
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Núbia Braga Pereira 

 
 
 
 

 
APOPTOSE NA PATOGENIA DO LOXOSCELISMO 

CUTÂNEO EXPERIMENTAL EM COELHO – 
ABORDAGENS MORFOLÓGICA E 

IMUNOISTOQUÍMICA 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 
Belo Horizonte 

Faculdade de Medicina 
Universidade Federal de Minas Gerais 

2010 



 

 
        

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Núbia Braga Pereira 

 

 

 

 

 

APOPTOSE NA PATOGENIA DO LOXOSCELISMO 

CUTÂNEO EXPERIMENTAL EM COELHO –                                                                                           

ABORDAGENS MORFOLÓGICA E IMUNOISTOQUÍMICA 

 

 
 

 Dissertação apresentada ao programa de Pós–
Graduação em Patologia Geral - Faculdade de 
Medicina- Universidade Federal de Minas Gerais, como 
pré-requisito para a obtenção do título de mestre. 

 
Área de concentração: Patologia Geral 
Orientadora:  Profa. Luciana Moro 
Coorientadores: Prof. Evanguedes Kalapothakis 

    Prof. Anilton Cesar Vasconcelos 
 

 
 
 
 

 

 

 

 

Belo Horizonte  

2010 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
  



 

 

  



 

 

 
 

 
 
 
 
 



 

 

 
 
 

Dedico este trabalho 

 

Ao meu esposo Wantuil pelo amor e incentivo. Obrigada pela compreensão 

nos meus momentos de ausência. Sou grata a Deus por sua vida e por tê-lo ao 

meu lado. Amo você! 

À minha família, por me incentivarem a prosseguir, mesmo quando eu 

achava que não era mais possível. Vocês sempre acreditaram na minha 

capacidade e nunca mediram esforços em me ajudar. Obrigada pela renuncia, 

amor, dedicação e ensinamentos. Sou muito abençoada e imensamente a grata a 

vocês. Dedico esta vitória a vocês. Mãe (Maria), Pai (Azarias), irmãos (Davidson e 

Henrique) e Vó Geralda: Amo vocês! 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
AGRADECIMENTOS 

 
 
 Ao Deus da minha vida toda honra, glória e louvor por mais esta vitória. 

 À minha orientadora, professora Luciana Moro, pela confiança, 

oportunidade, aprendizado, pela orientação, pelo crescimento profissional que me 

proporcionou ao longo desses anos, através de sua dedicação e profissionalismo.  

Agradeço também pelos conselhos, pela amizade, puxões de orelha e boas 

risadas.   

 Ao meu coorientador professor Evanguedes, pela disposição em sempre 

sugerir melhorias para o experimento, pelo aprendizado e competência.  

 Ao meu coorientador professor Anilton Cesar Vasconcelos, pela seriedade, 

disciplina e exemplo profissional. 

 Ao professor Walter Motta, pela colaboração e suporte na criação dos 

coelhos.  

 Aos professores da banca examinadora, pela disposição, pela valiosa 

contribuição e correção. 

 À Soraia, pelos dias de peleja, pela amizade, companheirismo e pelas boas 

risadas ao longo desses anos. 

 Ao Leonardo Pereira, obrigada pelo empenho e dedicação. 

 Ao Francisco (Chicolino), obrigada pela amizade, pela disposição em me 

ajudar sempre que precisei, por compartilhar seus conhecimentos. Você é 

exemplo de dedicação, esforço e capacidade. 

 À minha amiga Livi, obrigada pela amizade, pelos bons momentos vividos e 

pela luz no fim do TUNEL. 

 Á Barbara Laurice, pelo apoio, incentivo e colaboração. 

A todo o pessoal do Laboratório de Apoptose, Irma Ximena, Heloisa, 

Marcus Vinícius, Márcia e Elisa, pelo companheirismo, colaboração e bons 

momentos vividos.  

Á professora Milene Alvarenga Rachid, pelas sugestões e preocupação 

com a melhoria do meu trabalho. 

Aos professores Ângela Maria Quintão, Natacha e Danilo Bastos, pelas 

sugestões, consultoria estatística e disponibilidade. 



 

 

 Às bibliotecárias Maria Cecília e Ana Paula, pelo apoio na busca dos 

artigos quando os mesmos não estavam disponíveis e pela auxilio nas normas 

ABNT para a minha dissertação. 

 À Marlene, do Laboratório de Genética, foi através de você que esta porta 

se abriu. Muito obrigada! 

 Aos alunos do Laboratório de Genética, pela simpatia e apoio sempre que 

precisei. 

 Ao Ronaldo, da Fazenda experimental professor Hélio Barbosa, pela 

disposição sempre que precisei, pelo cuidado com os meus coelhos e por sua 

simpatia. 

 Ao Darci, obrigada por nunca medir esforços em me ajudar  

 Ao técnico Rubinho, pelos serviços prestados. 

 A todos os funcionários da Fazenda experimental prof. Hélio Barbosa, pela 

coloração. 

 À Profa. Lúcia e à técnica Lurdinha da Faculdade de Medicina, pela 

contribuição e ensinamentos na imunoistoquímica. 

 Aos funcionários da Secretaria do Departamento de Patologia geral e da 

Secretária de pós-graduação da faculdade de medicina, pelo bom atendimento. 

Ao meu pai Azarias, a minha mãe Maria e a minha vó Geralda, pelo apoio, 

investimento e incentivo incondicional sempre. 

Aos meus irmãos Davidson e Moisés, pela amizade, amor e credibilidade. 

Ao meu esposo Wantuil, pelo incentivo e amor. 

Às minhas amigas Nana e Vanessa, por estarem sempre ao meu lado, por 

aguentar as minhas loucuras e “pitis” ao longo desse mestrado. 

À CAPES, pela bolsa concedida. 

À FAPEMIG e ao CNPq, pelo financiamento. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
“Ainda que eu falasse a língua dos 
homens e dos anjos, sem amor eu 
nada seria. Ainda que eu 
conhecesse todos os mistérios e 
toda ciência, sem amor eu nada 
seria”. I Coríntios 13: 1-2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 

 

 
 

RESUMO 
 
 

Acidentes com aranhas do gênero Loxosceles são um problema de 
relevância médica no Brasil. A picada da Loxosceles induz lesão dermonecrótica 
e hemorrágica, acompanhada, em alguns casos, de manifestações sistêmicas. A 
lesão dermonecrótica é antecedida pela trombose nos plexos dérmicos próximos 
ao local da picada. Recentemente, tem-se mostrado que a descamação de 
células endoteliais na proximidade da placa ateromatosa via apoptose predispõe 
à trombose. Apoptose é um tipo de morte celular que se processa com gasto de 
energia, além de síntese e degradação proteicas. Ainda não há, na literatura, a 
descrição das lesões histológicas produzidas pelo veneno da L. similis e, 
tampouco, estudos in vivo que demonstrem se o mesmo induz apoptose de 
células endoteliais. Os objetivos deste estudo foram: (1) analisar histologicamente 
e relatar, pela primeira vez, a lesão induzida na pele de coelhos injetados com o 
veneno de L. similis e (2) avaliar a importância da apoptose no mecanismo do 
loxoscelismo. Foram utilizados 40 coelhos Nova Zelândia, machos que foram 
divididos em 2 grupos: (1) controle – injetados intradermicamente com 50 µl de 
PBS e (2) tratado – injetados intradermicamente com 0,5 µg de veneno bruto 
diluído em 50 µl de PBS. Os grupos foram analisados 2, 4, 6 e 8 horas após a 
injeção. Fragmentos de pele foram colhidos, fixados em formol tamponado a 10% 
e processados rotineiramente para a inclusão em parafina. Cortes de 5 µm foram 
corados em HE. Algumas secções foram submetidas à reação de TUNEL e a 
imunoistoquímica para Bax. Algumas amostras de pele foram também fixadas em 
glutaraldeído para inclusão em metacrilato. Secções de 3 µm foram coradas em 
HE. A análise microscópica mostrou que o veneno bruto da L. similis induz a uma 
lesão caracterizada por: edema envolvendo toda a derme e se estendendo até o 
músculo cutâneo, trombose em todas as camadas da derme, infiltrado 
inflamatório predominantemente heterofílico, necrose fibrinóide em paredes 
arteriolares, hemorragia dérmica e necrose do músculo cutâneo. A intensidade da 
lesão progrediu com o intervalo de tempo. Além destas alterações, a partir de 2 
horas de injeção do veneno, observou-se, em alguns vasos, a presença de 
células endoteliais contraídas, apresentando perda de adesão entre si e com a 
matriz extracelular (anoiquia), contendo núcleo retraído, carioteca irregular e 
cromatina condensada, caracterizando apoptose. Algumas secções foram 
submetidas à reação de TUNEL e a imunoistoquímica para Bax. A consequente 
descamação do endotélio via apoptose parece ser o principal fator indutor de 
trombose nos plexos dérmicos que culmina com a dermonecrose característica do 
loxoscelismo cutâneo. Com base no presente estudo pode-se concluir que o 
veneno de L. similis induz apoptose de células endoteliais. 

 
Palavras chaves: Apoptose, loxoscelismo, trombose. 

 
 
 
 
 



 

 

 
 

ABSTRACT 
 

 
Accidents with Loxosceles spiders represent a relevant medical problem in Brazil. 
The Loxosceles bite to a dermonecrotic and hemorrhagic injury that can be 
followed by systemic manifestations. The dermonecrotic injury is preceded by 
thrombus formation in dermal vessels near to the bite site. It was shown recently 
that apoptosis of endothelial cell surrounding atherosclerotic plaques predisposes 
to thrombosis. Apoptosis is a kind of cellular death that is carried out with energy 
expenditure, besides protein synthesis and degradation. Up to now, there are no 
studies in vivo showing whether the poison of L. similis induces apoptosis of 
endothelial cells. Additionally, there are no descriptions of the histological lesion 
induced by the L. similis bite. The aim of this study is: (1) to analyze histologically 
at first, the induced injury in the skin of rabbits inoculated with the poison and (2) 
to evaluate the importance of apoptosis in the mechanism of the loxoscelism. 
Forty male rabbits were divided in 2 groups: (1) control - inoculated intradermically 
with 50 µl of PBS and (2) treated- inoculated intradermically with 0,5 µg of the L. 
similis crude venom diluted in 50 µl of PBS. Animals were analyzed 2, 4, 6 and 8 
hours after inoculation. Fragments of skin were collected, fixed in 10% buffered 
formalin, routinely processed and paraffin embedded. Sections of 5 µm were 
stained with HE. Some sections were submitted to the TUNEL reaction and other 
sections were submitted to immunohistochemical detection of Bax. Skin samples 
were also fixed in glutaraldehyde and embedded in methacrylate. Sections 3 µm 
thick were stained with HE adapted to methacrylate. The crude L. similis venom 
induces a lesion characterized by oedema, inflammatory infiltrate predominantly 
heterophilic, fibrinoid necrosis of the arterial and arteriolar walls, thrombosis in all 
dermal layers and necrosis of the cutaneous muscle whose intensity progressed 
with the time interval. The lesion intensity increased with the inoculation time 
becoming into severe heterophilic dermatitis 8 hours post inoculation. A similar 
lesion is observed in experiments using the crude venom of other Loxosceles 
species. Additionally, 2 hours post inoculation, shrunken endothelial cells were 
noted, losing adhesion one to another and to the extracellular matrix (anoykic 
cells), containing basophilic nuclei, and condensed chromatin, suggesting 
apoptosis. Some sections were subjected to TUNEL assay and 
immunohistochemistry for Bax. Present data suggest that the crude L. similis 
venom induces apoptosis of endothelial cells. On the basis of the present study it 
can be concluded that the poison of L. similis induces apoptosis of endothelial 
cells. 
  
Keywords: Apoptosis, loxoscelism, thrombus 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Loxoscelismo é o termo utilizado para descrever o conjunto de sinais e 

sintomas resultantes, dos acidentes provocados pela picada de aranhas do gênero 

Loxosceles, que são conhecidas popularmente como “aranhas-marrons”. Tais 

acidentes podem induzir dois tipos de quadros clínicos distintos: o quadro cutâneo 

ou dermonecrótico e o quadro cutâneo-visceral ou sistêmico (DA SILVA et al., 

2004). O desenvolvimento de um dos dois quadros vai depender de alguns fatores 

relacionados ao indivíduo, tais como: estado nutricional, idade, local da picada, 

quantidade de veneno inoculado, tempo decorrido entre o acidente e o tratamento 

e a susceptibilidade ao veneno (GAJARDO-TOBAR, 1966; SCHENONE et. al., 

1989; BARBARO et al., 1994; DA SILVA et al., 2004). 

Em Minas Gerais, há relatos de três espécies de Loxosceles: L. similis, L. 

laeta e L. anomala (GERTSCH, 1967; ÁLVARES et al., 2004). Em Belo Horizonte, 

Machado et al.(2005) fizeram o primeiro registro de Loxosceles similis em 

residências. Entre os anos de 2001 e 2008 foram notificados 864 acidentes por 

Loxosceles (SINAN, 2009; PEREIRA et al., 2010) em Minas Gerais (GRAF.1). 

Somente em 2007 foram registradas 269 notificações no interior de MG (dados da 

pesquisa). Provavelmente, acidentes com aranhas-marrons são ainda mais 

frequentes, mas não são devidamente diagnosticados e/ou registrados devido à 

falta de um teste diagnóstico específico, dificuldades para o diagnóstico clínico, 

captura e identificação do agente agressor (MACHADO et al., 2005). 
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GRÁFICO 1- Número de acidentes provocados por aranhas do gênero Loxosceles 
notificados entre os anos de 2001 e 2008 em Minas Gerais (PEREIRA 
et al., 2010). 

 
Devido à importância médica do loxoscelismo no Brasil e ao fato da L. similis 

ter sido encontrada nas residências de Belo horizonte, faz-se pertinente estudar a 

histopatologia do loxoscelismo. Ainda não há na literatura uma descrição 

histopatológica da lesão provocada pela L. similis, tampouco, estudos in vivo que 

demonstrem se o mesmo induz apoptose de células endoteliais. Este estudo tem 

como objetivo descrever pela primeira vez as alterações histológicas ocorridas 

após a injeção experimental, intradérmica, de veneno bruto de L. similis em coelhos 

e avaliar a importância da apoptose no mecanismo do loxoscelismo. 

A apoptose é um tipo de morte celular que se processa com gasto de 

energia, além de síntese e degradação proteica. Diversas evidências mostram que 

a apoptose de células endoteliais exerce um papel importante na biologia e 

patologia vascular. Inicialmente a apoptose pode ser detectada durante os 

processos de regressão dos arcos aórticos, aorta abdominal e ducto arterioso 

(FISHER et al, 2000; AFFARA et al., 2007). Recentemente, tem-se mostrado que a 

descamação da placa ateromatosa via apoptose predispõe à trombose. Doenças 

como lúpus eritematoso sistêmico, vasculites (WOYWODT et al. 2003), rejeição de 

transplantes (KRUPNICK et al., 2002; HALL & JEVNIKAR, 2003) e alterações não 

cardiovasculares como as neoplasias, têm sido associadas com a apoptose de 

células endoteliais (CARMELIET & JAIN, 2000). 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Loxoscelismo 

 

2.1.1- Gênero Loxosceles 

 

O gênero Loxosceles é composto por aranhas que apresentam uma 

coloração típica que varia entre o marrom claro e marrom escuro, podendo 

apresentar mancha clara (Loxosceles gaucho) ou mancha escura (Loxosceles 

laeta) no cefalotórax. Seu comprimento corporal e das patas variam de 8 a15 mm e 

de 8 a 30 mm, respectivamente. Os machos têm o corpo menor e patas mais 

longas que as fêmeas (FUTRELL, 1992; VETTER; VISSCHER, 1998) (FIG. 1).  

A característica desse gênero é o formato do cefalotórax que lembra um 

violino (FUTRELL, 1992), o qual apresenta 6 ocelos dispostos em três díades, 

formando uma linha curva (FIG. 2), glândulas apócrinas, aparelho inoculador de 

veneno, composto por um par de quelíceras, que são diminutas (0,3mm) o que 

sugere ser a injeção do veneno intradérmica, deixando no local da picada dois 

sinais justapostos (FOIL & NORMENT, 1979; TRENTINI, 2005). 

Estas aranhas vivem sob tijolos e telhas empilhados, pedras, troncos de 

árvores, fendas de muros e cavernas. Em algumas situações elas habitam as 

residências humanas, onde encontram o ambiente ideal para a sua sobrevivência, 

abrigando-se em frestas, armários e outros locais (GERTSCH, 1967; MACHADO et 

al., 2005). Tais aranhas não constroem teias regulares, mas sim aglomerados de 

fios semelhantes a algodão esfiapado (TRENTINI, 2005). A aranha marrom não é 

agressiva. A maior parte dos acidentes loxoscélicos ocorre quando o animal é 

comprimido contra a pele.  
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FIGURA 1 - Loxosceles laeta: (A) Fêmea e (B) Macho. Adaptado de SILVEIRA 
(2009).  

 

 

FIGURA 2 - Loxosceles reclusa: (A) aranha marrom com detalhe dos 3 pares de 
ocelos (circulo branco), (B) setas brancas indicando os pares de 
ocelos formando um U e cefalotórax em formato de violino (área 
contornada em azul). Fotos e adaptações de imagens de vídeos 
(BUGTUBEORG, 2009; FERRER, 2010). 

 

 

2.1.2Características do Loxoscelismo  

 

Acidentes com aranhas do gênero Loxosceles são um problema de 

relevância médica no Brasil. A picada pela Loxosceles conduz a um conjunto de 

sinais e sintomas, denominado loxoscelismo, que pode se manifestar sob dois 
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quadros clínicos distintos: o quadro cutâneo ou dermonecrótico e o quadro 

cutâneo-visceral ou sistêmico. O quadro cutâneo ocorre em 84 a 97% dos casos 

(BARBARO et al., 1992; CHAIM, 2005) e se caracteriza por dermonecrose no local 

da injeção do veneno (REES, et al., 1984). Em casos menos graves, a picada por 

Loxosceles, causa uma reação local muito leve e indolor, que geralmente passa 

despercebida pelo paciente. Após 2 a 8 horas, a dor pode variar de moderada a 

intensa e é descrita como dor local do tipo “queimação” ou ardência. Pode haver 

dois pequenos pontos no local da picada, onde se observam uma área clara e uma 

área avermelhada edemaciada, conhecida como placa marmórea. Depois de 

alguns dias, o local da picada apresenta-se uma porção central com consistência 

endurecida, além da ocorrência da difusão radial do veneno (FIG. 3) (RODRIGUES 

et al., 1986; FUTRELL, 1992; Da SILVA et al., 2004; SWASON et al., 2006). A 

cicatrização ocorre por segunda intenção, se consolidando após 6 a 8 semanas. 

Em casos mais raros pode ocorrer a formação de uma ulcera de difícil cicatrização 

(FIG. 3). 

 

FIGURA 3- Loxoscelismo provocado pela picada da Loxosceles - (A) Visualização 
macroscópica da dermonecrose, seta branca (local de injeção do 
veneno) e seta preta (difusão radial do veneno); (B) Lesão com 
ulceração central; (C) caso clínico diagnosticado como Loxoscelismo: 
bombeiro, 31 anos, relatou ter calçado bota pela manhã e trabalhado por 
aproximadamente 12h. Após esse período começou a sentir dor 
progressivamente maior, com queimação, no pé direito. (A e B) 
Adaptado de SWASON et al.(2006) e (C) cedida por SCHUTZE & 
MAGALHÃES (2010). 

 

O loxoscelismo cutâneo-visceral ou sistêmico ocorre com menor frequência 

(3 – 16% dos casos) e é observado apenas nos casos mais graves. As primeiras 
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manifestações aparecem após 24 horas e os sintomas incluem, além da reação 

local, astenia, febre, episódios eméticos, alterações sensoriais, cefaléia, insônia e, 

nos casos mais graves, convulsões e coma. Pode também ocorrer prurido 

generalizado e petéquias (MARTINEZ-VARGAS, 1987; SCHENONE et al., 1989; 

FUTRELL, 1992; BRAVO et al., 1993). 

 

2.1.3 Alterações histopatológicas provocadas pelo veneno da 

Loxosceles 

 

Dados clínicos de pacientes humanos após a picada demonstram 

endurecimento no local da picada e eritema. A biopsia constata inflamação aguda, 

trombose, hemorragia e a necrose coagulativa da epiderme (Da SILVA et al., 

2004). 

A literatura sugere que as características clínicas e laboratoriais encontradas 

nos acidentes naturais são semelhantes às observadas em modelo animal, 

principalmente quando se utiliza coelhos (FUTREL et al., 1992; ELSTON et al., 

2000, VEIGA et al., 2000 e VEIGA et al., 2001b). 

Alterações histopatológicas descritas no loxoscelismo experimental em 

coelhos, utilizando veneno de diferentes espécies de Loxosceles confirmam os 

dados histopatológicos descritos acima (PIZZI et al., 1957; REES et al., 1981; 

STRAIN et al., 1991;FUTRELL, 1992;YANNIAS, 1992; SUNDERKOTTER et al., 

2001; OSPEDAL et al.; 2002). 

Ospedal et al. (2002) estudaram o efeito da L. intermedia em coelhos, que 

receberam intradermicamente 40 µg do veneno a partir de 4 horas de injeção e 

observaram edema, deposição de fibrina, trombose na derme, degeneração da 

parede vascular e infiltrado inflamatório perivascular. Na camada muscular foi 

observado edema, infiltrado inflamatório heterofílico (neutrofílico em outras 

espécies) e rabdomiólise. Destruição da epiderme e hemorragia extensa também 

foram descritas. Quatorze dias após o envenenamento Elston (2000) relatou 

infiltrado inflamatório misto, necrose coagulativa e vasculite. Todos os animais 

apresentaram uma zona bem delineada de heterófilos em toda a derme e 

epiderme. 
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 2.1.4 Composição Bioquímica do veneno da Loxosceles 

 

O veneno das aranhas do gênero Loxosceles é composto por enzimas e 

moléculas biologicamente ativas produzidas por glândulas situadas no cefalotórax 

da aranha. No que diz respeito aos constituintes protéicos, o veneno é rico em 

proteínas de baixo peso molecular variando entre 5-40 kDa e, expressando, em 

menor extensão, proteínas de alto peso molecular de 60 a 850 kDa (VEIGA et al., 

2000a). Quanto às moléculas biologicamente ativas, estão presentes: sais 

inorgânicos, aminoácidos livres, ácidos nucléicos, monoaminas e poliaminas 

neurotóxicas (DA SILVEIRA et al., 2002; DA SILVA et al., 2004). Diversas toxinas 

têm sido identificadas e caracterizadas bioquimicamente no veneno loxoscélico, 

entre elas as mais estudadas são as fosfolipases D (TAMBOURGI et al., 

1995;BARBARO et al., 1996; CUNHA et al., 2003; CHAIM et al., 2006; Da 

SILVEIRA et al.,2006; Da SILVEIRA et al., 2007a; APPEL et al., 2008), 

metaloproteases e serinoproteases (FEITOSA et al., 1998; VEIGA et al., 2000a; Da 

SILVEIRA et al.,2007b) e hialuronidases (FUTRELL, 1992; YOUNG & PINCUS, 

2001; BARBARO et al., 2005; da SILVEIRA et al., 2007c). Tais proteínas têm sido 

descrita por Kalapothakis et al., (2007), como a família de proteínas Loxtox, que 

inclui a esfingomielinase D, a proteína SMA, a proteína de dermonecrótica (DP) e o 

fator dermonecrótico que estão associados com os efeitos dermonecróticos e 

sistêmicos (FUTRELL et al., 1979; TAMBOURGI et al., 1998; LUCIANO et al., 

2004; KUSMA et al., 2008). 

 

2.2 Apoptose 

 

Apoptose é um tipo de morte celular ativa, cuja execução depende de 

energia, síntese (KERR & SEARLE, 1972) e degradação protéicas. Toda célula 

possui a maquinaria de apoptose estando pronta para induzi-la, a menos que seja 

sinalizada a sobreviver (MALLAT & TEDGUI, 2000).  

A apoptose tem como função atuar em células que já não possuem funções 

no organismo, quando há excesso de células (regulando o tamanho dos tecidos), 

exercendo um papel oposto ao da mitose (VASCONCELOS, 1995), em células que 
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se desenvolvem de forma inadequada, em células que já desempenharam suas 

funções e naquelas que podem ser prejudiciais e devem ser eliminadas (ELLIS, 

1991). 

São exemplos de situações onde ocorre a apoptose fisiológica: no 

desenvolvimento embrionário e na organogênese, na renovação de células 

epiteliais, na involução cíclica dos órgãos reprodutivos, na senilidade, na hipotrofia 

induzida pela remoção de fatores de crescimento ou de hormônios e na involução 

de alguns órgãos (KERR, 1993; KERR, 1999).  

Estímulos patológicos também podem induzir esse tipo de autodestruição 

celular, entre os quais vírus (AMEISEN & CAPRON, 1991; SHEPPARD & 

ASCHER, 1991; ITO et al., 1997; FUGIER-VIVIER et al.,1997; VASCONCELOS, 

1994; VASCONCELOS & LAM, 1994; VASCONCELOS & LAM, 1995; MORO et al., 

2003a) toxinas, tais como: etoposídeo (MORO et al., 2003b) e venenos de aranha 

(GAO et al., 2005, PEREIRA et al., 2009) e serpentes (DEBNATH et al., 2007).  

A apoptose é caracterizada morfologicamente: (a) pela retração celular e 

perda de adesão com outras células, ou com a membrana basal (anoiquia); (b) 

zeiose ou formação de projeções digitiformes na membrana citoplasmática; (c) 

condensação do citoplasma com diminuição do teor hídrico e do volume celular; (d) 

condensação nuclear com compactação da cromatina em massas densas 

uniformes, alinhadas na face interna da carioteca (crescentes) (PEITSH et al., 

1993); (e) convolução com posterior fragmentação da membrana nuclear (sem 

cariorrexe ou ruptura) e fragmentação celular com a formação dos corpos 

apoptóticos (KERR et al., 1972). Esses últimos são fagocitados pelas células 

circunjacentes (canibalismo celular) (f) ou por fagócitos profissionais (FIG. 4) 

(SAVILL et al., 1993) antes que ocorra a lise celular. Como não ocorre ruptura de 

células (SAVILL et al., 1993), não há liberação de componentes celulares no 

espaço extracelular e, por conseguinte, não há indução de inflamação (FADOK & 

HENSON, 1998). Possivelmente, a célula em apoptose protege a sua membrana 

contra o risco de lise por ativação de transglutaminases. Estas enzimas promovem 

a ligações cruzadas entre proteínas do citoesqueleto fortalecendo, assim, a sua 

membrana (FESUS et al., 1987). 
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FIGURA 4- Diagrama ilustrando as características morfológicas observadas no 
processo de morte celular via apoptose. Adaptado de (KERR et al., 
1972) 
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A principal característica molecular do processo de apoptose é a 

fragmentação internucleossômica do DNA através de endonucleases dependentes 

de Ca+2 e Mg+2. Esta clivagem internucleossômica resulta em fragmentos 

oligonucleossomais que podem ser demonstrados via eletroforese do DNA em gel 

de agarose, produzindo o clássico “padrão em escada” (WYLLIE et al., 1980; 

COHEN & DUKE, 1992). A fragmentação internucleossômica do genoma gera 

inicialmente fragmentos de 50 a 300 kb e, posteriormente, de múltiplos de 180-200 

pb (WYLLIE et al., 1980). 

A maioria das mudanças morfológicas observadas na apoptose é mediada 

por uma cascata enzimática envolvendo proteases de cisteína específicas de 

aspartato denominadas caspases (THORNBERRY et al., 1997) que são ativadas 

neste tipo de morte celular (COHEN, 1997). Estas enzimas possuem um resíduo de 

cisteína no sítio ativo e clivam substratos que apresentam resíduos de ácido 

aspártico em sequências específicas. Elas são sintetizadas como precursores 

inativos que são clivados proteoliticamente para gerar subunidades ativas. Cada 

caspase contém sequências conservadas importantes para a atividade proteolítica, 

clivando o substrato a partir de Asp-Xxx produzindo resíduos específicos, o que a 

caracteriza bioquimicamente (THORNBERRY et al., 1997). A ativação das 

caspases promove a desmontagem da membrana nuclear e do arcabouço de 

laminas, a condensação da cromatina e a degradação proteolítica das estruturas 

nucleares e citoplasmáticas (FIG.5).  
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FIGURA 5- Diagrama mostrando a sequência de eventos envolvidos no processo 
de morte celular via apoptose. 
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Estas alterações são comuns nas células em apoptose, independentemente 

do agente indutor do processo. Isto significa que a ação destas caspases 

representa a via final comum que normalmente opera em células programadas 

para morrer (THORNBERRY et al., 1997). As caspases que participam do processo 

de apoptose são divididas em duas classes: as iniciadoras (caspases 2, 8, 9, 10) e 

as executoras (caspases 3, 6 e 7) (COHEN, 1992).  

O processo de apoptose requer a ativação de genes cuja expressão controla 

a síntese de várias enzimas, tais como: caspases, transglutaminases e 

endonucleases (FESUS et al., 1987; ARENDS & WYLLIE, 1991; TENNISWOOD et 

al., 1994). Algumas das famílias de genes associados à apoptose são c-myc, bcl-2, 

p53 e ras. Ainda não se conhece totalmente o mecanismo através do quais estes 

genes influenciam a célula para desencadear o processo apoptótico (WYLLIE, 

1992). O primeiro gene a ser estudado foi o bcl-2, inicialmente identificado em 

células B de linfomas foliculares (do inglês, b “cell Lymphoma 2 gene”), em função 

da translocação t (14;18) (REED, 1998). A família de proteínas relacionadas à 

proteína Bcl-2 é dividida em: (1) membros anti-apoptóticos, tais como: Bcl-2, Bcl-

xL, Bcl-w, Mcl-1, A1 ou Bfl-1 e Boo e (2) membros pró-apoptóticos: Bax, Bak, Bad, 

Mtd (Bok), Diva Bik, Bid, Bim, Hrk (DP5), Blk e Bnip3 (TSUJIMOTO & SHIMIZU, 

2000), Bmf, Noxa e PUMA (CHIPUK & GREEN, 2008). Uma característica 

importante da família Bcl-2 é a heterodimerização entre componentes 

antiapoptóticos e pró-apoptóticos, inibindo assim a atividade biológica dos outros 

membros. Desta forma, as concentrações celulares proporcionais e a dimerização 

competitiva e seletiva entre as proteínas da família Bcl-2 determinam a 

susceptibilidade celular a apoptose (KORSMEYER, 1999). Bax é um membro pró-

apoptótico que forma homo e heterodímeros. A dimerização de Bax resulta em sua 

translocação (GROSS et al., 1998) e inserção na membrana mitocondrial (SUZUKI 

et al., 2000) com consequente disfunção mitocondrial e ativação de caspases 

(GROSS et al., 1998).  

O processo de apoptose pode ser dividido em três estágios funcionalmente 

distintos (FIG.6): (1) indução, na qual o sinal desencadeador da morte celular é 

originado por via endógena ou por receptores de superfície com domínios de morte 

(DD - Death Domains); (2) fase efetora, na qual há ativação da cascata de 

caspases; e (3) fase de degradação, na qual a célula adquire as características 
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bioquímicas e morfológicas características desse processo (GREEN & KROEMER, 

1998). 

Após o processo de apoptose as células são removidas dos tecidos como 

resultado do reconhecimento específico e fagocitose por células adjacentes 

especializadas e/ou não especializadas através de uma variedade de mecanismos 

que implicam fosfatidilserina, trombospondina. A perda de assimetria da membrana 

fosfolipídica e a consequente exposição da fosfatidilserina na membrana 

plasmática é uma das características iniciais de células em apoptose, e é um 

evento crítico no seu reconhecimento por parte de algumas populações de 

macrófagos (FADOK et al., 1992, 1998). Além disso, células em apoptose podem 

gerar espécies reativas de oxigênio, que podem induzir a peroxidação da 

membrana. 

 

FIGURA 6: Estágios do processo de apoptose 
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2.3 O endotélio 

 

2.3.1 Biologia da célula endotelial 

 

O endotélio é uma monocamada contínua, de citoplasma marginal, com 

núcleos proeminentes e, formada por células ligadas entre si por diferentes tipos de 

estruturas de adesão ou junções célula - célula. Estas são estruturas complexas, 

formadas por moléculas adesivas transmembranas ligadas a uma rede de 

proteínas citoplasmáticas/citoesqueleto. Com base em características morfológicas 

e funcionais, três tipos de junções têm sido descritas para as células endoteliais: 

junções oclusivas, junções de ancoragem e junções comunicantes (MICHELS, 

2003).  

As junções oclusivas selam a camada de células endotelial e são formadas 

por membranas justapostas, que parecem estar parcialmente fundidas. A principal 

constituinte transmembrana da junção oclusiva é a ocludina associada com 

diversas proteínas citosólicas como a ZO-1, ZO-2 e cingulina (MICHELS, 2003). 

As junções aderentes são formadas por caderinas, VE-caderina, que está 

presente na superfície da célula endotelial. Caderinas são moléculas de adesão 

celular, que ancoram com suas caudas citoplasmáticas a redes de proteínas 

intracitoplasmáticas celulares, cateninas que são conectadas a actina baseado no 

sistema de microfilamentos. Estruturas aderentes são envolvidas no controle da 

permeabilidade vascular para células circulantes. Elas precisam ser reguladas em 

coordenação com o requerimento funcional do órgão irrigado (MICHELS, 2003).  

Mudanças na permeabilidade endotelial são associadas com redistribuição 

de caderinas e ocludinas de superfície, estabilização de adesão focal, ligações e 

ativação progressiva de metaloproteinase de matriz. A perda desta função de 

barreira pode levar ao edema. Estímulos como histamina, fator natriurético atrial, 

ou trombina induzem a um rápido e curto aumento da permeabilidade vascular 

enquanto que outras citocinas ou fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) 

induzem a uma resposta sustentada (MICHELS, 2003).  
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O endotélio é sustentado por uma membrana basal de 5-8 nm, conhecida 

como lâmina basal. Ela é composta por colágeno (tipo IV e V), laminina, 

glicoproteína e fibronectina, as quais são sintetizadas e secretadas pelas próprias 

células endoteliais (ANGELIS et al.,1996). A membrana basal é ininterrupta em 

capilares fenestrados contínuos, mas descontínua em sinusóides, em todos os 

casos formando uma barreira carregada negativamente. As células que estão 

adjacentes ao endotélio capilar são conhecidas como pericitos, que são cercados 

por uma lâmina basal endotelial e são difundidos na microvasculatura da maioria 

dos tecidos. Os pericitos e as células musculares lisas fornecem os elementos 

contráteis da parede dos capilares (ANGELIS et al.,1996).  

Devido à sua localização estratégica na interface entre os tecidos e o 

sangue, o endotélio exerce um papel vital na manutenção da hemostasia e em 

muitos outros eventos vasculares biológicos (ANGELIS et al,1996).  

 Anteriormente, supunha-se que o endotélio era, simplesmente, uma camada 

de células que revestia internamente os vasos sanguíneos formando uma simples 

barreira passiva. Porém, hoje se sabe que as células endoteliais regulam uma 

variedade de respostas biológicas que envolvem: permeabilidade, controle do 

tráfego de moléculas e células, transporte, biossíntese, metabolismo e manutenção 

da estrutura da parede vascular (FIG. 7) (BACHETTI; MORBIDELLI, 2000; 

CARVALHO et al., 2001).  

 

FIGURA 7 - Endotélio e o controle da homeostasia vascular – As células 
endoteliais participam ativamente na regulação de cada processo 
mostrado aqui neste esquema, que contribui para a manutenção da 
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homeostase vascular. Isto é geralmente ativado pela secreção ou 
expressão na superfície de moléculas bioativas. PEARSON (1991). 

 

O endotélio também provê uma interface não trombogênica entre o sangue e 

os componentes sanguíneos, mantém a fluidez do sangue, modulando a 

vasomotricidade, ajustando o calibre dos vasos às constantes alterações 

hemodinâmicas e humorais e à própria estrutura vascular (BATLOUNI, 2001).  

Local ativo de síntese, o endotélio pode ser considerado um verdadeiro 

sistema autócrino, parácrino e endócrino do organismo humano, que corresponde a 

vários estímulos, produzindo e secretando um grande número de compostos 

metabolicamente ativos (QUADRO 1), além de modular ou inibir os efeitos de 

substâncias circulantes (BATLOUNI, 2001). 

 

QUADRO 1- Produtos das células endoteliais e homeostase vascular  

Produtos, propriedades e funções das células endoteliais 

Manutenção da barreira de permeabilidade 

Elaboração dos reguladores anticoagulantes, antitrombóticos e antifibrinolíticos 

Prostaciclina 

Trombomodulina 

Ativador do plasminogênio 

Elaboração de moléculas pró-trombóticas 

Fator de Willebrand 

Fator tecidual 

Inibidor do ativador de plasminogênio 

Produção de matriz extracelular (Colágeno, proteoglicanas) 

Modulação do fluxo sanguíneo e reatividade vascular 

Vasoconstritores: endotelina, ECA (Enzima Convertedora de Angiotensina) 

Vasodilatadores: NO, prostaciclina 

Regulação da inflamação e da imunidade 

IL-1, IL-6, quimiocinas 

Moléculas de adesão: VCAM-1, ICAM, E-Selectina, P-selectina 

Antígenos de histocompatibilidade 

Regulação do crescimento celular 

Estimuladores do crescimento: PDGF, CSF, FGF 

Inibidores do crescimento: Heparina, TGF-β 

Oxidação do LDL 

Fonte: Adaptado de BATLOUNI, 2001 
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2.4  Patogenia da trombose  

 

2.4.1- Hemostasia 

 

A hemostasia é uma consequência de processos rigorosamente controlados 

que mantém o sangue em um estado fluido e livre de trombos nos vasos normais e 

mantém a integridade do sistema circulatório fechado com alta pressão após um 

dano vascular. Lesões na parede do vaso e extravasamento de sangue da 

circulação rapidamente iniciam eventos na parede dos vasos e no sangue 

formando um tampão plaquetário (FURIE& FURIE, 2008; ROBBINS, 2008).  

No estado de repouso, o endotélio funciona como um eficaz anticoagulante. 

Sua superfície de carga negativa repele plaquetas, o óxido nítrico e a prostaciclina 

inibem a função das plaquetas. As propriedades anticoagulantes são realçadas 

pela expressão na superfície de trombomodulina e heparam sulfato. Entretanto 

após estimulação por citocinas ou dano no tecido, o endotélio torna-se rapidamente 

pró-trombótico (AUSTIN, 2008). 

Após a lesão vascular, fatores neuro- humorais locais induzem uma 

vasoconstrição transitória. As plaquetas aderem (através de receptor GpIb) à matriz 

extracelular exposta (MEC) ligando-se ao fator Von Willebrand (FvW), sendo, então 

ativadas, sofrendo uma alteração de formato e liberando seus grânulos. O difosfato 

de adenosina (ADP) e tromboxana A2 (TXA2) liberados levam à agregação 

plaquetária continuada (através da ligação do fibrinogênio aos receptores das 

GpIIb-IIIa das plaquetas) para formar o tampão hemostático primário. A ativação 

local da cascata de coagulação (envolvendo o fator tecidual e os fosfolipídeos das 

plaquetas) resulta na polimerização da fibrina, “cimentando” as plaquetas em um 

tampão hemostático secundário definitivo. Mecanismos de contra-regulação, como 

a liberação de t-PA (ativador do plasminogênio tecidual, um produto da fibrinólise) e 

a trombomodulina (que interfere na cascata de coagulação), limitam o processo 

hemostático ao local da lesão (FIG. 8) (FURIE& FURIE, 2008). 
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Figura 8- Hemostasia (a) Vasoconstrição local devido à lesão vascular. (b) 
Hemostasia primária: Ligação das plaquetas ao fator FvW, ativação 
(alteração no formato)e liberação de grânulos. (c) Hemostasia 
secundária: Ativação local da cascata de coagulação. (d) Mecanismo de 
contra-regulação: limitação do processo hemostático no local da lesão. 

 

2.4.2 Trombose 

 

 A integridade do endotélio é essencial à regulação do tônus vascular, do 

fluxo sanguíneo, da perfusão tissular e à proteção contra espasmo, trombose e à 

aterogênese (LIP et al., 1999; BATLOUNI, 2001).  

 A trombose resulta da ativação patológica do processo normal de 

coagulação sanguínea (chamado de tríade de Virchow) (FIG.9), que pode ocorrer 

quando existe: (1) lesão endotelial, fator que sozinho pode iniciar a trombose; (2) 

alteração do fluxo sanguíneo e (3) hipercoagulabilidade do sangue (LIP et al.,  

1999).  
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Figura 9- Tríade de Virchow – A integridade do endotélio é o fator mais importante. 
A lesão das células endoteliais também pode alterar o fluxo sanguíneo 
local e afetar a coagulabilidade. Por outro lado, o fluxo sanguíneo normal 
(estase ou turbulência) pode causar lesão endotelial. Os fatores podem 
atuar de forma independente ou se combinar para promover a formação do 
trombo. Adaptado de ROBBINS et al., 2010. 

 

Lesão ou perda endotelial ocorre em inúmeras circunstâncias, 

especialmente sobre placas ateromatosas, por agressão direta por bactérias ou por 

fungos, pela presença de leucócitos ativados em inflamação aguda, por invasão 

vascular por neoplasias malignas e por ação de toxinas de aranhas do gênero 

Loxosceles (XU et al, PEREIRA et al., 2009). 

Quando processos patológicos alteram o mecanismo regulatório da 

hemostasia, excessiva quantidade de trombina se forma, iniciando a trombose 

(FIG. 10) (FURIE & FURIE, 2008). 
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FIGURA 10 - Resposta à lesão vascular- Colágeno e fator tecidual associados à 
parede do vaso promovem uma barreira hemostática para a manutenção 
da alta pressão do sistema circulatório. Colágeno (setas amarelas), 
localizado na matriz subendotelial abaixo do endotélio e não exposto ao 
fluxo sanguíneo em condições normais. Fator tecidual (setas azuis), 
localizado nas camadas média (músculo liso) e adventícia da parede do 
vaso, entrando e, contato com o fluxo sanguíneo quando o vaso é lesado ou 

rompido. Ambos colágeno e trombina iniciam a formação do trombo – Adaptado 
de FURIE & FURIE (2008). 

 

O endotélio contém três trombo-reguladores: óxido nítrico, prostaciclina e 

ectonucleotidase, que juntos fornecem uma defesa contra a formação do trombo. O 

colágeno da matriz subendotelial e o fator tecidual facilitam a manutenção de um 

sistema circulatório fechado (IGNARRO et al., 1987; PALMER et al., 1987). 

Quando a parede do vaso é lesada ou o endotélio é rompido, a integridade 

da membrana endotelial é comprometida, por expor a matriz extracelular 

subjacente. Isso resulta no contato de componentes hemostáticos do sangue com 

substâncias pró-trombogênicas. Estes incluem o colágeno, o fator de von 

Willebrand (VWF) e a fibronectina (que ativa a cascata de coagulação) (FURIE & 

FURIE, 2008). 

A exposição do colágeno desencadeia a ativação e o acúmulo de plaquetas, 

ao passo que o fator tecidual exposto inicia a geração de trombina, que não 

somente converte fibrinogênio em fibrina, mas também ativa plaquetas (FURIE & 

FURIE, 2008). 
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Estudos recentes relacionados com a patogenia da trombose mostram que 

pode haver duas vias distintas atuando em paralelo ou separadamente na ativação 

de plaquetas (DUBOIS et al., 2006; MANGIN et al., 2006; FURIE & FURIE, 2008). 

Em um desses caminhos, a exposição do colágeno subendotelial inicia a ativação 

de plaquetas, por outro lado, trombina – gerada pelo fator tecidual derivado da 

parede do vaso ou presente no fluxo sanguíneo – é o iniciador. Dependendo da 

lesão ou da doença, uma ou outra via pode predominar, mas a consequência da 

ativação de plaquetas por estas vias é a mesma.  

Na via ativada por uma lesão endotelial ocorre a interação da glicoproteína 

VI (um receptor de colágeno nas plaquetas) com o colágeno exposto da parede do 

vaso da glicoproteína Ib-V-IX com o colágeno do fator von willebrand que resulta na 

ativação de plaquetas no sitio da lesão. A importância das glicoproteínas de 

plaquetas como a VI e a Ib-V-IX depende da taxa de cisalhamento da parede do 

vaso (RUGGERI et al., 2000). Contudo, a interação do colágeno com a 

glicoproteína VI é requerida, como a glicoproteína Ib, um componente do complexo 

glicoproteína Ib_V-IX (MASBERG et al., 2003; BERGMEIER et al., 2006; DUBOIS 

et al., 2006). A integrina αβ1 e αβ2 exerce um suporte, mas não é essencial na 

interação entre plaquetas e colágeno. A ativação por essa via iniciada pelo 

colágeno é independente de trombina. 

A ativação do fator tecidual é uma segunda via que inicia a ativação 

plaquetária. A agregação plaquetária iniciada por esta via não requer ruptura no 

endotélio e é independente do fator von Willebrand. 

 
2.5- Apoptose e alterações endoteliais no Loxoscelismo 

 

Diversas evidências mostram que a apoptose de células endoteliais exerce 

um papel importante na biologia e patologia vascular. Em condições fisiológicas a 

apoptose pode ser detectada durante os processos de regressão dos arcos 

aórticos, aorta abdominal e ducto arterioso (FISHER et al, 2000; AFFARA et al., 

2007). A apoptose também participa da regressão dos vasos, na angiogênese e 

formação do lúmen. Estudos demonstram que a incubação de células endoteliais 

com inibidores de caspases anti-apoptóticas ou a superexpressão da proteína anti-

apoptótica Bcl2 parece inibir a morfogênese in vitro (SEGURA et al., 2002). 
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Adicionalmente Affara et al. (2007) demonstraram o papel da apoptose de células 

endoteliais na biologia vascular através de estudos conduzidos em camundongos 

com genes reguladores de apoptose inativados. 

 A apoptose de células endoteliais é associada com diversas alterações 

cardiovasculares, em particular a aterosclerose e a trombose (MEHTA et al., 2002; 

NORATA et al., 2002). Adicionalmente, pode promover uma importante etapa de 

transição na estabilização da placa aterosclerótica para uma placa com trombose. 

O ambiente tecidual da placa aterosclerótica pode promover a apoptose de células 

endoteliais. Por exemplo, o LDL oxidado (Ox-LDL) que está presente na maioria 

das placas ateroscleróticas regulando a expressão de proteínas anti-apoptóticas 

cFLIP e consequentemente a ativação do receptor de morte (Fas) de células 

endoteliais in vitro. Ox-LDL também parece ativar a liberação de fator indutor de 

apoptose (IAF) para a mitocôndria de células endoteliais da artéria coronária 

(AFFARA et al.,2007) 

A superexpressão de AIF usando oligonucleotídeo suprime a Ox-LDL 

induzindo a apoptose das células endoteliais (ZHANG et al., 2004). Por outro lado a 

lipoproteína de alta densidade (HDL), que é antiaterogênica parece inibir a 

apoptose de células endoteliais por promover a atividade da sintetase de óxido 

nítrico (MINEO et al., 2006). A apoptose das células endoteliais da placa 

aterosclerótica pode causar a exposição do colágeno subendotelial com 

subsequente trombose.  

Estudos conduzidos por Durand et al. (2004) mostraram que a indução da 

apoptose de células endoteliais in vivo, por uma droga pró-apoptótica, a 

estaurosporina, promove tanto apoptose das células endoteliais quanto trombose. 

Além disso, a apoptose de células endoteliais se torna pró-coagulante por um 

processo que não requer a exposição do colágeno subendotelial (BOMBELI et al., 

1997). A cascata iniciada pelo fator tecidual pode promover um elo importante entre 

a apoptose e a trombose. A atividade do fator tecidual é aumentada pela exposição 

da fosfatidilserina (PS) na superfície da célula endotelial durante a apoptose 

(TEDGUI & MALLAT,  2003).  

Outras doenças como lúpus eritematoso sistêmico, vasculites (WOYWODT 

et al. 2003), rejeição de transplantes (KRUPNICK et al., 2002; HALL & JEVNIKAR, 

2003), apoptose de células associadas com desordens inflamatórias e alterações 



40 

 

não cardiovasculares como as neoplasias, têm sido associadas com a apoptose de 

células endoteliais (CARMELIET& JAIN, 2000). 

A integridade dos vasos é essencial para a manutenção da fluidez do 

sangue, razão pela quais lesões estruturais ou funcionais do endotélio se associam 

muitas vezes à formação de trombos (LIP et al., 1999).  

A perda do revestimento endotelial permite contato direto do sangue com o 

conjuntivo subendotelial (ativação da via intrínseca), adesão e agregação 

plaquetária e redução dos fatores anticoagulantes. Outras vezes, não existe uma 

lesão morfológica no endotélio, mas apenas sua disfunção como ocorre no 

tabagismo(ZHANG et al., 2006).Em todos esses casos, há redução na síntese de 

substâncias anticoagulantes e alteração da superfície celular, facilitando a adesão 

plaquetária (LIP et al.,  1999; FURIE & FURIE, 2008). 

O veneno da L. intermedia apresenta efeito nocivo direto sobre o endotélio 

(VEIGA et al., 2001a) e a membrana basal subendotelial, estrutura de extrema 

importância para a integridade dos vasos (ZANETTI et al., 2002). Além disso, as 

células endoteliais são capazes de internalizar a toxina do veneno, via endocitose 

de fase fluida (NOWATZKI, 2009). A interação do veneno com o tecido implica em 

ativação do sistema do complemento, intensa migração de leucócitos 

polimorfonucleares, liberação de enzimas proteolíticas e de citocinas, agregação 

plaquetária e alterações na hemostasia (PATEL et al., 1994; Da SILVA et al.,2004; 

VAN DER BERG et al., 2007). 

VEIGA et al., (2001a) observaram que esta ação direta do veneno altera a 

integridade vascular ao degradar o proteoglicano heparam sulfato, envolvido no 

processo de adesão celular e a entactina. Nowatzki (2009)demonstrou que o 

veneno de L. intermedia é capaz de interagir com a integrina α5b1, receptor 

específico da fibronectina. Sabe-se que a matriz extracelular (MEC) influencia 

diversos mecanismos celulares, tais como: adesão, migração, proliferação e 

diferenciação celular. Tais mecanismos são sinalizados através da interação de 

componentes da MEC com receptores celulares conhecidos como integrinas 

(SCHWARTZ, 2001; NOWATZKI, 2009). 

VEIGA et al., (2001a) relataram que a injeção intradérmica de 40 µg de 

veneno bruto de L. intermedia em coelhos induz a formação de “blebs” 

subendoteliais, vacúolos e degeneração da parede dos vasos após 4 horas. O 
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estudo da ação do veneno de L. intermedia sobre células endoteliais in vitro tem 

mostrado que a exposição ao mesmo induz perda de adesão das células ao 

substrato, degradação de componentes da matriz extracelular e a liberação de 

proteoglicanas da MEC e da superfície da célula para o meio de cultura (VEIGA et 

al., 2001a). 

Estudos de Veiga et al (2001a), demonstraram que as toxinas do veneno 

interagem tanto com a superfície das células endoteliais in vitro, quanto com a 

MEC. Estas toxinas degradam tanto a fibronectina exógena quanto a endógena 

(PALUDO, et al.,2006). Os resultados também demonstram que sob ação do 

veneno as células endoteliais sofrem retração do citoplasma, reorganização do 

citoesqueleto e redução da adesão célula-célula e célula - MEC (PALUDO et al., 

2006). Tais alterações morfológicas descritas por Veiga et al. (2001a) e Paludo et 

al. (2006) mostram claramente que o veneno de L. intermedia induz apoptose em 

células endoteliais de coelho, tanto in vivo quanto in vitro. Nowatzki (2009) estudou 

a ação do veneno de L. intermedia in vitro utilizando 40µg de veneno para verificar 

os efeitos citotóxicos do veneno loxoscélico após exposição prolongada e sua 

relação com o mecanismo de apoptose. Após 18 horas de injeção, Nowatzki (2009) 

verificou através de microscopia eletrônica de transmissão, que as células exibiam 

inúmeras projeções da membrana plasmática e condensação de cromatina. Essas 

alterações morfológicas características de apoptose foram confirmadas pelo 

aumento na expressão da proteína pró-apoptótica Bax utilizando-se a técnica de 

western blot. 

O desnudamento do endotélio pode ser causado por fluxo turbulento, 

espasmo vascular ou pelo aumento da apoptose das células endoteliais (XU et al., 

2009).  Xu et al., (2009) provaram que há uma forte relação entre apoptose 

endotelial, desnudamento do endotélio e trombose. Os mesmos autores mostraram 

que a descamação da placa ateromatosa via apoptose predispõe à trombose, 

consequência comum da aterosclerose. Adicionalmente, segundo Bombeli et al., 

(1997) as células endoteliais apoptóticas se tornam pró-coagulantes pelo aumento 

da expressão de fosfatidilserina e pela perda de componentes anticoagulantes da 

membrana. Desta forma, as células endoteliais apoptóticas contribuem para o 

desenvolvimento de um estado pró-trombogênico (BOMBELI et al., 1997). Os 

trombos observados no loxoscelismo são importantes para a indução da necrose 
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que culmina com a ulceração descrita nesta alteração. Porém ainda não se 

conhece ao certo o mecanismo que conduz às lesões do loxoscelismo.  
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

● Avaliar a importância da apoptose na patogenia do loxoscelismo. 

 

3.2 Objetivos Específicos  

 

●Descrever histologicamente as lesões provocadas por L. similis em 

fragmentos de pele de coelhos. 

● Avaliar morfometricamente o edema, a vasodilatação e o infiltrado 

inflamatório nos diferentes intervalos de tempo. 

●Verificar a ocorrência de apoptose em células endoteliais da derme de 

coelho inoculada com veneno bruto de L. similis. 

●Verificar se há aumento na expressão de Bax em células endoteliais após a 

injeção com o veneno de L. similis. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Aprovação pelo Comitê de ética em Experimentação Animal  

 

Este estudo foi aprovado pelo comitê de Ética (CETEA) cujo número de 

processo é 217/2007 aprovado em 09 de Abril de 2008. 

 

4.2 Obtenção do Veneno 

 

O veneno utilizado foi extraído segundo Silvestre et. al. (2005) e 

armazenado a -80ºC. 

  

4.3 Estudos in vivo em coelhos 

 

Foram utilizados 40 coelhos Oryctolagus cuniculus, machos, da raça Nova 

Zelândia. Os coelhos foram criados e acompanhados até a atingir 3-4 Kg. Os 

mesmos ficaram alojados em gaiolas de arame galvanizado em um galpão da 

Fazenda Experimental Professor Hélio Barbosa em Igarapé - MG (FIG. 11), onde 

recebiam ração comercial e água ad libitum. 

 
FIGURA 11 - Criatório da Fazenda Experimental Prof. Hélio Barbosa/UFMG - (A) 

coelhos com 60 dias de idade (B) galpão de alojamento dos coelhos. 
 

 



45 

 

Os coelhos foram previamente submetidos à tricotomia na região dorsal, 

próximo à escápula e, posteriormente, foram pesados e identificados.   

Os 40 animais foram divididos da seguinte forma (FIG.12): (a) grupo controle 

- 4 grupos de 5 coelhos que receberam injeção intradérmica de 50 µL de PBS e 

foram submetidos à eutanásia 2, 4, 6 e 8 horas após a injeção; (b) grupo tratado – 

4 grupos de 5 coelhos cada, que receberam injeção intradérmica de 0,5 µg de 

veneno bruto diluídos em 50 µL de PBS e que foram submetidos à eutanásia 2, 4, 6 

e 8 horas após a injeção. 

Fragmentos de pele foram colhidos, fixados em formol tamponado a 10% 

para inclusão em parafina, em glutaraldeído 4% para inclusão em metacrilato e 

processados segundo técnica de rotina para embebição em parafina e inclusão em 

metacrilato. Os blocos de metacrilato e parafina foram seccionados a 3 e 4 µm 

respectivamente. Os cortes de parafina foram corados em hematoxilina-eosina e os 

de metacrilato foram corados em ácido periódico de Shiff e azul de toluidina e 

examinados à microscopia de luz. 

 

FIGURA 12: Representação esquemática do delineamento experimental 
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4.4 Inclusão em Metacrilato 

 

Fragmentos de pele foram lavados em solução de PBS por 3 vezes, de 15 

minutos cada. Posteriormente, foram fixados em paraformaldeído e desidratados 

em uma sequência crescente de alcoóis (70%,80%,90%,95% e 100%)por 40 

minutos cada.  Em seguida, foi realizada a fase de pré-infiltração usando-se resina: 

álcool na proporção de 1:1 por aproximadamente 30 minutos. O fragmento foi 

coberto até ficar submerso. Procedeu-se então a fase de infiltração, na qual a 

amostra foi incubada com resina nova (sem álcool) a 4°C por 12 horas. 

 A fase de inclusão foi feita utilizando resina nova e uma solução catalisadora 

sendo utilizadas 4 soluções: a primeira com 25ml de resina nova e 1ml da solução 

catalisadora; a segunda com 12,5 ml de resina nova e 0,5 ml de solução 

catalisadora; a terceira com 6,25 ml de resina nova e 0,25 ml de solução 

catalisadora e a última com 3,125 ml de resina nova e 0,125ml de solução 

catalisadora. Os fragmentos foram agitados por 15 minutos em agitador magnético. 

A seguir, as amostras foram colocadas em uma fôrma, acrescentou-se a solução 

endurecedora e envolveu-se a fôrma com plástico e papel alumínio. Após, no 

mínimo, três dias procedeu-se a microtomia.  

 

4.5 Colorações em Metacrilato 

 

4.5.1 Azul de toluidina 

Os cortes de 3 μm foram transferidos para uma lâmina de vidro limpa 

contendo uma gota de água destilada. As lâminas foram secas em chapa quente a 

58°C e os cortes foram cobertos com o corante azul de toluidina. As lâminas foram 

aquecidas novamente na placa aquecedora até que a borda da gota começasse a 

secar (tornar-se dourada). Posteriormente, foram lavadas em água, secas à 

temperatura ambiente e montadas. 

 

4.5.2 Ácido periódico de Schiff 

Secções de 3 μm de espessura de pele de coelho foram lavadas em água 

destilada por 5 minutos e, em seguida, cobertas em ácido periódico a 0,5 % por 20 
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minutos e lavadas em água destilada por 5 minutos. Posteriormente os cortes 

foram totalmente cobertos com reativo de Schiff por 60 minutos, lavados em 3 

banhos de água sulfurosa por 3 minutos e em água corrente por 30 minutos. A 

contra-coloração foi feita com hematoxilina por 5 minutos com posterior lavagem 

em água corrente por 30 minutos. As lâminas foram secas à temperatura ambiente 

e montadas com entelan. 

 

4.6 Análise morfométrica 

 

Alterações histológicas como vasodilatação, edema e infiltrado inflamatório 

foram mensuradas morfometricamente. 

 

4.6.1Medida da espessura da pele 

A espessura da pele foi mensurada a fim de se quantificar o edema 

observado histopatologicamente. Para tanto, lâminas de fragmentos de pele foram 

digitalizadas em microscópio estereoscópico em objetiva de 4x e telemétrica de 

3.3, que resultou em um aumento final de 12x. A calibração, em milímetros, no 

programa Image Pro-plus foi feita digitalizando-se uma régua milimetrada. A 

mensuração dos fragmentos foi adaptada de Chorili et al. (2007). A medida da 

espessura da pele foi obtida através da distância entre a epiderme e a camada 

muscular. As medidas foram feitas em três pontos aleatórios de cada fragmento de 

pele. 

 

4.6.2 Medida de vasos sanguíneos 

A quantificação da vasodilatação foi feita medindo-se o diâmetro médio dos 

vasos sanguíneos, de secções de pele coradas em HE tanto dos animais tratados 

quanto dos controles. As imagens foram capturadas utilizando o microscópio 

Olympus BX-640 e digitalizadas através de uma câmera JVC TK-1270/JGB no 

aumento de 10x. As imagens foram transferidas para um analisador de imagens 

(Kontron Electronic, Carl Zeiss – KS300, versão 2), onde foram obtidas as medidas 

de diâmetro médio dos vasos em micrômetros. Foram utilizados 10 campos por 

animal tanto do grupo controle quanto do grupo tratado, totalizando 50 campos por 

intervalo de tempo (2, 4, 6  e 8 horas)  já que o “n” era de 5 animais por grupo. 
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4.6.3 Infiltrado Inflamatório 

 

Para mensurar o infiltrado inflamatório, calculou-se o número mínimo de 

campos representativos microscópicos por amostra que foi determinado a partir de 

uma única lâmina na qual foi analisado e registrado o número de células 

inflamatórias por campo de acordo com Moro et al. (2003). As imagens foram 

capturadas utilizando-se a objetiva de 40x e secções coradas em HE. Foram 

calculados a média e os respectivos erros padrões e coeficientes de variação. O 

tamanho amostral considerado como número mínimo representativo foi de 25 

campos, definido como aquele em que o acréscimo do nº de campos não resultou 

em redução considerável no valor do erro ou coeficiente de variação (Sampaio, 

1998) (Gráf. 2). 

 

 

GRÁFICO 2: Número mínimo de campos representativos para a quantificação das 
células inflamatórias. 
 
4.7 Marcação de heterófilos através da reação de imunoistoquímica  

Os cortes de 5 µm, em lâminas previamente tratadas com solução de 

organosilano a 2%, foram desparafinados e hidratados pela passagem em xilol I e 

II, duas vezes por cinco minutos cada. Posteriormente passaram por um processo 

de hidratação nos álcoois 100%, 95%, 70%, cinco minutos cada. Em seguida os 

cortes foram tratados com solução de protease (0.5 U/mL durante 4 minutos). Os 

cortes foram incubados com anticorpo monoclonal de camundongo anti-humano 

para calprotectina à numa concentração de 1:250 à 37ºC. A antígeno/anticorpo foi 

visualizada utilizando o kit universal de detecção de fosfatase alcalina “red” de 
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acordo com as instruções do fabricante. A contra-coloração foi feita com solução de 

hematoxilina de Harris (FALEIROS et al., 2009). 

 

4.8 Identificação in situ da fragmentação do DNA segundo a técnica de 

TUNEL (Marcação in situ da fragmentação do genoma com transferase 

terminal de deoxinucleotídeo) 

 

A técnica foi realizada segundo GAVRIELI et al. (1992). Foi seguido o 

protocolo especificado pelo fabricante. O tempo de proteinase K era de 15 minutos 

a uma concentração de 2 mg/ml. As lâminas eram lavadas em salina tamponada 

TRIS – TBS 1X. Em seguida, a peroxidase endógena era inativada, cobrindo-se as 

secções com água oxigenada a 3% em metanol, por 5 minutos. As lâminas eram 

novamente lavadas em TBS 1X (20 mM de Tris pH 6, 140 mM de NaCl) e, logo 

após as secções eram cobertas com tampão de equilíbrio por cerca de 10 a 30 

minutos, à temperatura ambiente. A secção era então coberta com a enzima TdT 

(transferase terminal de deoxinucleotídeo) e deoxinucleotídeos. As lâminas eram 

colocadas em câmara úmida a 37 C por 1,5 h. Posteriormente, as lâminas eram 

lavadas em TBS 1X e cobertas com tampão de parada (0,5M de EDTA, pH 8), 

onde permaneciam por 5 minutos. As secções eram lavadas em TBS 1X e, logo 

após, cobertas com o tampão de bloqueio e incubadas por 10 minutos. Os cortes 

foram então tratados com um conjugado de peroxidase strepto-avidina diluído em 

tampão de bloqueio. A incubação era feita em câmara umidificada por 30 minutos, 

à temperatura ambiente. As lâminas eram lavadas em TBS 1X e as secções  

cobertas com diaminobenzidina – DAB por 10-15 minutos, à temperatura ambiente. 

Posteriormente, as lâminas eram lavadas em água destilada e contra-coradas com 

0,3% de verde de metila por 10 minutos, à temperatura ambiente. O excesso de 

corante era absorvido com toalha de papel e as lâminas eram imersas 2-4 vezes 

em etanol absoluto. Em seguida, repetiu-se esta etapa com etanol absoluto fresco. 

As lâminas eram então imersas em xilol e montadas. 

Além da marcação específica (grumos amarronzados, revelados pela DAB), 

foram consideradas características morfológicas de apoptose o enrugamento 

celular com projeções digitiformes da membrana e formação de corpos apoptóticos 
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e fragmentação da membrana nuclear e a compactação da cromatina em massas 

densas uniformes alinhadas no lado interno da membrana nuclear. 

 

4.9 Reações de imunoistoquímica para Bax 

Secções de pele de coelho eram desparafinadas em estufa a 58ºC e 

posteriormente submersas em Xilol I e II por 20 minutos. Posteriormente as lâminas 

eram mergulhadas 10 vezes em cada um dos álcoois: absoluto I e II, 90%, 80%, 

70% e lavadas em solução salina de TBS por 5 minutos. Em seguida era realizada 

a recuperação antigênica com solução de tampão citrato pH 6,0 por 20 minutos em 

banho-maria à temperatura de 93ºC. Após atingirem a temperatura ambiente, as 

lâminas eram lavadas em água destilada. Posteriormente, era realizado o bloqueio 

da peroxidase endógena pingando-se uma gota do reagente peroxidase block 

sobre os cortes e incubando-se por 15 minutos à temperatura ambiente. Em 

seguida as secções de pele eram lavadas em água destilada e em solução tampão 

de lavagem por 5 minutos à 25º C e os cortes eram secos, cobertos e incubados 

com o anticorpo primário por 12 horas em câmara úmida a 25º C. Posteriormente, 

eram feitas duas lavagens em solução tampão por 5 minutos cada, as secções 

eram secas ao redor e o complexo estreptavidina–peroxidase era aplicado e 

incubado em câmara úmida por 30 minutos à 25º C. Em seguida, as secções eram 

lavadas duas vezes em tampão e secas ao redor e aplicava-se o DAB 

(diaminobenzidina) sobre os mesmos e incubava-se por 5 minutos à temperatura 

ambiente. As lâminas eram então lavadas em água corrente e destilada e contra-

coradas com hematoxilina, seguida de uma lavagem em água amoniacal a 1%. 

Finalmente, as lâminas eram desidratadas e montadas permanentemente. O 

anticorpo primário utilizados foi: anticorpo monoclonal produzido em camundongo 

para Bax clone 2D2 (Invitrogen). O kit utilizado foi o Dako ARK (Animal Research 

Kit, peroxidase). A diluição utilizada de cada anticorpo era de 1: 200. 
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4.10 Análises estatísticas 

 

 Os resultados foram apresentados como média ± erro padrão ou mediana, 

conforme tenham apresentado uma distribuição normal ou não, pelo teste de 

Kolmogorov-Smirnov. Quando a distribuição era normal utilizou-se a análise de 

variância (ANOVA) para avaliar eventuais diferenças entre os parâmetros 

mensurados nos diferentes tempos de injeção do veneno em relação aos grupos 

controles e aplicou-se o teste de Newnam Keuls para comparar os grupos entre si. 

Quando a distribuição dos dados não demonstrava normalidade, o teste não 

paramétrico de Kruskal-Wallis foi aplicado e o pós-teste de Dunn’s utilizado para 

múltipla comparação. Os valores de P<0,05 foram considerados significativos. A 

análise estatística foi realizada utilizando-se o programa GraphPad Prism versão 5. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Estudos in vivo em coelhos 

 

5.1.1 Análise Macroscópica 

 

Macroscopicamente foi possível observar na pele dos coelhos injetados com 

50 µL (0,5 µg) de veneno de Loxosceles similis, uma lesão que se difundiu 

radialmente com o passar do tempo. Além disso, a área onde o veneno foi injetado 

ficou arroxeada, edemaciada e sensível ao toque (FIG. 2) em todos os intervalos 

de tempo. A injeção de 0,5 µg de veneno bruto foi o suficiente para atingir a 

musculatura (FIG. 13). 

 

FIGURA 13 -Pele de coelho: (A) Grupo controle- notar o local da injeção de 50 µL 
de PBS (seta branca), (B) Grupo tratado –notar a área arroxeada tanto 
no local de injeção (seta preta) quanto radialmente (seta preta), 2 horas 
após a injeção de 0,5 µg de veneno bruto de L. similis, (C) Grupo 
tratado  8 horas após a injeção de 0,5 µg de veneno bruto de L. similis, 
observe como o veneno (ver local de injeção- seta branca)se difunde 
radialmente (setas pretas) por uma área maior; (D) Grupo tratado 8 
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após a injeção de 0,5 µg de veneno bruto de L. similis, observe o 
edema (seta branca) e a hemorragia (seta preta) presentes na 
hipoderme. Barra = 1 cm. 

 
 

5.1.2 Análises Microscópicas  

 

 Nos fragmentos de pele de coelho injetados com 0,5 µg de veneno de L. 

similis nos intervalos de tempo 2, 4, 6 e 8 horas observou-se dissociação de fibras 

e células em todas as camadas dérmicas (superficial, média e profunda) 

caracterizando edema (FIG. 14). Adicionalmente, na pele dos animais tratados 

havia angiectasia, hiperemia e hemorragia (FIG.15), constatou-se também a 

presença de trombos ocludentes e semiocludentes nos plexos superficial, médio e 

profundo (FIG. 16). Pôde-se também observar deposição de fibrina (Fig. 17). Em 

todos os intervalos de tempo, a derme apresentou infiltrado inflamatório 

principalmente heterofílico, particularmente nas dermes média e profunda, cuja 

intensidade aumentou segundo o intervalo de tempo de injeção (FIG. 18). Tal 

infiltrado se disseminava pela camada muscular, sendo acompanhado de necrose 

da musculatura, a qual era evidenciada após 6 horas de injeção (FIG. 19). Quanto 

à distribuição, o infiltrado era difuso em todas as camadas dérmicas, apresentando-

se nodular em alguns pontos, quando o intervalo de injeção era superior a 6 horas. 

Nestes casos, observava-se também a formação de manguitos perivasculares que 

se infiltravam pelas paredes dos vasos, caracterizando vasculite (FIG. 20). Em 

alguns vasos, notou-se completa destruição de suas paredes. O infiltrado 

inflamatório foi também observado ao redor de alguns folículos pilosos e músculos 

eretores dos pêlos. Após 6 horas de injeção notou-se presença de degeneração 

fibrinóide em algumas paredes vasculares e degeneração hialina de fibras 

colágenas. O processo inflamatório foi caracterizado como dermatite aguda 

multifocal fibrinohemorrágica.  
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FIGURA 14 - Pele de coelho: (A) grupo controle - seta preta indicando integridade das 
fibras colágenas; grupo tratado (B) 2h, (C) 4h, (D) 6h e 8 h (E) após a 
injeção de 0,5 µg de veneno de Loxosceles similis – observar a 
dissociação de fibras e células caracterizando o edema (setas pretas); 
Coloração: HE; Barra=10 µm.  
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FIGURA 15 - Pele de coelho: (A) grupo controle - seta preta indicando vaso normal; 
(B) grupo tratado- setas indicando angiectasia, (C) hiperemia (seta) e 
(D) hemorragia (seta); Coloração Azul de Toluidina; Barra=10 µm.  
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FIGURA 16 - Pele de coelho. (A) Grupo controle- vaso sanguíneo sem trombo (seta 
preta); Grupo tratado- vasos sanguíneos contendo trombos oclusivos 
em todos os intervalos de tempo: (B) 2 h, (C) 4 h, (D) 6 h e (E) 8 horas 
após a injeção de 0,5 µg de Loxosceles similis (setas pretas); (F) 
trombo semi-ocludente 2 horas após injeção do veneno (seta azul). 
Coloração HE, Barra=10 µm. 
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FIGURA 17 - Pele de coelho (A) grupo controle - derme preservada, ausência de 
fibrina; Setas indicando deposição de fibrina em intervalos de 2 h (B), 
4 h (C), 6 h (D) e 8 h (E) após a injeção. Inclusão em metacrilato e 
coloração em azul de toluidina; Barra=10 µm. 
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FIGURA 18 - Pele de coelho: (A) grupo controle - ausência de infiltrado 
inflamatório entre as fibras colágenas; grupo tratado - infiltrado 
inflamatório predominantemente heterofílico (setas azuis) nos 
diferentes intervalos de tempo: (B) 2 h, (C) 4 h, (D) 6 h e (E) 8 
horas após a injeção de 0,5 µg de veneno de Loxosceles similis; 
(F) detalhes do infiltrado inflamatório. (metacrilato, corte semi-fino 
(coloração HE); Barra=10 µm. 
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FIGURA 19- Pele de coelho: (A) Grupo controle – músculo cutâneo íntegro e 
ausência de infiltrado inflamatório; grupo tratado – necrose do músculo 
cutâneo (setas azuis) e infiltração heterofílica (setas brancas) após 2 
horas (B), 4 horas (C).6 horas (D) e 8 horas (E) de injeção de 0,5 µg  de 
veneno de Loxosceles similis. Coloração: HE; Barra=10 µm. 
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FIGURA 20 - Pele de coelhos: (A) infiltrado perivascular heterofílico caracterizando 
perivasculite (seta branca), (B) detalhe do manguito perivascular 6 horas 
após injeção de veneno. Coloração: HE; Barra=10 µm. 

 
   
 
5.2 Análise morfométrica  
 

 

5.2.1 Mensuração da espessura da pele 

 

Para a avaliação e quantificação do edema provocado pela ação do veneno 

de L. similis em coelhos, foram medidas a espessura da pele dos coelhos (em µm) 

em três pontos aleatórios de cada animal que foram posteriormente comparadas 

com as medidas de espessura da pele do grupo controle (animais que receberam 

intradermicamente apenas PBS). As médias de espessura da pele dos animais 

injetados com veneno de L. similis foram: 4.54 ± 0.15 µm; 4.75 ± 0.21 µm; 5.08 ± 

0.27 µm e 5.10 ± 0.28 para os intervalos de 2, 4, 6 e 8 horas respectivamente. Já 

as médias dos animais controles foram de 3.45 ± 0.12; 3.50 ± 0.20; 3.38 ± 0.17 e 

2.85 ± 0.10 µm para os intervalos de 2,4, 6 e 8 horas respectivamente (GRÁF. 2). A 

diferença entre os grupos controles e tratados foi significativa em todos os 

intervalos de tempo (P<0.0001), pelos testes ANOVA e Newman-Keuls. Não houve 

diferença significativa entre os grupos controles e entre os grupos tratados com 

veneno. 
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GRÁFICO 3- Mensuração da espessura da pele dos coelhos (µm) para 
quantificação do edema. Diferença estatística significativa 
(P<0.0001***), entre grupos tratados e controles em todos os 
intervalos de tempo pelos testes ANOVA e Newman-Keuls. 

 
 

5.2.2 Mensuração dos vasos sanguíneos  

Para a comprovação morfométrica da angiectasia dos vasos sanguíneos 

foram feitas medidas do diâmetro médio dos vasos. Os dados mostraram que o 

diâmetro médio dos vasos sanguíneos foi de 91.91 ± 5.89 µm, 101.7 ± 8.90 µm, 

109.80 ± 10.2 µm e 109.90 ± 9.42 µm para os intervalos de 2, 4, 6 e 8 horas 

respectivamente, dos animais injetados com veneno. Os animais controles 

apresentaram diâmetro médio de 50.97 ± 5.7 µm, 55.73 ± 6.4 µm, 57.61 ± 5.53 µm 

e 55.94 ± 5.45 µm para os intervalos de 2,4, 6 e 8 horas de injeção de PBS (Gráf. 

3). A diferença entre os grupos controles e tratados foi significativa em todos os 

intervalos de tempo (P<0.0001) pelos testes Kruskal-Wallis e Dunn’s. 
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GRÁFICO 04- Mensuração do diâmetro médio dos vasos sanguíneos. Diferença 
estatística significativa entre os grupos tratados  (T2h, T4h, T6h e T8h) e 
controles, pelo teste Kruskal-Wallis, ***P<0,001. 

 

 

5.2.3 Quantificação do infiltrado inflamatório e análise estatística 

A morfometria do infiltrado inflamatório mostrou médias de 28,61 ± 1,79 (2h), 

50,12 ± 1,63 (4h), 64,75 ± 1,82 (6h) e 105,2 ±1,53 (8h) após a injeção do veneno 

de L. similis. Já os animais controles apresentaram nos respectivos intervalos de 

tempo médias de: 0,77 ± 0,14 (2h), 2,5 ± 0,59 (4h), 1,67 ± 0,56 (6h) e 2,85 ± 0,89 

(8h) (GRÁF. 4). A diferença entre os grupos controles e tratados foi significativa em 

todos os intervalos de tempo (P<0.0001), pelos testes Kruskal-Wallis e Dunn’s. 
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Gráfico 05: Análise quantitativa da dinâmica do número de células do infiltrado 
inflamatório nos diferentes intervalos de tempo (2, 4, 6 e 8) horas 
após injeção do veneno. Diferença estatística significativa entre os 
grupos tratados e controles a partir de 2h de injeção, pelo teste 
Kruskal-Wallis e Dunn’s, ***P<0, 001. 

 
 

 

5.3 Apoptose no Endotélio  

 

 A partir de 2 horas de injeção do veneno, observou-se, em alguns vasos, a 

presença de células endoteliais contraídas, apresentando perda de adesão entre si 

e com a MEC (anoiquia), contendo núcleo retraído, carioteca irregular e cromatina 

condensada, caracterizando apoptose (FIG. 21). Adicionalmente, células 

endoteliais em apoptose estavam presentes na interface trombo-vaso a partir de 2 

horas de injeção (FIG. 22) 



64 

 

 

 

FIGURA 21 -Pele de coelho: (A) grupo controle- vaso sanguíneo- célula endotelial 

(seta preta); Grupo tratado- células endoteliais em apoptose (setas 

pretas indicando as células endoteliais perdendo a adesão com a 

parede do vaso e a condensação de cromatina): (B) e (C) - ver 

detalhes 2 h, (D) 4 h, (E) 6 h e (F) 8 horas após a injeção de 0,5 µg de 

Loxosceles similis, Coloração: azul de toluidina (cortes semi-finos), 

Barra=10 µm. 
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FIGURA 22 – Pele de coelho: (A) e (B) apoptose de células endoteliais na 

interface trombo-vaso (setas) 2 horas após a injeção de 0,5 µg de 

Loxosceles similis. Coloração: azul de toluidina (cortes semi-finos), 

Barra=10 µm. 

 

5.4  Marcação de heterófilos através da reação de imunoistoquímica 

 

 Através de seções de pele de coelhos injetados com veneno de L. similis 

submetidas às reações de imunoistoquimica para proteínas do citosol verificou-se o 

predomínio de heterófilos (FIG. 23). 

 
 

FIGURA 23 - Marcação de heterófilos via reação de imunoistoquímica para 
calprotectina. (A) Marcação positiva dos heterófilos em vermelho e 
(b) Infiltrado inflamatório heterofílico; Contra-coloração com 
hematoxilina. Barra=10 µm. 
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5.5 Identificação in situ da fragmentação do DNA segundo a técnica de 

TUNEL (Marcação in situ da fragmentação do genoma com transferase 

terminal de deoxinucleotídeo) 

 

No local da lesão provocada pela injeção de 0,5 µg de veneno de L. similis, 

observaram-se células endoteliais marcadas positivamente pela reação de TUNEL. 

Na pele dos animais controles o mesmo não foi constatado. Adicionalmente, havia 

células endoteliais com marcação positiva na interface trombo-vaso(FIG. 24 e 25). 

 

FIGURA 24 - Pele de coelho (A) controle (B), (C), (D) e (E) tratado com 0,5 µg de 

veneno de L. similis a partir de 2 horas de injeção de veneno, setas 
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indicando células endoteliais marcadas positivamente para as reações 

de TUNEL. Contra coloração com hematoxilina. Barra= 10 µm 

 

 

 

 

FIGURA 25- Pele de coelho (A) grupo controle; (B) e (C) grupo tratado 4 horas 
após injeção do veneno, setas indicando células endoteliais marcadas 
positivamente para as reações de TUNEL na interface trombo-vaso; 
Contra-coloração com hematoxilina, Barra= 10 µm 
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5.6  Reações de Imunoistoquímica para Bax 

 

 Células endoteliais de fragmentos de pele de coelho inoculadas com veneno 

de L. similis, com característica de apoptose apresentaram marcação positiva. As 

reações de imunoistoquímica qualitativas foram positivas para Bax, para as células 

endoteliais em apoptose (FIG. 26). Houve marcação positiva para Bax também na 

interface trombo-vaso (FIG.26). 

 

 

FIGURA 26 – Pele de coelho (A) 2h , (B) 4h , (C) 6 h e (D) 8 horas após injeção de 
veneno, setas indicando células endoteliais apresentando marcação 
positiva para as reações de Bax - Contra-coloração com hematoxilina. 
Barra= 10 µm 
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6 DISCUSSÃO  

 

No presente trabalho, a injeção intradérmica de 0,5 µg do veneno de 

Loxosceles similis em coelhos induziu uma lesão vermelho-arroxeada, quente, 

edemaciada e sensível ao toque, caracterizando um processo inflamatório agudo 

também descrito outros autores na fase inicial do loxoscelismo (FUTRELL et al., 

1992; RIBEIRO et al., 2007). A análise macroscópica da lesão 2, 4, 6 e 8 horas 

após a injeção experimental do veneno indicou que a área lesada aumentou 

diametralmente e se aprofundou com o passar do tempo, atingindo inclusive a 

musculatura dorsal do animal. Outros autores fazem menção ao que eles 

denominaram espalhamento gravitacional do veneno no loxoscelismo induzido por 

outras espécies de Loxosceles (FUTRELL, 1992; Da SILVA et al., 2004; SWASON 

& VETTER, 2006). Neste trabalho, o espalhamento do veneno pode ser inferido por 

meio da ampliação da lesão tanto diametralmente quanto em profundidade. De 

acordo com Da Silveira et al. (2006), a presença de hialuronidases no veneno, que 

degradam o ácido hialurônico e resíduos de sulfato de condroitina, pode estar 

relacionada à difusão radial da lesão. Tais enzimas atuariam também como um 

fator de disseminação sistêmica, facilitando a difusão de outras toxinas do veneno 

(Da SILVEIRA et al., 2006). 

O veneno de L. similis também apresenta propriedades biológicas e 

bioquímicas similares as dos venenos de L. gaucho e L. laeta (BÁRBARO et al., 

1994; BARBARO & MOTA, 1995). Adicionalmente, ele apresenta características 

similares ao de L. intermedia quanto ao perfil de bandas proteicas, diferindo apenas 

na intensidade de algumas bandas (SILVESTRE et al., 2005). Macroscopicamente, 

Silvestre et al., (2005) observou a habilidade da L. similis induzir dermonecrose em 

coelhos utilizando 10µg de veneno. No entanto, até o momento não relatos na 

literatura sobre a lesão histológica provocada pela L. similis.  

A injeção experimental intradérmica de veneno bruto de 0,5 µg de L. similis 

em coelhos resultou uma dermatite aguda fibrino-hemorrágica grave e miosite 

necrosante, onde se observam: edema, vasodilatação, infiltrado inflamatório 

predominantemente heterofílico, trombose, exsudação de fibrina, hemorragia, 
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necrose fibrinóide da parede vascular, além de necrose muscular. As lesões 

microscópicas foram similares àquelas observadas para as outras espécies de 

Loxosceles de importância médica (SMITH & MICKS, 1970; REES et al. 1981; 

STRAIN et al.1991; OSPEDAL et al, 2002). No entanto, os estudos que envolvem 

outras Loxosceles abordam a análise microscópica a partir de seis horas de injeção 

intradérmica do veneno loxoscélico em coelhos.  

Neste estudo foram realizadas análises morfométricas para que se pudesse 

acompanhar a progressão da lesão histológica e avaliar a significância estatística 

do edema, da vasodilatação e do infiltrado inflamatório presentes na lesão, já que 

há poucos estudos que envolvam esses fenômenos no loxoscelismo. A análise 

morfométrica do diâmetro médio dos vasos sanguíneos mostrou que a diferença 

estatística foi significativa (P<0,05) entre os animais tratadas e controles em todos 

os intervalos de tempo. Esses dados mostram que o veneno da L. similis possui 

ação vasodilatadora, já observada no loxoscelismo induzido por outras Loxosceles, 

ação que é intermediada pela histamina (RATTMANN et al., 2008; BARBARO et 

al., 2010). Vários autores utilizam a morfometria de vasos sanguíneos como 

ferramenta de estudo para a vasodilatação (BECK et al., 1984; TERAYAMA et al., 

1996; HOTTA et al., 2004). Alterações no calibre vascular começam logo após uma 

lesão que consequentemente levará a uma vasodilatação. Isso leva a um aumento 

no fluxo sanguíneo, que também foram observados macroscopicamente nos 

coelhos injetados com veneno de Loxosceles similis. A vasodilatação é 

rapidamente seguida por um aumento na permeabilidade vascular, que fará com 

que líquidos extravasem para o tecido extravascular. Esse extravasamento 

acentuado de fluidos e o seu consequente acúmulo no tecido intersticial causam o 

edema. O edema foi avaliado também morfometricamente através da mensuração 

da espessura da pele, que foi significativamente maior a partir de 2 horas de 

injeção com veneno de Loxosceles similis. Os presentes resultados são similares 

aos de Rattmann et al., (2008) que mostraram a ação vasodilatadora e o aumento 

de permeabilidade induzidos pelo veneno de L. intermedia em modelo de ratos.  

Adicionalmente, por meio da mensuração do infiltrado inflamatório mostra-se 

que ele aumenta progressivamente neste estudo a partir do intervalo de 2 horas se 

tornando muito intenso no intervalo de 8 horas. Outros autores também 

observaram infiltrado inflamatório intenso que aumentou com o passar do tempo 

http://pubget.com/search?q=authors%3A%22Yanna%20D%20Rattmann%22
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pela exposição ao veneno da L. laeta e L. intermedia (PATEL et al.,1994; 

OSPEDAL et al., 2002; ZANETTI et al., 2002). Os dados morfométricos aqui 

apresentados permitiram o acompanhamento da dinâmica do processo inflamatório 

que ocorre neste estudo desde 2 horas até 8 horas após a injeção de 0,5µg da do 

veneno bruto de L. similis. Com o decorrer do processo, a dermatite aguda fibrino-

hemorrágica ora observada progride para uma dermatite necro-ulcerativa de difícil 

cicatrização (FUTRELL, 1992). Os parâmetros morfométricos permitem tanto o 

acompanhamento da dinâmica do processo, como também auxiliam nos estudos 

relacionados ao tratamento ou à eficácia de soros. Ferramentas morfométricas já 

têm sido utilizadas nos estudos relacionados ao tratamento com soros anti-

loxoscélicos, como por exemplo, para avaliar se a soroterapia diminui o edema e o 

infiltrado inflamatório (BARBARO et al., 2010; MOURA et al., 2011; TAMBOURGI et 

al., 2005).  

Através do cultivo de células do cordão umbilical Tambourgi et al., (2005) 

mostraram que o veneno de L. reclusa ativa a célula endotelial que por sua vez 

induz ativação de neutrófilos os quais liberam enzimas. No presente estudo, apesar 

da análise do infiltrado inflamatório não ter sido diferencial, foi possível observar o 

predomínio de heterófílos, através de cortes semi-finos corados com azul de 

toluidina ou hematoxilina/eosina. O termo heterófilo ao invés de neutrófilo foi 

utilizado nos resultados deste estudo, pois no coelho e em outras espécies como 

cobaia, galinhas, répteis e aves, o heterófilo é funcionalmente análogo aos 

neutrófilos (TRINDADE, 1954, KOZMA et al.,  1974, SONG et al., 1994).  

No presente trabalho, foi possível observar também através de cortes semi-

finos a presença de células endoteliais com núcleo retraído, contendo carioteca 

com convoluções e cromatina condensada, compactada na carioteca (crescentes), 

caracterizando apoptose já no intervalo de 2 horas após a injeção intradérmica de 

0,5 µg veneno bruto de L. similis. Esses dados foram corroborados por meio da 

marcação positiva de células endoteliais na derme de animais do grupo tratado 

pela reação de TUNEL e das reações de imunoistoquímicas para Bax. Além disso, 

as células endoteliais em apoptose estavam presentes na interface trombo-vaso. A 

apoptose é um tipo de morte celular programada, ativa e altamente regulada por 

diversos genes dentre eles c-myc, bcl-2, p53 e ras (WYLLIE, 1992). Esse tipo de 

morte celular é caracterizado morfologicamente por uma retração celular, 
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condensação de cromatina e fragmentação de DNA promovida por endonucleases. 

A fragmentação in situ do DNA pode ser detectada através da técnica de TUNEL 

(TdT-mediated dUTP-biotin Nick end labeling).  

Estudos in vitro com cultivo de células endoteliais da aorta de coelhos, 

tratadas com veneno de L. intermedia, evidenciaram a perda de adesão entre as 

células e dessas com o substrato. Análises histológicas de secções da pele de 

coelho tratadas com veneno de L. intermédia, processadas para microscopia 

eletrônica de transmissão e avaliados 4 horas após a injeção do veneno mostraram 

que o veneno provoca degeneração da parede dos vasos e vacúolos no endotélio. 

O veneno tem efeito deletério tanto in vivo quanto in vitro removendo importantes 

constituintes relacionados com a adesão de células endoteliais (VEIGA et al., 

2001). Apesar das evidências morfológicas serem fortemente sugestivas de 

apoptose nos estudos de Veiga et al., (2001), as alterações sofridas pelas células 

endoteliais sob ação de venenos loxoscélicos nesse artigo não foram relacionadas 

com apoptose. Segundo Bombeie et al. (1997) as células endoteliais apoptóticas se 

tornam pró-coagulantes pelo aumento da expressão de fosfatidilserina e pela perda 

de componentes anticoagulantes da membrana. Dessa forma, as células 

endoteliais apoptóticas contribuem para o desenvolvimento de um estado pró-

trombogênico (BOMBELI et al., 1997). Esse é um dos possíveis fatores que 

contribuem para a formação do trombo no loxoscelismo cutâneo.  

 A formação de trombos é resultado da ativação patológica do processo de 

coagulação sanguínea, que ocorre quando existe alteração no fluxo, na 

hipercoagulabilidade do sangue ou quando existe lesão endotelial. No caso do 

loxoscelismo cutâneo, a formação do trombo está relacionada com a lesão no 

endotélio. As alterações endoteliais observadas no loxoscelismo se devem ao fato 

do veneno apresentar efeito direto sobre o endotélio, agindo tanto nas células 

endoteliais quanto na membrana basal subendotelial, estrutura de extrema 

importância para a integridade dos vasos (VEIGA et al., 2001a). Outro fator que 

poderia favorecer a trombose no loxoscelismo seria o desnudamento da superfície 

vascular em decorrência do processo de apoptose endotelial. Sabe-se que o 

desnudamento do endotélio pode ser causado por fluxo turbulento, espasmo 

vascular, vasoespasmo ou pelo aumento do apoptose das células endoteliais (XU 

et al., 2009).  Xu et al., (2009) provaram que há uma forte relação entre apoptose 
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endotelial, desnudamento do endotélio e trombose. Os mesmos autores mostraram 

que a descamação da placa ateromatosa via apoptose predispõe à trombose, 

consequência comum da aterosclerose. Assim, a ação direta do veneno de L. 

similis, ao conduzir à perda do revestimento vascular, permite o contato direto do 

sangue com o colágeno subendotelial com consequente adesão, agregação 

plaquetária e ativação da cascata de coagulação via intrínseca (MACKMAN et al., 

2007). 

Uma vez formados os trombos, segue-se o processo de necrose e 

ulceração, cuja extensão é variável, porém capaz causar as alterações 

características observadas no loxoscelismo cutâneo.   

Alguns estudos bioquímicos têm sido conduzidos e demonstram que a 

família de proteínas Loxtox causam grande parte das alterações dermonecróticas, 

hemólise, agregação plaquetária, aumento da permeabilidade e resposta 

inflamatórias (KALAPOTHAKIS et al., 2007).  

Com o presente estudo podemos concluir que os intervalos de tempo e a 

concentração do veneno (0,5 μg) ora utilizados, estão sendo relatados pela 

primeira vez através deste estudo. O presente trabalho caracteriza a potente ação 

do veneno de L. similis, mesmo com uma dosagem e tempo bem inferiores aos já 

descritos para outras espécies de Loxosceles (VEIGA et al., 2001;TAMBOURGI et 

al., 2005; PALUDO et al., 2006; MCGLASSON et al., 2007; RIBEIRO, 2007) já é 

capaz de causar lesão. Além disso, os tempos de injeção de veneno utilizados por 

diversos autores sempre foram superiores a 2 horas, já que os trabalhos não 

tinham como foco o estudo da apoptose das células endoteliais, nem a sua relação 

com a formação de trombos.  

Com base nos presentes dados pode-se concluir que a apoptose de células 

endoteliais, está envolvida com a formação dos trombos e consequente necrose e 

ulceração observados no loxoscelismo. Ao que tudo indica, a intensa inflamação 

que se segue é um fator que agrava a lesão podendo contribuir para o 

desenvolvimento da resultante úlcera de difícil cicatrização. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

● O veneno de L. similis induz apoptose de células endoteliais dos plexos 

dérmicos em coelhos.  

● A apoptose de células endoteliais contribui para a patogenia da trombose 

que se desenvolve no loxoscelismo experimental em coelhos induzido pelo veneno 

bruto de L. similis. 

● A proteína Bax participa da via apoptótica induzida pelo veneno bruto de L. 

similis em células endoteliais dos plexos dérmicos em coelhos. 
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