soro e os plasmas foram obtidos através da 

centrifugação das amostras em 3500 rpm por 10 minutos e 3.000 rpm durante 15 

minutos respectivamente. Em seguida, as amostras foram alíquotas e congeladas a   

-80 ºC para uso posterior. 

 

 

3.3.1.3. Hemograma 

 

O hemograma foi processado em um analisador hematológico automatizado 

(Hemacounter 60, Hemogram) para a determinação de valores referentes a leucócitos 

totais (WBC), linfócitos absolutos (LYM#), monócitos absolutos (MID#), granulócitos 

absolutos (GRAN#), hemácias totais (RBC), hemoglobina (HGB), concentração de 

hemoglobina corpuscular Média (CHCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), 

volume corpuscular médio (VCM), amplitude de distribuição dos eritrócitos medido 

como desvio padrão (RDW-SD), hematócrito (HCT), plaquetas (PLT), volume 

plaquetário médio (VPM), amplitude de distribuição de plaqueta (PDW), plaquetócrito 

(PCT) e taxa de células grandes e plaquetas (P-LCR). 

 

3.3.1.4. Perfil bioquímico  

 

Para as análises bioquímicas, foram utilizados kits comerciais (Labtest) para 

dosagem de amilase, proteínas totais, uréia, creatinina K, Creatinofosfoquinase (CK 
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NAC), creatinofosfoquinase fração MB (CKMB), alanina aminotransferase (ALT), 

aspartato aminotransferase (AST) e aspartato aminotransferase (Gama GT), seguindo 

as instruções do fabricante. Essas análises foram realizadas em parceria com a 

Labtest, sendo executadas no local.  

 

3.3.1.5. Perfil inflamatório 

 

A determinação das concentrações de IL-6, TNF-a e IL-8 no plasma dos coelhos 

foi conduzida utilizando kits Rabbit IL6 (Interleukin 6) ELISA Kit, Rabbit TNFa (Tumor 

Necrosis Factor Alpha) ELISA Kit e Rabbit IL8 (Interleukin 8) ELISA Kit, 

respectivamente, da ELK Biotechnology, seguindo as orientações do fabricante. 

Inicialmente, foram adicionados 100 μL de padrão (diluído conforme as instruções) ou 

100 μL de amostra a cada poço, seguido de incubação a 37°C por 80 minutos. Após 

três lavagens utilizando 200 μL de Tampão de Lavagem em cada poço, adicionou-se 

100 μL da solução de trabalho de anticorpo biotinilado diluída a cada poço, seguida 

de incubação a 37°C por 50 minutos. Após decorrido o tempo, realizou-se uma nova 

lavagem, conforme descrito anteriormente, e adicionou-se 100 μL de solução de 

trabalho Streptavidin-HRP a cada poço, incubando a 37°C por 50 minutos. Após cinco 

lavagens, adicionou-se 90 μL de Solução de Substrato TMB a cada poço, seguida de 

incubação a 37°C por 20 minutos no escuro. A reação foi interrompida com 50 μL de 

solução de paragem, e as absorbâncias foram medidas a 450nm utilizando um 

espectrofotômetro de microplacas Multiskan SkyHigh (Thermo Scientific). 

 

3.3.2. Modelo experimental de loxoscelismo sistêmico 

em camundongos 

 

3.3.2.1. Animais e protocolo experimental de DL50  

 

Para verificar se os venenos eram capazes de induzir toxicidade letal, 

camundongos Swiss, pesando aproximadamente 18-22g e com cerca de 6-8 

semanas, receberam injeção subcutânea, em um volume de 200μL, dos venenos a 

serem testados. Inicialmente, foram realizados 3 ensaios exploratórios com 3 animais 
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em cada um (n=9), para cada um dos dois venenos. No 1º ensaio, foi utilizando o valor 

médio de DL50 descrito na literatura para venenos loxoscélicos, sendo 12µg. De 

acordo com o resultado obtido, a dose foi aumentada ou diminuída até que se chegou 

no intervalo ideal para o ensaio de DL50. Para o ensaio propriamente dito, foram 

utilizados 5 grupos de 5 animais cada (n=25) para cada veneno, utilizando doses 

crescentes de cada veneno. A dose média letal (DL50) foi calculada pela análise Probit 

de mortes ocorridas dentro de 72 horas após a injeção de veneno.  

 

3.3.2.2. Coleta, eletroforese e análise das urinas  

 

Para analisar os efeitos dos venenos loxoscélicos no rim, foi realizado o 

envenenamento experimental de 5 camundongos com uma dose equivalente a ½ DL50 

determinada para cada veneno (via subcutânea, volume 200μl). No tempo 0 e após 6, 

24, e 72h, as urinas dos camundongos de cada grupo já citado acima foram coletadas 

com uma micropipeta mediante massagem abdominal. Para realização do perfil das 

urinas e detecção de albumina, 1 μL de urina dos camundongos foram submetidos a 

eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% em condições redutoras e corados com 

Coomassie Brilhante Azul. Albumina bovina (5ug) foi utilizada como controle.  A 

análise química das urinas foi realizada com tira reagente Uriquest Plus I – Labtest 

(Validade: 07/2023 Lot: 1313/0136), pipetando 5 μL de urina dos camundongos em 

cada área da tira a ser analisada.  

 

3.3.2.3. Avaliação histopatológica 

 

A necropsia dos camundongos foi realizada após a eutanásia utilizando 200 µL de 

tiopental, quando foram coletados os rins para a avaliação histopatológica renal. Para 

a análise histopatológica, os rins dos animais experimentalmente envenenados foram 

fixados com glutaraldeído 4%, desidratadas por uma sequência de álcool em 

diferentes porcentagens e incluídas em Glicol metacrilato, utilizando o Leica Historesin 

Enbedding Kit. Em seguida, cortes de aproximadamente 4μm foram obtidos e corados 

com Azul de toluidina para análise em microscópio. 
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3.4. Análise estatística 

 

A análise estatística foi realizada utilizando o software GraphPad Prism (versão 

9.0). A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk, considerando 

conjuntos de dados com valores de p superiores a 0,05 como paramétricos. Nos 

ensaios de hemólise, os dados foram analisados utilizando Two-way ANOVA com pós-

teste de Tukey para comparações múltiplas, os valores foram considerados 

significativamente diferentes quando p < 0,05, e as amostras foram testadas em 

duplicata, em pelo menos dois ensaios independentes. Nos testes hematológicos e 

bioquímicos, para os valores que apresentaram distribuição normal, foi utilizado o one-

way ANOVA com pós-teste de Bonferroni, comparando com o tempo 0. Já para os 

testes com valores não paramétricos, a análise foi realizada utilizando o teste de 

Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn´s para comparações múltiplas, comparando 

com o tempo 0. 
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4. Resultados e Discussão 

 

4.1.  Ensaios in vitro 

 

4.1.1.  Ensaios de agregação e inibição plaquetária 

 

O loxoscelismo representa um problema de saúde pública devido os seus 

efeitos patofisiológicos, alterações funcionais no corpo que ocorrem em resposta ao 

envenenamento, tendo como manifestações sistêmicas mais graves a 

trombocitopenia, hemólise intravascular, coagulação intravascular disseminada e a 

lesão renal aguda (LOPES et al., 2020; ALBUQUERQUE et al., 2018; MALAQUE et 

al., 2002). Assim, para verificar a ação dos venenos de L. amazonica e L. aff. variegata 

sobre as plaquetas humanas, realizamos o ensaio de agregação e inibição plaquetária 

utilizando plaquetas lavadas. O veneno da L. amazonica induziu a agregação 

plaquetária espontânea, quando utilizado 50 µg do veneno bruto (Figura 9), e essa 

alteração fisiológica decorrente do envenenamento já foi observada em outras 

espécies de Loxosceles, como a L. intermedia, L. gaucho e L. reclusa (KURPIEWSKI 

et al., 1981; BERTONI DA SILVEIRA et al., 2006; MAGALHÃES et al., 2013). Não foi 

observada essa capacidade para o veneno de L. aff. variegata. 

 

Figura 9: Efeito do veneno bruto de Loxosceles amazonica na agregação plaquetária. 

Agregação plaquetária com Loxosceles amazonica usando como C+ o colágeno. Plaquetas 

lavadas foram incubadas com 25μg e 50μg de veneno de L. amazonica. A agregação foi 
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monitorada medindo a transmitância da luz por 10 minutos por um agregômetro. Média ± 

desvio padrão são mostrados. 

 

De maneira contrária, o veneno de L. aff. variegata teve um potencial para inibir 

a agregação de plaquetas lavadas, quando utilizado o veneno bruto nas 

concentrações de 25µg e 50µg (Figura 10A e 10B), porém teve um potencial inibidor 

maior para reduzir a agregação plaquetária induzida pelo Colágeno (Figura 10A) 

quando comparado a inibição com a utilização do agonista Convulxina. Essa 

propriedade não foi observada para o veneno de L. amazonica.  

                 

 

 

Figura 10: Efeito do veneno bruto de Loxosceles aff. variegata nos agonistas colágeno (A) e 

convulxina (B) em relação ao seu potencial para inibir a agregação de plaquetas lavadas. 

Suspensão de plaquetas humanas lavadas foram pré-incubados com diferentes 

concentrações do veneno bruto de L. aff. variegata (25 e 50μg) sob agitação 600rpm a 37 °C. 

Após 3 min de incubação, os agonistas foram adicionados as Plaquetas lavadas sob agitação 

a 600 rpm a 37°C. A agregação foi monitorada medindo a transmitância da luz por 7 minutos 

por um agregômetro. Média ± desvio padrão são mostrados. 

 

As fosfolipases D (PLDs) nos venenos de Loxosceles são fatores chave na 

patofisiologia do envenenamento, causando respostas inflamatórias exacerbadas, 

hemólise intravascular e coagulopatias, que são características do loxoscelismo 

sistêmico. Estudos demonstraram que as PLDs estão relacionadas à agregação 
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plaquetária, com propriedades de indução da agregação dependentes da 

concentração. Algumas PLDs recombinantes apresentam percentuais de agregação 

semelhantes aos do veneno bruto (APPEL et al., 2008; DA SILVEIRA et al., 2006; DA 

SILVEIRA et al., 2007b; FELICORI et al., 2006). 

No estudo de Fukuda et al., (2017), os dados indicam que, embora essa toxina 

exija componentes plasmáticos para promover a agregação plaquetária, esses 

componentes não são necessários para a ligação da PLD recombinante do veneno de 

L. gaucho (LgRec1) às plaquetas. Além disso, a ligação de LgRec1 à membrana 

celular de plaquetas humanas sugere a exposição de fosfatidilserina, que pode atuar 

como um suporte para fatores de coagulação, explicando assim a necessidade de 

componentes plasmáticos para promover a agregação plaquetária. 

Já nos estudos de Tavares et al., (2011) foi demonstrado que o veneno de L. 

gaucho e sua fração esfingomielinase desencadeiam as principais funções 

plaquetárias em plaquetas humanas e de coelho, justificando o uso do coelho como 

modelo animal experimental para investigar os distúrbios plaquetários induzidos por 

venenos de Loxosceles. Futuras investigações sobre o papel das plaquetas na 

patogênese do loxoscelismo podem ajudar a desenvolver intervenções terapêuticas 

mais eficazes após o envenenamento. Animais trombocitopênicos desenvolveram um 

quadro mais grave na progressão e resolução da lesão dermonecrótica induzida pelo 

veneno de Loxosceles, sugerindo que as plaquetas têm um papel protetor durante o 

desenvolvimento da lesão (TAVARES et al., 2016). 

O ensaio realizado buscou entender como os venenos de diferentes espécies 

de Loxosceles afetam a agregação plaquetária, o que pode ajudar a explicar alguns 

dos efeitos sistêmicos no loxoscelismo, como hemólise intravascular e coagulopatias. 

Para transpor esses resultados para a clínica, seria necessário realizar estudos 

clínicos adicionais para confirmar os efeitos observados in vitro em pacientes 

humanos.  
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4.1.2.  Curva dose-resposta da atividade hemolítica direta dos venenos 

de L. amazonica e de L. aff. variegata 

 

Um dos achados clínicos do loxoscelismo sistêmico é a hemólise intravascular, 

seguida de anemia hemolítica aguda, causada pela capacidade do veneno de lisar 

hemácias e liberar hemoglobina no sistema sanguíneo, podendo levar a alterações no 

hemograma, com a queda no número de eritrócitos, diminuição da concentração de 

hemoglobina, reticulocitose, icterícia e alterações na urina, incluindo hemoglobinúria, 

bilirrubinúria e proteinúria baseado em evidências clínicas desses achados foram 

visualizados em vítimas de envenenamento (DE SOUZA et al., 2008; GREMSKI et al., 

2022; MALAQUE et al., 2011). Para avaliar a capacidade hemolítica dos venenos 

loxoscélicos sobre eritrócitos humanos foram realizados experimentos que avaliaram 

sua capacidade em desencadear hemólise direta de eritrócitos humanos em ensaios 

“in vitro”. Os resultados da hemólise foram expressos em porcentagem, comparando 

os valores das amostras com o do controle positivo, contendo Triton 0,01%, para o 

qual considerou-se 100% hemólise. Além disso, utilizou-se como controle negativo 

eritrócitos incubados somente com ringer lactato, onde não deveria ser observada 

hemólise para garantir que as condições do ensaio estavam adequadas. Os 

resultados dos experimentos (Figura 11A) mostram uma diferença significativa na 

atividade hemolítica quando comparado as espécies, tendo a L. gaucho e a L. aff. 

variegata como a espécie que desencadeia maior e menor hemólise, respectivamente.  

 

 

Figura 11: Ensaio hemolítico in vitro. Hemácias lavadas foram incubados com os venenos de 

Loxosceles amazonica, L. aff. Variegata e L. gaucho por 20h sob agitação suave. Após esse 
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tempo, as amostras foram centrifugadas e os sobrenadantes foram lidos a 550nm. (A) 

Percentual de hemólise considerando o Triton X-100 (controle positivo) como 100%. (B) 

Solução de Ringer Lactato, hemácias, venenos e controles após incubação e centrifugação. 

A significância é definida como *p < 0.05 **p <0.01 **** p < 0.0001. 

 

Sabe-se que as PLDs podem induzir a hemólise tanto na presença (hemólise 

indireta) quanto na ausência de soro (hemólise direta) (CHAVES-MOREIRA et al., 

2009; TAMBOURGI et al., 2000b). O estudo de Magalhães et al., (2013) mostraram 

que uma fosfolipase D (PLD) recombinante da L. gaucho, denominada LgRec1, assim 

como o veneno bruto da aranha, causou apenas hemólise leve (cerca de 20%) em 

uma concentração de 25 µg/mL.  No estudo de Fukuda et al., (2017), a LgRec1 ligada 

e não ligada à EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) foi testada, tanto na 

presença quanto na ausência de soro. Os resultados mostraram que ambas as formas 

da toxina eram capazes de promover a hemólise, embora a hemólise direta fosse mais 

proeminente somente após 12 horas de exposição. No entanto, diferenças notáveis 

nos valores de hemólise foram observadas ao comparar os efeitos do veneno de L. 

gaucho em diferentes concentrações.  

De forma complementar, o estudo de Chaves-Moreira et al., (2009) forneceu 

evidências de que a PLD do veneno de L. intermedia pode desencadear hemólise 

direta em células sanguíneas humanas. Além disso, o estudo de Justa et al., (2023), 

todas as três PLDs recombinantes analisadas apresentaram atividade hemolítica 

direta. A PLD de L. gaucho teve a maior atividade, com 93% de hemólise em 24 horas. 

As PLDs de L. intermedia e L. laeta tiveram atividades de 79% e 75% em 24 horas, 

respectivamente, mas as diferenças entre elas não foram estatisticamente 

significativas, reforçando o papel dessas toxinas no mecanismo de ação hemolítica 

em diferentes espécies de Loxosceles. 

Os resultados aqui apresentados demonstram que os venenos de Loxosceles 

amazonica e L. aff. variegata possuem atividade hemolítica direta sobre eritrócitos 

humanos, pois nas condições experimentais utilizadas não houve participação do 

sistema complemento no processo de lise celular, uma vez que o ensaio foi realizado 

na ausência de plasma. A hemólise dependente de complemento já foi observada 

para L. intermedia (MOREIRA, 2008), L. laeta, L. willianilsoni e L. amazonica (LOPES 
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et al., 2021). E também a hemólise não dependente de complemento para L. gaucho, 

L. intermedia e L. laeta (JUSTA et al., 2023).  

Os resultados de Lopes et al., (2021), mostraram, que eritrócitos tratados com 

venenos de L. amazonica apresentam PLDs em suas membranas, mas 

significativamente em menor quantidade, quando comparados ao veneno de L. laeta. 

Desse modo, pode-se afirmar que a hemólise de L. amazonica ocorre tanto 

indiretamente como diretamente. Além disso, o efeito hemolítico demonstrou ser 

diretamente proporcional à quantidade de veneno utilizada. As espécies de 

Loxosceles estudadas no presente trabalho não são tipicamente consideradas de 

interesse médico no Brasil. Entretanto, os resultados obtidos apontam para uma 

toxicidade relevante sobre o sangue humano, indicando que seus venenos têm o 

potencial de causar danos significativos.  

 

4.1.3.  Avaliação da interferência dos sistemas ABO e Rh na hemólise 

direta 

 

Dada a grande variabilidade observada nas amostras de sangue de diferentes 

doadores no ensaio de hemólise realizado, os dados obtidos foram reanalisados por 

meio do agrupamento dos tipos sanguíneos. O objetivo dessa análise foi verificar a 

hipótese de que os antígenos dos sistemas ABO e Rh poderiam interferir na atividade 

hemolítica dos venenos de Loxosceles. Analisamos uma amostra de sangue A-, duas 

de A+, uma de B-, uma de B+, uma de AB-, uma de AB+, duas de O+ e duas de O-, 

todas confirmadas por tipagem sanguínea. A análise foi realizada com a ciência de 

que o tamanho amostral testado neste experimento é pequeno, dada a raridade de 

alguns tipos sanguíneos e também pela limitação da quantidade de veneno disponível. 

Entretanto, apesar das conclusões possíveis à partir do experimento serem limitadas, 

acreditamos serem dados importantes a serem narrados para posterior comprovação 

mais robusta.  

Ao agrupar os dados de acordo com o sistema ABO e Rh, verificou-se que os 

tipos sanguíneos com mais antígenos na membrana eritrocitária, como o AB+, 

apresentaram níveis mais baixos de hemólise quando comparados aos tipos A+, O+ 

e B+ (Figura 12A). Uma exceção foi o sangue do tipo B+, que apresentou maior 
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hemólise quando incubado com o veneno de L. gaucho. Entre os eritrócitos Rh-

negativos, as taxas mais altas de hemólise foram observadas no tipo O-, seguido por 

AB-, A- e B-. (Figura 12A). Além disso, pretendendo a análise da influência do sistema 

ABO na susceptibilidade à hemólise, as amostras foram reagrupadas considerado-se 

amostra do A, B, O e AB (Figura 12B).  Foi observado que os diferentes tipos 

sanguíneos ABO são igualmente suscetíveis à hemólise, independente da dose de 

veneno e da espécie. Não houve diferença significativa quando realizado o teste two-

away anova para ambos os agrupamentos das amostras (Figura 12A-B). 

 

 

Figura 12: Influência dos Sistemas ABO e Rh na atividade hemolítica direta de venenos 

loxoscélicos. Os tipos sanguíneos foram incubados com 12,5 μg de diferentes venenos de 
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Loxosceles por 20 horas. A) Influência dos sistemas ABO e Rh na atividade hemolítica direta. 

B) Média das porcentagens de hemólise por tipo sanguíneo e por espécie na atividade 

hemolítica direta. C) Média das porcentagens de hemólise por tipo de fator Rh e por espécie 

na atividade hemolítica direta. Média ± desvio padrão expressos em porcentagem são 

mostrados.  A significância é definida como *p < 0.05 **p < 0.01 ***p <0.001, **** p < 0.0001. 

LaV - veneno de Loxosceles amazonica. LgV - veneno de Loxosceles gaucho. LvV - veneno 

de Loxosceles aff. variegata.  

 

Visando a análise da influência do fator Rh na susceptibilidade à hemólise, as 

amostras foram reagrupadas considerando-se apenas aquelas com o fator positivo ou 

negativo.  A Figura 12C mostra que os eritrócitos Rh-negativos são mais suscetíveis 

à hemólise induzida pelos venenos de Loxosceles do que os Rh-positivos, de maneira 

estatisticamente significativa para o veneno de L. amazonica. Esse efeito pode estar 

relacionado à ação das fosfolipases D, presentes nos venenos, que degradam os 

fosfolipídios presentes nas membranas celulares, inclusive nos eritrócitos, resultando 

em hemólise (TAMBOURGI et al., 1998a, 2000a). Assim, a hipótese levantada é que 

a ausência do antígeno Rh nos eritrócitos Rh-negativos pode facilitar a interação do 

veneno com a membrana celular, tornando-os mais vulneráveis à ação das 

fosfolipases D.  

No estudo de Tijani et al., (2023), foi observado que os diferentes tipos 

sanguíneos ABO são igualmente suscetíveis a infecções por Babesia divergens. Já 

no estudo de Dahlén et al., (2021), foram encontradas 49 associações entre doenças 

e grupos sanguíneos ABO, e 1 associação com RhD. Descobriu-se, por exemplo, que 

o grupo sanguíneo B tem um risco reduzido de cálculos renais em comparação ao 

grupo O, e que os grupos A e AB e RhD positivo têm maior risco de hipertensão 

induzida pela gravidez em comparação ao grupo O e o RhD negativo. 

 Por outro lado, um estudo sobre Loxosceles intermedia não encontrou 

diferenças significativas na hemólise entre eritrócitos Rh-positivos e Rh-negativos, 

contrapondo nossos resultados (MOREIRA, 2008). Tendo em vista a tendência 

apontada em nosso estudo, são necessários mais estudos e um número maior de 

amostras para explorar essas interações em mais detalhes e verificar se 



50 
 

 
 
 

possivelmente estaria relacionado ao tipo de veneno, que pode apresentar 

particularidades quanto a esse aspecto. 

 

4.1.4.  Atividade fibrinogenolítica 

 

As metaloproteases desempenham um papel crucial na patogênese do 

loxoscelismo, como a clivagem da fibronectina e do fibrinogênio (DA SILVEIRA et al., 

2002; FEITOSA et al., 1998). Essas proteases atuam em constituintes moleculares da 

matriz extracelular plasmática, como fibrinogênio e fibronectina, e em moléculas da 

membrana basal, como entactina e proteoglicano de sulfato de heparano. Essas 

ações podem resultar em hemorragia no local da picada, dificuldade na cicatrização 

de feridas, insuficiência renal e disseminação de outras toxinas por todo o corpo, 

causando instabilidade dos vasos sanguíneos e aumento da permeabilidade 

(LUCIANO et al., 2004; VEIGA et al., 2001; ZANETTI et al., 2002). 

 Para verificar se os venenos loxoscélicos das espécies estudadas possuem 

atividade proteolítica sobre fibrinogênio, foi realizado um ensaio de degradação do 

fibrinogênio, em dois formatos diferentes. No zimograma, o fibrinogênio foi 

incorporado na malha do gel de poliacrilamida e posteriormente a corrida, foi deixado 

overnight em tampão fosfato pH 8,0 para que a reação ocorresse. Na figura 13A, 

vemos a presença de regiões claras que representam que houve degradação 

enzimática pelos venenos, confirmando a presença de atividade proteolítica nos 

venenos, principalmente nos venenos de L. amazonica e L. aff. variegata. Não foi 

possível detectar a atividade no controle feito com o veneno de L. gaucho. Esse 

resultado foi inesperado, uma vez que o veneno dessa espécie já demonstrou possuir 

enzimas proteolíticas(TREVISAN-SILVA et al., 2010). O tratamento do gel com EDTA 

e a Fenantrolina (Figura 13B e 13C), ambos inibidores de metaloproteases, resultou 

na perda de atividade das proteinases de forma semelhante que foram observadas no 

ensaio de atividade fibrinogenolítica na Figura 13A. Em contraste, quando tratado o 

gel com o PMSF (inibidor de serino proteases) não mostrou nenhuma inibição sobre 

as proteinases observadas (Figura 13D). 

 



51 
 

 
 
 

 

 

Figura 13: Zimograma da atividade fibrinogenolítica dos venenos loxoscélicos (A) e inibição 

da atividade através do uso dos inibidores (B) EDTA, (C) Fenantrolina e (D) PMSF. Setas em 

amarelo apontam para regiões claras que representam onde há presença de degradação 

enzimática pelos venenos. 

 

Foi também realizado o ensaio direto, no qual o veneno é incubado diretamente 

com o fibrinogênio bovino e posteriormente analisado por SDS-PAGE. (Figura 14). 

Neste ensaio, é possível ver as três cadeias polipeptídicas do fibrinogênio, a cadeia 

alfa (α), Beta (β) e Gama (γ) como faixas separadas após a coloração do gel. A 

mudança na densidade dessas bandas após a incubação do veneno com o 

fibrinogênio pode indicar a presença de enzimas proteolíticas nos venenos, sendo que 

a maioria das enzimas com ação fibrinogenolítica degradam preferencialmente a 

subunidade α, seguida por β, como já foi visto para venenos de serpente por Markland, 

(1998), para a Loxosceles laeta por Medina-Santos et al. (2019), Barbaro et al. (2005) 

e Grashof et al. (2020) e para a Loxosceles reclusa de Oklahoma nos Estados Unidos 

da América e de Tamaulipas no México por Grashof et al. (2020). Quando uma 

determinada amostra tem atividade de degradação de fibrinogênio, as bandas das 

diferentes subunidades do fibrinogênio poderão ser menos intensas ou desaparecerão 

por completo, quando analisadas em SDS-PAGE sob condições de redução. A figura 

14 mostra a degradação da subunidade α e β do fibrinogênio pelos venenos da 

Loxosceles amazonica e Loxosceles aff. variegata fêmea e macho, após 16 h de 

incubação. Assim, podemos inferir que o veneno das fêmeas possui maior 
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concentração de enzimas proteolíticas, já que foi capaz de degradar, ainda que não 

completamente, as três cadeias do fibrinogênio em porcentagens decrescentes, ao 

contrário do veneno dos machos que degradaram principalmente a banda α. 

 

 

 

Figura 14: Atividade fibrinogenolítica de Loxosceles amazonica e Loxosceles aff. variegata. A 

atividade proteolítica foi determinada por um ensaio de digestão de fibrinogênio (Fg) descrito 

por Medina-Santos et al., 2019. A atividade fibrinogenolítica foi realizada utilizando 3 µg de 

veneno de L. amazonica (LaV) e L. aff. variegata (LvV), incubado com fibrinogênio bovino por 

16h a 37°C. Após a desnaturalização das amostras de fibrinogênio, puro ou pré-incubado com 

os venenos, foram analisadas por 12% SDS-PAGE. (A) À esquerda, o gráfico mostra a 

porcentagem de degradação das cadeias de fibrinogênio. À direita, o SDS-PAGE 12% mostra 

a atividade fibrinogenolítica do veneno de L. amazonica macho e fêmea. (B) À esquerda, o 

gráfico mostra a porcentagem de degradação das cadeias de fibrinogênio. À direita, o SDS-

PAGE a 12% exibe a atividade fibrinogenolítica do veneno de L. aff. variegata macho e fêmea. 

O gráfico foi plotado com a média e desvio padrão do percentual de densidade das bandas 

em comparação ao controle de fibrinogênio, considerado como 100%, analisado no ImageJ. 
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4.2. Ensaios in vivo 

 

4.2.1. Dermonecrose 

 

A dermonecrose induzida pela picada de aranhas do gênero Loxosceles é 

amplamente estudada devido à gravidade das lesões cutâneas que pode causar. 

Diversos estudos comprovaram a conexão da fosfolipase D com o processo de 

dermonecrose no loxoscelismo cutâneo, utilizando fosfolipases recombinantes de 

Loxosceles intermedia e comparando com a ação do veneno bruto (APPEL et al., 

2008; BERTONI DA SILVEIRA et al., 2006; CHAIM et al., 2011a; DA SILVEIRA et al., 

2007a; FELICORI et al., 2006). Como a principal ação dos venenos da aranha 

Loxosceles é o desenvolvimento de lesões necróticas em suas vítimas (DA SILVA et 

al., 2004), estudamos a capacidade do veneno de L. amazonica e L. aff. variegata de 

induzir dermonecrose em coelhos, utilizando 10 μg/kg de veneno bruto.  

A avaliação macroscópica realizada diariamente, com o objetivo de 

monitoramento, permitiu um acompanhamento sistemático da evolução da ferida 

dermonecrótica e das diferenças entre os grupos de veneno. A dose de veneno tanto 

de L. amazonica quanto de L. aff. variegata administrada induziu uma típica lesão que 

se iniciou com a formação de um halo hemorrágico quatro horas após, associado à 

prostração, edema, formação da placa marmórea e dor moderada, variáveis em 

tamanhos conforme o indivíduo (Figura 15). É importante ressaltar mesmo não 

ocorrendo a medição do edema e do halo hemorrágico, o grupo de L. aff. variegata 

apresentou maior edema e halo hemorrágico quanto comparado ao de L. amazonica. 

Após 48 horas verificou-se que a área hemorrágica se degradou em uma área central 

de necrose azulada (Figura 15), dando lugar a formação de uma crosta sete dias após 

a inoculação do veneno (Figura 15), com fechamento parcial da ferida após 17 dias e 

fechamento completo da ferida observado no 30º dia (dados não mostrados). Essas 

fases constituem a evolução da ferida dermonecrótica no loxoscelismo observada 

tanto em humanos como em alguns modelos animais (Ferrara et al., 2009; Pauli et al., 

2009).  

No estudo de Silvestre et al., (2005), foi demonstrado que o veneno de L. similis 

foi capaz de produzir lesões dermonecróticas perceptíveis, com o desenvolvimento de 
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uma lesão loxoscélica típica após 24 horas da injeção. Quando comparado com L. 

intermedia, observou-se o mesmo padrão de lesão e potência semelhante. 

Comparando com outras espécies de Loxosceles (L. intermedia: 1.00 cm² -10 µg; L. 

gaucho: 1.20 cm²-3 µg; L. laeta: 0.50 cm²-10 µg; L. similis: 1.00 cm²-10 µg), a lesão 

foi semelhante, mas a comparação direta é limitada, pois a dose exata relativa ao peso 

dos coelhos não foi especificada nos estudos.  

Devido à limitação da quantidade de veneno disponível, não foi possível realizar 

o ensaio de dose mínima necrosante (DMN), que é uma medida importante para 

determinar a quantidade de veneno necessária para causar uma lesão de 1 cm². Esse 

parâmetro é essencial para permitir a comparação entre diferentes venenos em 

ensaios distintos. Apesar dessa limitação, a quantidade de veneno utilizada nos 

experimentos de dermonecrose foi 10 μg/kg que gerou lesões maiores do que 1 cm². 

No entanto, essas lesões foram compatíveis com a quantidade de proteína que 

poderia ser injetada por uma única aranha, o que sugere que os resultados obtidos 

ainda refletem o potencial tóxico real dos venenos estudados. 

Ao contrário de ratos e camundongos, que não desenvolvem feridas 

dermonecróticas, os coelhos são considerados o melhor modelo experimental para o 

estudo do loxoscelismo cutâneo (DA SILVA et al., 2004). No entanto, observou-se que 

a evolução das feridas nos coelhos é mais rápida do que nos humanos (DA SILVA et 

al., 2004; MALAQUE et al., 2002; TAMBOURGI; GONÇALVES-DE-ANDRADE; VAN 

DEN BERG, 2010). Estudos clínicos e epidemiológicos em humanos indicam que 

86,9% e 96,4% dos pacientes internados em hospitais de Santa Catarina e São Paulo, 

respectivamente, apresentaram a forma cutânea da doença (MALAQUE et al., 2002; 

SEZERINO et al., 1998). 
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Figura 15: Evolução da lesão dermonecrótica em coelhas inoculadas com 10 µg/kg de veneno 

de Loxosceles amazonica (A) e Loxosceles aff. variegata (B) ao longo de 0 a 504 horas, com 

as áreas da lesão (em cm²) representadas nos retângulos rosas. O pico da lesão, observado 

em 48 horas, está destacado com uma borda vermelha. 
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4.2.2. Hemograma 

 

O hemograma é um exame crucial no acompanhamento do loxoscelismo, pois 

permite monitorar possíveis complicações, como hemólise, anemia e alterações na 

coagulação sanguínea, que são comuns em casos de envenenamento pela picada da 

aranha-marrom. A tabela 2 resume os valores de referência para coelhos dos 

parâmetros elencados para discussão neste trabalho. 

 

Tabela 2: Valores de referências do hemograma e índices hematimétricos, leucograma e 

plaquetograma. 
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Na avaliação dos exames laboratoriais, após o envenenamento experimental 

de coelhos, foi possível observar alterações sanguíneas em todos os indivíduos, para 

os dois venenos. No hemograma, foram observadas variações no número de 

hemácias totais (Figura 16A), de hemoglobina (Figura 16B) e hematócrito (Figura 

16C).  Os índices hematimétricos são parâmetros essenciais para avaliar o tamanho 

e a coloração das hemácias, desempenhando um papel crucial na identificação e 

classificação das anemias. Os índices analisados foram: Concentração de 

Hemoglobina Corpuscular Média (Figura 17A), Hemoglobina Corpuscular Média 

(Figura 17B), Volume Corpuscular Médio (Figura 17C) e RDW-SD (Figura 17D). 

A determinação desses parâmetros é muito importante para a avaliação do 

estado geral de saúde dos animais, especialmente se ocorreu anemia ou policitemia. 

O número de hemácias, hemoglobina e hematócrito em coelhos varia entre 5,0 a 7,6 

x 106 /μL de sangue, 5,2 a 13,5 g/dL e 31,0 – 46,0 %, respectivamente (Hemacounter 

60). Na avaliação do hemograma, o número de hemácias (Figura 16A), apresentaram 

variação pequena na média dos coelhos dentro do grupo do mesmo veneno, porém 

fora dos valores de referência do equipamento hemocounter 60 para coelhos, sendo 

que o intervalo para a L. aff. variegata foi 3,69 a 4,33 x 106 /μL e para L. amazonica 

foi 3,94 a 4,61 x 106 /μL. Contudo, salienta-se que esses índices em quase todos os 

tempos se mantiveram dentro do intervalo de referência para a espécie cunícula, e 

essas alterações não possuem significado clínico quando utilizados os valores de 

referência de hemácias totais 4,0 – 8,0 x 106/μL, descrito por Fisher e Graham (2018). 

Cabe ressaltar, que nos tempos 4h e 72h houve queda das hemácias com diferença 

significativa para o grupo de L. amazonica. 
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Figura 16: Hemograma dos animais envenenados. Valores ± desvio padrão da contagem de 

hemácias totais (A), hemoglobina (B) e hematócrito (C) antes e após a inoculação do veneno 

de Loxosceles amazonica e Loxosceles aff. variegata. *Valores de referência segundo o 

Hemacounter 60 (Linhas tracejadas): Hemácias totais: 5,0– 7,6 x 106/μL; Hemoglobina: 5,2 – 

13,5 g/dL; Hematócrito: 31,0 – 46,0 %. A significância é definida como *p < 0.05 **p < 0.01 

***p <0.001, **** p < 0.0001. C1LvV - Coelho 1 do grupo de Loxosceles aff. variegata. C2LvV 

- Coelho 2 do grupo de Loxosceles aff. variegata. C3LvV - Coelho 3 do grupo de Loxosceles 

aff. variegata. C1LaV - Coelho 1 do grupo de Loxosceles amazonica. C2LaV - Coelho 2 do 

grupo de Loxosceles amazonica. C3LaV - Coelho 3 do grupo de Loxosceles amazonica. Ref. 

max – Referencia máxima. Ref. mini – Referencia mínima.  
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Em relação à concentração de hemoglobina (Figura 16B), o grupo de L. aff. 

variegata apresentou uma queda até 48 horas, seguida de normalização em 336 

horas. Por outro lado, o grupo de L. amazonica exibiu um padrão distinto, com uma 

queda inicial em 4 horas e outra em 48 horas, ambas com diferença significativa, 

também retornando à normalidade em 336 horas.  No hematócrito (Figura 16C), o 

grupo de L. aff. variegata não apresentou grande variação nos valores em decorrer do 

tempo, já para o grupo de L. amazonica exibiu um padrão semelhante ao da 

concentração de hemoglobina, porém com queda até 72h que apresentou diferença 

significativa em relação aos outros tempos. Ambos os grupos de veneno tiveram os 

valores fora do intervalo de referência proposto tanto pelo Hemacounter 60 quanto 

pelo Fisher e Graham (2018) tanto para a concentração de hemoglobina e para o 

hematócrito (Tabela 2).  

Utilizando o tempo 0 como referência, observa-se uma leve anemia em 48 

horas para ambos os venenos, com queda nos níveis de hemácias, hemoglobina e 

hematócrito nesse período. A redução possivelmente está relacionada à hemorragia 

local decorrente da aplicação do veneno, ocorrida entre 4 e 48 horas (Figura 15). 

Outra alteração importante observada foi a variação nos índices 

hematimétricos. Para ambos os venenos, a concentração de hemoglobina corpuscular 

média (CHCM) e a hemoglobina corpuscular média (HCM) apresentaram uma queda 

até 48 horas, seguida de um aumento até 72 horas, estabilizando-se em valores mais 

lineares até 336 horas, conforme ilustrado na Figura 17 A e 17B. O Volume 

Corpuscular Médio (Figura 17C) e o RDW-SD (Figura 17D) não apresentaram 

alterações significativas em ambos os grupos expostos aos venenos, com as médias 

permanecendo dentro dos intervalos de referência. 
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Figura 17: Índices hematimétricos dos animais envenenados. Valores ± desvio padrão da 

contagem de Concentração de Hemoglobina Corpuscular Média (A), Hemoglobina 

Corpuscular Média (B), Volume Corpuscular Médio (C) e RDW-SD (D) antes e após a 

inoculação do veneno de Loxosceles amazonica e Loxosceles aff. variegata. *Valores de 
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referência segundo o Hemacounter 60 (Linhas tracejadas): Concentração de Hemoglobina 

Corpuscular Média: 32,0 – 37,0 g/dL; Hemoglobina Corpuscular Média: 20,1 – 25,1 pg; 

Volume Corpuscular Médio: 56,8 – 66,5 fL, RDW-SD: 35,0 – 56,0 fL. C1LvV - Coelho 1 do 

grupo de Loxosceles aff. variegata. C2LvV - Coelho 2 do grupo de Loxosceles aff. variegata. 

C3LvV - Coelho 3 do grupo de Loxosceles aff. variegata. C1LaV - Coelho 1 do grupo de 

Loxosceles amazonica. C2LaV - Coelho 2 do grupo de Loxosceles amazonica. C3LaV - 

Coelho 3 do grupo de Loxosceles amazonica. Ref. max – Referencia máxima. Ref. mini – 

Referencia mínima. 

 
A hemólise eritrocitária foi vinculada ao envenenamento por Loxosceles em 

modelos in vitro desenvolvidos por Futrell et al. (1979). Em camundongos, as toxinas 

também podem induzir hemólise intravascular, liberando citocinas semelhantes às 

observadas em choques endotóxicos (TAMBOURGI et al., 1998b). O mecanismo que 

torna o sistema complemento suscetível foi posteriormente elucidado por Tambourgi 

et al. (2000, 2002), demonstrando que as toxinas são capazes de ativar uma via 

imunológica alternativa nos eritrócitos humanos, promovendo a ativação de 

metaloproteinases endógenas. Esse processo resulta na remoção de glicoforinas das 

membranas, o que possivelmente altera a assimetria da membrana dos eritrócitos. No 

entanto, estudos anteriores em coelhos e cobaias não detectaram reações 

hemolíticas. A variação de resposta entre espécies pode estar relacionada às 

diferenças na composição e organização das estruturas das membranas (Barreto et 

al., 2007). 

Os resultados mostraram que os venenos de L. amazonica e L. aff. variegata 

possuem atividade hemolítica direta sobre eritrócitos humanos, mesmo sem a 

participação do sistema complemento. Em contrapartida, a avaliação do hemograma 

dos coelhos revelou variações pequenas no número de hemácias, com valores fora 

da referência do equipamento Hemocounter 60, mas dentro dos parâmetros normais 

para a espécie. O grupo de L. aff. variegata apresentou uma queda inicial na 

concentração de hemoglobina, seguida de normalização, enquanto L. amazonica teve 

duas quedas distintas antes de retornar à normalidade. O hematócrito para L. aff. 

variegata se manteve estável, ao passo que para L. amazonica houve uma variação 

semelhante à da concentração de hemoglobina. Além disso, ambos os venenos 

afetaram índices hematimétricos como CHCM e HCM, que caíram inicialmente e se 
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estabilizaram posteriormente. Já o VCM e RDW-SD não apresentaram alterações 

significativas. Esses dados indicam que, embora ambos os venenos induzam 

hemólise direta, as respostas hemáticas diferem entre as espécies. 

4.2.3. Leucograma 

 

Na avaliação dos leucócitos no loxoscelismo, diversos fatores podem interferir 

nos resultados, como o tempo de coleta após o envenenamento, a quantidade de 

veneno inoculada, e a ativação de mecanismos endógenos. Esses incluem a ativação 

do sistema complemento, a migração de polimorfonucleares, além da liberação de 

enzimas proteolíticas e citocinas (DA SILVA et al., 2003; MALAQUE et al., 2011; 

MCGLASSON et al., 2007).  

Os leucócitos totais para os animais envenenados experimentalmente por L. 

aff. variegata apresentaram crescimento até 168h, seguido por uma queda até 336h, 

com grande variação individual (Figura 18 A, esquerda). Em contraste, para L. 

amazonica, houve pouca variação individual, com uma queda até 24h, seguida de um 

aumento significativo que atingiu o pico em 72 horas e retornando aos níveis normais 

em 336h (Figura 18 A, direita). Em estudos anteriores, observou-se uma intensa 

leucopenia 24 horas após a inoculação do veneno de L. intermedia e L. gaucho (Silva 

et al., 2003; Tavares et al., 2004). Essa leucopenia está associada à neutropenia, 

devido à intensa migração de neutrófilos para o tecido horas após o envenenamento, 

resultando em um decréscimo transitório de neutrófilos na circulação sanguínea. 

Estudos de  Mcglasson et al., (2007) Tavares et al., (2004), Martins (2014) também 

relatam uma leucocitose significativa 72 horas após a inoculação do veneno de L. 

gaucho, L. reclusa e L. laeta, respectivamente, coincidindo com o padrão observado 

para a L. amazonica (Figura 18A, direita). 

No caso dos linfócitos absolutos, ambos os venenos apresentaram um padrão 

semelhante (Figura 18B), com uma queda significativa até 4h para a L. amazonica, 

seguida por um aumento até 48h, uma pequena queda em 48h, e nova elevação 

significativa para ambos os venenos até 168h, seguida de declínio até 336h. Os 

valores absolutos de linfócitos encontravam-se ligeiramente abaixo dos valores de 

referência para a espécie em ambos os grupos nos tempos testados, assim como os 
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resultados aos encontrados por Polli (2020), em coelhos. Em estudos anteriores 

Tavares et al., 2004, observou linfopenia com 3 e 24 horas após a inoculação de 

veneno de L. gaucho, o mesmo padrão que vemos para a L. amazonica. 

 

Figura 18: Leucograma dos animais envenenados. Valores ± desvio padrão da contagem de 

Leucócitos totais (A), Linfócitos absolutos (B), Granulócitos absolutos (C) e Monócitos 
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absolutos (D) antes e após a inoculação do veneno de Loxosceles amazonica e Loxosceles 

aff. variegata. *Valores de referência segundo o Hemacounter 60 (Linhas tracejadas): 

Leucócitos totais: 5,2 – 13,5 x 103/μL; Linfócitos absolutos: 3,2 – 9,00 x 103/μL; Granulócitos 

absolutos: 2 – 7,5 x 103/μL; Monócitos absolutos: 0,1 – 0,6 x 103/μL. A significância é definida 

como *p < 0.05 **p < 0.01 ***p <0.001, **** p < 0.0001. C1LvV - Coelho 1 do grupo de 

Loxosceles aff. variegata.  C2LvV - Coelho 2 do grupo de Loxosceles aff. variegata. C3LvV - 

Coelho 3 do grupo de Loxosceles aff. variegata. C1LaV - Coelho 1 do grupo de Loxosceles 

amazonica. C2LaV - Coelho 2 do grupo de Loxosceles amazonica. C3LaV - Coelho 3 do grupo 

de Loxosceles amazonica. Ref. max – Referencia máxima. Ref. mini – Referencia mínima. 

 

Para os granulócitos absolutos, ambos os venenos demonstraram um 

comportamento similar (Figura 18C), com os níveis estáveis até 24 horas, seguidos 

por um aumento significativo com picos em 48 horas e 72 horas, e normalização em 

336 horas. Como o equipamento não realizava a contagem diferencial de granulócitos, 

através de revisão da bibliografia pode-se inferir que o aumento visto é caracterizado 

predominantemente pelos neutrófilos, que são as células envolvidas na resposta 

inflamatória aguda. As citocinas liberadas migram para a medula óssea, aumentando 

a taxa de liberação e proliferação de neutrófilos, resultando em um aumento da 

presença dessas células na corrente sanguínea (THRALL et al., 2017). 

No que se refere aos monócitos absolutos, observou-se um padrão distinto 

entre os venenos (Figura 18D). Para L. aff. variegata, houve uma pequena queda até 

4h, seguida de um aumento com pico em 168h, sem normalização até 336h após a 

exposição ao veneno. Já para L. amazonica, houve maior variabilidade individual, com 

queda até 4h, aumento com dois picos em 48h e 168h, e queda subsequente, sem 

normalização até 336h. Já Tavares et al. (2004) observou a presença de monocitose 

com 72 e 120 horas após a inoculação do veneno de L. gaucho, um padrão diferente 

com a L. aff. variegata e a L. amazonica que teve em 168h. 

 

 

 

 



65 
 

 
 
 

4.2.4. Plaquetograma 

 

A avaliação plaquetária é um parâmetro crucial para analisar a hemostasia em 

indivíduos acometidos pelo loxoscelismo, uma vez que uma das principais 

complicações do loxoscelismo sistêmico é a coagulação intravascular disseminada 

(LOPES et al., 2020; ALBUQUERQUE et al., 2018; MALAQUE et al., 2002). Nos 

acidentes loxoscélicos a trombocitopenia ocorre de forma precoce nos acidentes por 

Loxosceles, devido a formação de trombos que ocorre no local da picada (Silva et al., 

2003). No trabalho de Pauli et al., 2009, nas primeiras 12 horas após o 

envenenamento foi observado um declínio abrupto na contagem de plaquetas com o 

reestabelecimento da normalidade após 72 horas, visto também no presente estudo 

para ambos os venenos (Figura 19A esquerda e direita) o mesmo comportamento, 

porém em tempos diferentes, mas ainda próximos ao do estudo citado, sendo mais 

evidente em L. amazonica (Figura 19A, direita). 

O loxoscelismo cutâneo pode ser agravado em condições de trombocitopenia, 

visto que as plaquetas têm um papel importante redução de fenômenos hemorrágicos, 

além dos processos inflamatórios e cicatriciais (Tavares et al., 2011; Tavares et al., 

2016). No presente estudo, embora tenham sido observadas diferenças, 

especialmente em relação ao tempo, todas as alterações permaneceram dentro dos 

valores de referência. Ambos os venenos apresentaram comportamentos 

semelhantes em todos os parâmetros plaquetários analisados, incluindo o número de 

plaquetas (19A) e o plaquetócrito (19C), onde houve uma leve redução em 4 horas, 

seguida por um aumento que começou às 24 horas, atingiu seu pico em 168 horas e 

apresentou uma queda entre 168 e 336 horas. No volume plaquetário médio (19B), 

utilizado para avaliar a função e a produção das plaquetas através do tamanho médio 

das plaquetas, não houve alterações significativas para ambos os venenos. 
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Figura 19: Plaquetograma dos animais envenenados.Valores ± desvio padrão da contagem 

de plaquetas (A), Volume plaquetário médio (B) e Plaquetócrito (C) antes e após a inoculação 

do veneno de Loxosceles amazonica e Loxosceles aff. variegata. *Valores de referência 

segundo o Hemacounter 60 (Linhas tracejadas): Plaquetas: 100 – 712 x 103/μL; Volume 

plaquetário médio: 10 – 18 fL; Plaquetócrito: 0,1 – 0,5%. A significância é definida como *p < 

0.05 **p < 0.01 ***p <0.001, **** p < 0.0001. C1LvV - Coelho 1 do grupo de Loxosceles aff. 

variegata. C2LvV - Coelho 2 do grupo de Loxosceles aff. variegata. C3LvV - Coelho 3 do grupo 

de Loxosceles aff. variegata. C1LaV - Coelho 1 do grupo de Loxosceles amazonica. C2LaV - 

Coelho 2 do grupo de Loxosceles amazonica. C3LaV - Coelho 3 do grupo de Loxosceles 

amazonica. Ref. max – Referencia máxima. Ref. mini – Referencia mínima. 
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As plaquetas também demonstraram ter um papel na inflamação, além de 

também estarem envolvidas em distúrbios trombóticos locais induzida pelo veneno de 

Loxosceles. No trabalho de Tavares et al., (2011), o veneno de L. gaucho induziu 

agregação plaquetária, adesão ao colágeno e aumentou a expressão de ligação 

induzida por ligante local 1 (LIBS1) e P-selectina, demonstrando o papel central das 

plaquetas no desenvolvimento da dermonecrose. Por outro lado, outro estudo revelou 

que as plaquetas desempenham um papel importante na redução da hemorragia, na 

modulação de processos inflamatórios e na cicatrização. Isso foi evidenciado pelo fato 

de que coelhos com depleção de plaquetas apresentaram reações mais graves após 

a aplicação do veneno de Loxosceles (TAVARES et al., 2016). 

Os dados obtidos no presente estudo destacam a ação diferenciada dos 

venenos de L. amazonica e L. aff. variegata sobre as plaquetas humanas. O veneno 

de L. amazonica induziu a agregação plaquetária espontânea, comportamento similar 

ao observado em outras espécies de Loxosceles. Por outro lado, o veneno de L. aff. 

variegata não apresentou essa capacidade, mas demonstrou um potencial 

significativo para inibir a agregação de plaquetas lavadas, especialmente na presença 

de colágeno. Apesar dessas diferenças, ambos os venenos apresentaram 

comportamentos semelhantes nos parâmetros plaquetários analisados, com uma leve 

redução no número de plaquetas e no plaquetócrito inicial, seguida de um aumento 

que atingiu seu pico e estabilizou posteriormente. No volume plaquetário médio, 

utilizado para avaliar a função e a produção das plaquetas, não foram observadas 

alterações significativas em ambos os venenos. Esses resultados sugerem que, 

embora os mecanismos de ação sobre as plaquetas variem entre as duas espécies, 

as alterações gerais permanecem dentro dos valores de referência, evidenciando a 

complexidade dos efeitos dos venenos de Loxosceles na hemostasia. 

4.2.5. Perfil bioquímico e inflamatório 

 

Para avaliar possíveis danos sistêmicos causados pelos venenos loxoscélicos, 

foram realizadas análises de índices bioquímicos, ALT, AST, GGT, CK NAC, CK-MB, 

Ureia e Creatinina K. Esses testes foram realizados na Labtest, utilizando os kits da 

própria empresa: Amilase CNPG - Ref. 142, Proteínas Totais - Ref. 99, Uréia - Ref. 
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104, Creatinina K - Ref. 96, CK NAC - Ref. 117, CKMB - Ref. 118, ALT - Ref. 108, AST 

- Ref. 109 e Gama GT - Ref. 105. Apenas resultados de parâmetros alterados ou de 

importância para a discussão serão mostrados. As alterações foram destacadas em 

rosa para L. aff. variegata e em verde para L. amazonica.  Quanto aos índices 

bioquímicos, além dos citados acima, também foram dosados: amilase e proteínas 

totais, sendo que nenhum desses parâmetros encontrava-se fora dos valores de 

referência em nenhum dos tempos avaliados em nenhum animal. 

A avaliação bioquímica do soro dos animais inoculados com os venenos de L. 

aff. variegata e L. amazonica revelou que os valores médios dos parâmetros ALT e 

AST estavam elevados em ambos os grupos (Tabela 3). O AST apresentou alteração 

no período de 24 horas para L. aff. variegata, enquanto o ALT mostrou elevações aos 

4 e 24 horas para ambos os venenos e às 48 horas para L. amazonica, com 

normalização às 72 horas. Não foram observadas alterações para a GGT em ambos 

os grupos de veneno. 

 

Tabela 3: Concentrações plasmáticas de (ALT), (AST) E (GGT) de coelhos, 0 horas a 336h 

após injeção intradérmica de veneno de Loxosceles amazonica e Loxosceles aff. variegata. 

 

*Valores de referência segundo Fisher e Graham (2018): ALT: 14 – 80 U/L; AST: 14 – 113 U/L. A 

significância é definida como *p < 0.05 **p < 0.01 ***p <0.001, **** p < 0.0001. 
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O aumento nas concentrações plasmáticas de AST é um bom indicador de 

lesão de hepatócito mais não é especifico para lesão hepática, pois essas enzimas 

são bastante ativas no fígado e podem ser facilmente detectáveis em discretas 

quantidades. Além disso, essas enzimas também podem estar presentes em outras 

células, como as musculares e eritrócitos, sendo liberadas devido à lise celular e ao 

aumento da permeabilidade de membrana (Kaneko, 2008). 

Em trabalhos anteriores, foi encontrado que frações de veneno no fígado estão 

associadas a micro lesões nos hepatócitos e aumento precoce nas enzimas hepáticas 

(DE OLIVEIRA CHRISTOFF et al., 2008). A observação do aumento dessa enzima 

em 9% dos pacientes humanos atendidos em um hospital de São Paulo está 

relacionada a hemólise massiva e ao aumento nos valores de bilirrubina indireta, 

especialmente nos pacientes diagnosticados com loxoscelismo cutâneo-visceral 

(MALAQUE et al., 2011). 

A creatina quinase é uma enzima presente em todos os tecidos musculares, 

incluindo o cardíaco. O aumento de seus valores, especialmente da isoenzima MB, é 

um marcador para diagnóstico e acompanhamento de lesão cardíaca ou infarto do 

miocárdio (Kaneko et al., 2008).  Como não foram encontrados valores de referência 

para CK e CK-MB em coelhos, considerou-se como alteração leituras acima de 600 

U/L para ambos os analitos. As alterações nos marcadores musculares e cardíacos 

(Tabela 4) foram mais pronunciadas no grupo exposto ao veneno de L. amazonica, 

sendo observadas em 24h, 48h e 72h para CK e em 48h, 72h e 168h para CK-MB. 

Para L. aff. variegata, as alterações foram observadas apenas em 24h para CK. No 

estudo de Dias-Lopes et al., (2010), observou-se que aumento dessas enzimas em 

camundongos após a inoculação de veneno de L. intermedia, associado à presença 

de frações do veneno no tecido cardíaco. Aumento isolado de CK, como observado 

por França et al., (2002) em dois casos, sugere rabdomiólise. 
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Tabela 4: Concentrações plasmáticas de Creatinofosfoquinase (CK NAC) e 

Creatinofosfoquinase Fração MB (CKMB) de coelhos, 0 horas a 336h após injeção 

intradérmica de veneno de Loxosceles amazonica e Loxosceles aff. variegata. A significância 

é definida como *p < 0.05 **p < 0.01 ***p <0.001, **** p < 0.0001. 

 

 

 

A ureia e a creatinina são analitos testados rotineiramente para avaliar a função 

excretora dos rins e detectar possíveis insuficiências renais, tanto agudas quanto 

crônicas. Já foi demonstrado que o veneno da aranha Loxosceles spp. pode causar 

danos diretos aos túbulos e glomérulos renais, levando a edema glomerular e nefrose 

tubular, resultando em insuficiência renal aguda (CHAIM et al., 2006). Além disso, a 

hemoglobina plasmática liberada durante a hemólise intravascular no loxoscelismo 

cutâneo-visceral também pode causar insuficiência renal (TAVARES et al., 2004). 

As alterações nos marcadores bioquímicos renais foram observadas apenas no 

grupo exposto ao veneno de L. amazonica, especificamente nos níveis de ureia, que 

apresentaram elevações nos tempos de 24h, 48h e 72h (Tabela 5). No entanto, essas 

alterações ocorreram apenas em dois dos três indivíduos do grupo. Esses resultados 
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sugerem uma possível variabilidade individual na resposta renal ao veneno de L. 

amazonica. A elevação da ureia pode estar associada a um comprometimento 

temporário da função renal, indicando um efeito nefrotóxico moderado, embora não 

seja um padrão uniforme entre todos os indivíduos. A ausência de alterações em 

outros marcadores renais e em todos os indivíduos do grupo limita a generalização 

desses achados, sugerindo que o impacto renal do veneno pode depender de fatores 

individuais ou da dose. Essa variabilidade pode ser importante para orientar futuras 

pesquisas sobre os efeitos renais dos venenos de Loxosceles. 

Tabela 5: Concentrações plasmáticas de ureia e creatinina de coelhos, 0 horas a 336h após 

injeção intradérmica de veneno de Loxosceles amazonica e Loxosceles aff. variegata. A 

significância é definida como *p < 0.05 **p < 0.01 ***p <0.001, **** p < 0.0001. 

 

 

*Valores de referência segundo Fisher e Graham (2018): Ureia: 15 – 50 U/L; Creatinina: 0,5 – 2,6 

mg/dL. 
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A reação inflamatória no loxoscelismo envolve mediadores fundamentais na 

quimiotaxia e ativação de neutrófilos. Estudos indicam que as fosfolipases D no 

veneno de Loxosceles causam necrose cutânea e liberam mediadores inflamatórios, 

como citocinas e quimiocinas, que recrutam e ativam neutrófilos (GREMSKI et al., 

2014; MACHADO et al., 2005). Mediadores como IL-8, IL-6 e TNF-α ampliam a 

inflamação, agravando a lesão tecidual e os sintomas clínicos (BARBARO et al., 2010; 

DRAGULEV et al., 2007). Devido a isso, realizamos a determinação das 

concentrações de TNF-α, IL-6 e IL-8 séricas do sangue dos coelhos envenenados. 
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Figura 20: Análise dos níveis séricos de IL-6 (A) IL-8 (B) e TNF-α (C) de coelhos injetados 

com veneno de L. amazonica e L. aff. variegata. C1LvV - Coelho 1 do grupo de Loxosceles 

aff. variegata. C2LvV - Coelho 2 do grupo de Loxosceles aff. variegata. C3LvV - Coelho 3 do 

grupo de Loxosceles aff. variegata. C1LaV - Coelho 1 do grupo de Loxosceles amazonica. 

C2LaV - Coelho 2 do grupo de Loxosceles amazonica. C3LaV - Coelho 3 do grupo de 

Loxosceles amazonica. A significância é definida como *p < 0.05 **p < 0.01 ***p <0.001, **** 

p < 0.0001. 
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Ambos os venenos estimularam a secreção de citocina pró-inflamatória. Os 

níveis de IL-6 aumentaram de 4 h até 336 h após a injeção de ambos os venenos 

(Figura 20A). Nenhuma diferença foi observada nos níveis de IL-8 e TNF-α entre os 

grupos experimental e intervalos de tempo testados (Figura 20B e 20C).  

Além do recrutamento de células inflamatórias, nossos resultados sugeriram 

que mediadores pró-inflamatórios (IL-6, IL-8 eTNF-α) poderiam participar do 

desenvolvimento da lesão tecidual no envenenamento por L. amazonica e L. aff. 

variegata. No entanto, nenhum aumento foi observado na produção de IL-8 e TNF-α. 

Os mediadores pró-inflamatórios são os principais responsáveis por iniciar uma 

resposta imune eficaz contra toxinas e patógenos, mas a superprodução desses 

mediadores contribui para choque, falência de múltiplos órgãos e morte (VAN DER 

MEIDE E SCHELLEKENS, 1996). Várias citocinas estão envolvidas em 

envenenamento grave, por exemplo, TNF-α, IL-1β e IL-6. O TNF-α foi relatado como 

um mediador crucial na patogênese de vários envenenamentos (PETRICEVICH, 

2004). A origem da secreção de IL-6 induzida pelo veneno de L. gaucho no local 

inflamatório ainda não foi esclarecida (BARBARO et al., 2010). 

 

4.2.6. Dose Letal 50 (DL50) 

 

Para verificar o potencial letal dos venenos estudados, foi realizado o ensaio 

de DL50. Três ensaios exploratórios foram conduzidos para definir o intervalo de 

doses. No 1º ensaio, inoculamos 12 µg (DL50 média para Loxosceles) dos venenos de 

L. amazonica e L. aff. variegata em camundongos, e nenhum morreu. No 2º ensaio, 

inoculamos 36 µg (3 DL50 média para Loxosceles) dos venenos, resultando na morte 

de 1 camundongo inoculados com o veneno de L. aff. variegata e todos inoculados 

com o veneno de L. amazonica. No 3º ensaio, inoculamos 50 µg do veneno de L. aff. 

variegata em 3 camundongos e 36 µg do veneno de L. amazonica em 2 camundongos, 

além de um controle com BSA 0,1%. Morreram 2 camundongos com L. aff. variegata 

e 2 com L. amazonica. O controle foi para testar se a solução de BSA 0,1% teria 

influência na análise de presença ou ausência de albumina na urina devido a uma 

lesão renal aguda provocada pelo envenenamento por Loxosceles. Com esse teste 

vimos que há uma excreção extremamente pequena de albumina devido a presença 
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de BSA na solução de veneno na hora da inoculação, assim decidimos continuar a 

utilizar a solução de BSA para inocular os venenos nos experimentos de DL50. 

 A Dose letal de e Loxosceles amazonica e Loxosceles aff. variegata foi 

realizada em camundongos submetidos à injeção subcutânea dos venenos 

loxoscélicos. Observamos na tabela 1 que ambos os venenos são letais para 

camundongos, mas e Loxosceles aff. variegata foi mais letal que Loxosceles 

amazonica, apresentando uma DL50 menor (DL 50 = 1,72 mg/kg e 1,81 mg/kg, 

respectivamente). 

Tabela 6: Concentrações de Dose Letal 50 (DL50) definidas para os venenos de Loxosceles 

amazonica e Loxosceles aff. variegata. 

 

 

Estudos anteriores realizaram a determinação da DL 50  com o veneno total de 

cinco espécies brasileiras de Loxosceles, onde foi demonstrado que o veneno 

da Loxosceles similis foi o mais letal em camundongos com uma DL 50  = 0,32 mg/kg 

(SILVESTRE et al., 2005), seguido pela L. intermedia  com DL 50   de 0,48 mg/kg e 0,5 

mg/kg, encontrados por  Bárbaro et al., (1996) e Braz et al., (1999), respectivamente. 

Para o veneno de L. gaucho, foram encontrados em estudos distintos, 0,74 mg/kg e 

0,574 mg/kg por Bárbaro et al., (1996) e Pretel et al., (2005), respectivamente. E para 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010113001578#bib3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010113001578#bib3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010113001578#bib3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010113001578#bib3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010113001578#bib3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010113001578#bib3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010113001578#bib3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010113001578#bib3
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a L. laeta, veneno foi de 1,45 mg/kg (Bárbaro e outros, 1996) e para o veneno de 

Loxosceles adelaida 0,696 mg/kg (PRETEL et al., 2005). 

Os resultados aqui obtidos para os venenos de L. amazonica (1,81 mg/kg) e L. 

aff. variegata (1,72 mg/kg) são superiores aos reportados para outras espécies de 

Loxosceles. Esses valores, embora mais altos, ainda estão dentro da mesma ordem 

de grandeza, o que sugere que os venenos dessas duas espécies são efetivamente 

letais, mas talvez menos potentes em comparação com outras espécies. 

O modelo de camundongo e ratos são amplamente utilizado na pesquisa 

científica devido à sua facilidade de manejo e reprodutibilidade dos resultados, 

representando cerca de 90% dos animais utilizados na pesquisa científica.  Esses 

animais, compartilham várias semelhanças com os humanos, incluindo sistemas 

orgânicos, mecanismos de regulação e áreas cerebrais, além da similaridade 

genética. No entanto, a extrapolação direta desses dados para a clínica humana deve 

ser feita com cautela, pois a resposta fisiológica pode variar entre espécies. Os valores 

de DL50 fornecem uma referência importante para avaliar a toxicidade relativa, mas 

os efeitos clínicos em humanos podem ser influenciados por vários fatores, como a 

via de exposição e o estado de saúde do indivíduo (DUARTE, 2022). 

Os valores obtidos indicam que os venenos de L. amazonica e L. aff. variegata 

possuem um potencial significativo para causar danos, mas a relevância clínica 

desses valores depende de mais estudos que incluam outros modelos animais e 

análises clínicas detalhadas. 

 

4.2.7. Avaliação de danos renais  

 

A urina dos animais utilizados no ensaio de DL50 foi analisada usando tiras 

reagentes. Este ensaio atuou como uma triagem inicial, conduzida com os animais da 

DL50, e indicou a presença de alterações renais. Com base nesses resultados 

preliminares, desenhamos um experimento subsequente, ajustando a dose para 

garantir que os animais pudessem ser acompanhados ao longo do estudo sem que 

houvesse mortalidade. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010113001578#bib3
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 Nesta análise, foi possível constatar uma grande presença de proteínas na 

urina de todos os animais (500 mg/dL), embora não em todos os tempos (TABELA 7). 

Um aumento de proteínas na urina dos animais inoculados com L. amazonica foi 

observado em comparação aos inoculados com L. aff. variegata. Também foi avaliada 

a presença de sangue e leucócitos na urina, sendo maiores nos animais inoculados 

com L. amazonica (5h e 24h para sangue e leucócitos) e menores nos animais 

inoculados com L. aff. variegata (5h para sangue; 48h e 72h para leucócitos). 

 

Tabela 7: Determinação semiquantitativa de proteína, sangue e leucócitos nas urinas de 

camundongos para avaliação de dano renal. 

 

 

Esses resultados indicam que, embora ambos os venenos causem danos 

renais, o impacto do veneno de L. amazonica é maior em termos de proteinúria e 

presença de sangue e leucócitos na urina. Esses dados indicam que a proteinúria, um 

indicador de lesão glomerular, pode estar mais pronunciada em animais expostos ao 

veneno de L. amazonica. A presença de sangue e leucócitos também sugere 

inflamação e dano tecidual significativo. Segundo Thrall et al. (2017), hemoglobinúria 
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e mioglobinúria podem causar positividade nas tiras reagentes devido à detecção de 

ferro, e a presença de bactérias ou contaminação por produtos de limpeza pode gerar 

falsos positivos. Portanto, esses resultados devem ser correlacionados à 

sedimentoscopia para verificar a presença de eritrócitos. No entanto, não foi possível 

realizar a sedimentoscopia devido ao pequeno volume de urina coletado. 

Outra relevante anomalia observada foi a presença de grandes concentrações 

de proteína na urina. Conforme Wesche (2009), a indicação de proteínas na urina por 

fitas reagentes em roedores e outros herbívoros pode não ser confiável devido à 

alcalinidade da urina, podendo ocorrer falsos positivos. A proteinúria ocorre quando 

os glomérulos perdem a capacidade de reter proteínas de cargas negativas, como a 

albumina, devido à deposição de imunoglobulinas nas membranas basais, 

polarizando-as positivamente e causando a liberação de proteínas na urina. A 

presença de proteínas na urina é indicadora de lesão glomerular, precedendo a 

ocorrência de azotemia (THRALL et al., 2017). 

Para analisar os efeitos dos venenos loxoscélicos nos rins, foi realizado o 

ensaio de avaliação renal, inoculando ½ DL50 dos venenos de L. amazonica e L. aff. 

variegata nos camundongos por via subcutânea, permitindo um monitoramento 

detalhado dos animais ao longo do tempo. O primeiro grupo, composto por 13 

camundongos tratados com veneno de L. amazonica, foi subdividido em três 

subgrupos: quatro camundongos observados por 6 horas, quatro por 24 horas e cinco 

por 72 horas. O segundo grupo, com 13 camundongos tratados com veneno de L. aff. 

variegata, seguiu o mesmo esquema de subdivisão de tempos. O terceiro grupo, 

composto por quatro camundongos, serviu como controle negativo e foi observado por 

72 horas. Devido a essa divisão, nas Figuras 21 e 22 haverá 1 camundongo a mais 

no tempo de 72 horas. Além disso, no tempo de 24 horas da Figura 22, não foi possível 

obter a urina de um dos camundongos. Antes da eutanásia dos camundongos foram 

coletadas as urinas dos camundongos por grupo (6, 24 e 72 horas) e após a eutanásia 

dos animais, foi realizada as necropsias e análises histopatológicas por microscopia 

óptica dos rins.  

No SDS-PAGE, foi observado que para os animais envenenados com a L. 

amazonica após 6 horas, houve pouca excreção de proteína na urina, mas já foi 
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possível detectar discreta microalbuminúria. Em 24 horas, houve um pico de 

proteinúria em todos os indivíduos, especialmente com a presença de albumina e 

outras proteínas com massas moleculares acima e abaixo de 60 kDa, o que indica 

lesões glomerulares e danos tubulares (LE BRICON et al., 1998; SCHULTZE; 

JENSEN, 1989). Após 72 horas, a proteinúria foi detectada apenas em dois indivíduos, 

sugerindo que as lesões renais podem ser reversíveis. 

 

Figura 21: SDS-PAGE e Western Blot das urinas dos camundongos dos grupos de Loxosceles 

amazonica, coletadas em 6h, 24h e 72h. BSA - albumina sérica bovina. T0 - Tempo zero. C1 

- Camundongo. 1 C2 - Camundongo 2. C3 - Camundongo 3. C4 - Camundongo 4. C5 - 

Camundongo 5. C- - Controle negativo. P.M - Peso molecular. LaV: veneno de Loxosceles 

amazonica. αLiD1r - soro de cavalo desenvolvidos contra a toxina dermonecrótica 

recombinante de Loxosceles intermedia. 

 

Em contrapartida, para os animais envenenados com L. aff. variegata, em 6 

horas também houve pouca excreção de proteína na urina e microalbuminúria. Em 24 

horas, houve uma proteinúria considerável no indivíduo C1, especialmente com a 

presença de albumina e outras proteínas com massas moleculares acima e abaixo de 

66 kDa, o que indica lesões glomerulares e danos tubulares (LE BRICON et al., 1998; 

SCHULTZE; JENSEN, 1989). O pico de proteinúria, diferente do obtido para os 

animais envenenados com L. amazonica, foi mais tardio, sendo após de 72 horas, 

onde a proteinúria foi detectada em todos os animais, exceto no camundongo 5. 
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Figura 22: SDS-PAGE e Western Blot dos camundongos dos subgrupos de Loxosceles aff. 

variegata, coletadas 6h, 24h, 72h. BSA - albumina sérica bovina. T0 - Tempo zero. C1 - 

Camundongo. 1 C2 - Camundongo 2. C3 - Camundongo 3. C4 - Camundongo 4. C5 - 

Camundongo 5. C- - Controle negativo. P.M - Peso molecular. LaV: veneno de Loxosceles 

amazonica. αLiD1r - soro de cavalo desenvolvidos contra a toxina dermonecrótica 

recombinante de Loxosceles intermedia. 

 

Visando testar a hipótese de que o veneno poderia ser excretado pela urina, 

realizamos um western blot com soro αLiD1r, uma proteína recombinante de PLD do 

veneno de L. intermedia, que já demonstrou reação cruzada com as PLDs dos 

venenos de L. amazonica e L. aff. variegata. A hipótese era embasada na suposição 

de que o clearence do veneno ocorreria via renal, visto que estudos anteriores 

mostraram efeitos diretos das PLDs no rim. Contudo, nossos resultados não 

detectaram a presença de PLDs nos pools de urina analisados nem no controle 

negativo. É importante considerar que a ausência de detecção pode indicar que o 

veneno realmente não é excretado pela urina, e não necessariamente uma falha na 

sensibilidade do teste empregado.  

Estudos anteriores demostraram que há múltiplas causas da insuficiência renal 

aguda (IRA) no loxoscelismo. Um trabalho relatou dois casos de loxoscelismo 

viscerocutâneo com rabdomiólise e insuficiência renal aguda no Brasil, onde ambos 

os pacientes apresentaram edema grave, eritema e dermonecrose, com níveis 

elevados de creatina quinase. Assim, a rabdomiólise foi identificada como um fator 

contribuinte para a insuficiência renal, sugerindo que a creatina quinase deve ser 
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monitorada nesses casos para prevenir danos renais graves (FRANÇA; BARBARO; 

ABDULKADER, 2002). No estudo de Albuquerque et al., (2018), os pacientes que 

desenvolveram insuficiência renal aguda (IRA) inicialmente apresentaram febre, 

eritema e edema generalizado. Apenas um paciente teve mialgia, enquanto dois 

apresentaram icterícia. Além disso, quatro pacientes desenvolveram rabdomiólise, 

todos evoluindo para IRA.  

No presente estudo, a análise das histologias renais após a inoculação de ½ 

DL50 dos venenos, revelou alterações em todos os animais do grupo de Loxosceles 

amazonica (figura 22) e Loxosceles aff. variegata (figura 23) porém somente lâminas 

de dois animais de cada grupo foram usadas para representar as alterações renais. 

 

 

Figura 23: Histologia renal de camundongos inoculados com ½ DL50 de veneno de Loxosceles 

amazonica, após coloração de azul de toluidina.  (A) Túbulos e glomérulos renais íntegros. 

(B) Túbulos hipertróficos e deposição de proteína em túbulos. (C) Túbulos necróticos (setas) 

e cilindros hialinos (*). (D) Túbulos necróticos (setas). (E) . (F) Túbulos necróticos (setas) e 

glomérulo isquêmico. 

Na análise da microscopia óptica dos rins dos camundongos após a inoculação 

de veneno de L. amazonica, houve a deposição de material eosinofílico amorfo, 

sugestivo de proteína, e aparecimento de túbulos hipertróficos em 6 horas (figura 
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22B). Em 24 horas, aparecimento de necrose tubular causada por degeneração 

vacuolar nos túbulos proximais e distais (figura 22C e 22D). Por último, em 72 horas 

(figura 22E), há dilatação de túbulos contorcidos proximais e distais devido à 

deposição de material hialino nessas estruturas, sugestivo de acúmulo proteico, 

glomérulo isquêmico e túbulos necróticos (figura 22F).  

 

Figura 24: Histologia renal de camundongos inoculados com ½ DL50 de veneno de Loxosceles 

aff. variegata, após coloração de azul de toluidina.  (A) Túbulos e glomérulos renais íntegros. 

(B) Túbulos necróticos (setas). (C) Túbulos necróticos (setas). (D) Túbulos hipertróficos (*).  

 

Por outro lado, os camundongos inoculados com o veneno de L. aff. variegata 

apresentaram danos renais menos graves. Nas primeiras 6 a 24 horas (figura 23B e 

23C), foram observados túbulos necróticos, e após 72 horas (figura 23D), surgiram 

túbulos hipertróficos. Conforme indicado pela urinálise, os danos causados pelo 

veneno de L. amazonica ocorrem mais rapidamente do que pelo veneno de L. aff. 

variegata, o que pode explicar por que os danos renais observados na histologia foram 

menores.  

Com relação a análise histológica, somente um paciente do estudo de 

Albuquerque et al., (2018) foi submetido a biópsia que evidenciou nefrite intersticial e 

necrose tubular aguda, semelhante a um dos casos descritos por França et al., (2002).  

A análise de alguns órgãos de camundongos após envenenamento com várias doses 
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de veneno de L. intermedia revelou alterações notáveis no rim, dentre elas, necrose 

tubular aguda foi vista em vários néfrons, acompanhada de deposição de material 

eosinofílico dentro dos túbulos renais proximais e distais (TAMBOURGI et al., 1998b). 

Em outro estudo, histologias renais de camundongos expostos ao veneno de L. 

intermedia revelaram hialinização e presença de eritrócitos no espaço de Bowman, 

colapso glomerular, citotoxicidade em células epiteliais tubulares e depósito de 

material eosinofílico no lúmen dos túbulos. Observações ultraestruturais indicaram 

citotoxicidade em células epiteliais e endoteliais glomerulares, alterações na 

membrana basal e degeneração de células epiteliais tubulares (LUCIANO et al., 

2004). 

Os resultados da análise histopatológica dos rins corroboram com as alterações 

observadas nas demais análises. A deposição de material eosinofílico amorfo 

sugestivo de proteína nos túbulos reflete a significativa proteinúria detectada tanto nas 

urinálises quanto nos SDS-PAGE realizados. As lesões tubulares e glomerulares, 

indicadas pela presença de proteínas de baixo e alto peso molecular na urina, 

respectivamente, também foram confirmadas no exame histopatológico. Além disso, 

esses achados estão de acordo com os resultados bioquímicos nos coelhos, que 

evidenciam dano renal pelo aumento dos níveis de ureia e creatinina, especialmente 

nos animais inoculados com L. amazonica. 
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5. Conclusões 
 

O loxoscelismo, particularmente causado por Loxosceles amazonica e L. aff. 

variegata, é uma preocupação crescente em áreas urbanas do Nordeste e Sudeste 

do Brasil. Este estudo foi conduzido com o objetivo de caracterizar aspectos 

fisiopatológicos locais, sistêmicos e imunológicos induzidos pelo veneno dessas 

espécies em ensaios in vivo e as propriedades hemotóxicas dos venenos em ensaios 

in vitro. Foi demonstrado que o veneno de Loxosceles amazonica induzem agregação 

plaquetária enquanto o L. aff. variegata inibi a agregação plaquetária, ambos 

causaram hemólise sem presença de soro e possuem atividade fibrinogenolítica, 

indicando potenciais efeitos hemotóxicos.  

Através da avaliação dos efeitos macroscópicos locais do envenenamento 

experimental em coelhos, observou-se a formação de lesões cutâneas necróticas 

típicas, com edema e halo hemorrágico mais pronunciados no grupo de L. aff. 

variegata em comparação com L. amazonica. Além de alterações hematológicas 

(leucopenia, trombocitopenia e subsequente leucocitose), bioquímicas séricas 

(aumento ALT, CK, CK-MB e Ureia) e imunológicas (aumento de IL-6) em amostras 

coletadas dos coelhos envenenados com implicações na cascata inflamatória, 

coagulação e possíveis danos cardíacos, renais e hepáticos para ambos os venenos.  

A DL50 foi determinada, permitindo a definição de uma dose subletal para os 

ensaios subsequentes. Com o envenenamento experimental em camundongos com 

dose subletal foi possível monitorar sinais de lesão renal, através de tira reagentes 

onde detectou presença de proteínas, sangue e leucócitos na urina. Na análise 

histopatológica dos rins onde teve deposição de material eosinofílico amorfo sugestivo 

de proteína nos túbulos renais, reflete a significativa proteinúria detectada tanto na 

urinálise quanto nos SDS-PAGE realizados, além de lesões tubulares e glomerulares. 

Esses achados estão de acordo com os resultados bioquímicos nos coelhos, que 

evidenciam dano renal pelo aumento dos níveis de ureia, especialmente nos animais 

inoculados com L. amazonica. 

Ao comparar com a literatura, sugere-se que o veneno dessas espécies seja 

um pouco mais brando, mas ainda capaz de causar alterações significativas, como 

lesões cutâneas necróticas e distúrbios hematológicos, renais e cardiovasculares. O 
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estudo reforça a toxicidade comparável das espécies estudadas com outras de 

importância médica no Brasil, sugerindo que o manejo clínico desses casos deve ser 

cauteloso. 

 

Quadro 1: Principais achados dos venenos de L. amazonica e L. aff. variegata em diferentes 

abordagens. 

Abordagem L. amazonica L. aff. variegata 

Agregação 
plaquetária 

Indução de agregação plaquetária. Inibição de agregação plaquetária induzida. 

Hemólise 

- Hemólise dependente de complemento              
- Tipos sanguíneos ABO são igualmente                   
suscetíveis à hemólise. 
- Eritrócitos Rh-negativos são mais 
suscetíveis à hemólise. 

- Hemólise dependente de complemento             
- Tipos sanguíneos ABO são igualmente                
suscetíveis à hemólise. 
- Eritrócitos Rh-negativos são mais 
suscetíveis à hemólise. 

Atividade 
fibrinogenolítica 

Atividade fibrinogenolítica significativa. Atividade fibrinogenolítica significativa. 

Lesões 
cutâneas   

Lesões necróticas típicas, menos edema. 
Lesões necróticas típicas, mais edema e 
halo hemorrágico. 

Alterações 
hematológicas 

Leve anemia, leucocitose associada a                   
granulocitose, linfopenia, monocitose e 
plaquetopenia seguida de plaquetocitose. 

Leve anemia, leucocitose associada a                
granulocitose, linfopenia, monocitose e               
plaquetopenia seguida de plaquetocitose. 

Alterações 
bioquímicas 

Aumento de ALT, CK, CK-MB e ureia. Aumento de ALT, AST e CK. 

Dosagem 
citocinas 

Aumento de IL-6. Aumento de IL-6. 

DL50 1,81 mg/kg. 1,72 mg/kg. 

Lesão renal  
(Fita reagente) 

Proteínas, sangue, leucócitos na urina; 
alterações mais pronunciadas. 

Proteínas, sangue, leucócitos na urina; 
alterações menos pronunciadas. 

Lesão renal  
(SDS-PAGE) 

Albuminúria, lesões tubulares e 
glomerulares. 

Albuminúria tardia e lesões tubulares e 
glomerulares. 

Lesão renal  
(Histopatologia) 

Deposição de material eosinofílico 
amorfo, túbulos hipertróficos, necrose 
tubular e glomérulo isquêmico. 

Túbulos hipertróficos e necrose tubular. 
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