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RESUMO

Os acidentes envolvendo aranhas marron (Loxosceles sp) tornaram-se um problema de saude
publica no Brasil, principalmente no estado do Parana, o qual notifica grande nimero de acidentes
causados pelas picadas de aranhas do género Loxosceles, tendo, portanto, grande relevancia clinica.
O conjunto de sinais e sintomas da intoxicagdo € chamado de loxoscelismo, o qual é caracterizado
por lesdes dermonecréticas e disturbios sistémicos. O loxoscelismo sistémico é a forma mais rara, no
entanto, é causa de obitos por disturbios hematoldgicos e insificiéncia renal, principalmente. O
veneno de Loxosceles intermedia é composto por muitas proteinas com atividades diversas, sendo a
fosfolipase D a toxina mais estudada e caracterizada e uma das principais responsaveis pelos sinais
sistémicos da doencga. Atualmente ja foram clonadas, expressas e purificadas 5 isoformas, sendo que
a primeira delas (LIRecDT1) foi utilizada no presente trabalho. Atualmente, ndo ha estudos suficientes
que demonstrem o envolvimento do figado na forma sistémica da doenga, mesmo havendo relatos de
aumento das transaminases hepaticas em humanos apds o envenenamento. Sendo o figado o
principal 6rgao biotransformador do organismo e que se ajusta as necessidades metabdlicas em
condigcdes fisioldgicas e patologicas, e estando intimamente relacionado aos efeitos toxicoldgicos e
terapéuticos de toxinas e farmacos, é pertinente inferir que este 6rgao pode ser alvo do veneno de
Loxosceles, e que as alteragdes hepaticas poderiam comprometer o quadro clinico dos pacientes.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi investigar se o veneno e a toxina dermonecrética
recombinante LiRecDT1 induzem alteragbes bioquimicas morfoldgicas e metabdlicas em figado de
ratos Wistar machos tratados com 80 pg de veneno, toxina LiRecDT1 ou PBS. Apds 2, 4, 6 e 12
horas o sangue e o figado foram coletados. No plasma foram dosadas AST, ALT, LDH, yGT e uréia,
sendo que em 6 h apds a inoculagdo de veneno ou toxina as enzimas AST, ALT, e yGT sofreram
alteragdes significantes no grupo veneno e somente a ALT no grupo toxina. Os figados foram
submetidos a preparagbes para a coloragdo de hematoxilina e eosina, sendo que alteracoes
histologicas foram encontradas apés 6 e 12 h, principalmente no grupo veneno, que apresentou
hepatdcitos com tumefacao, células apoptoéticas e infiltrado de leucdcitos mono e polimorfonucleares
na regiao portal. Apos 12 h apresentou alto grau de esteatose. O grupo toxina apresentou alteragées
mais discretas nos mesmos tempos. A técnica de imunofluorescéncia com anticorpo especifico para
veneno ou toxina, mostrou-se positiva para os dois grupos tratados, em 6 e 12 h. Ocorreram também
alteragdes metabdlicas apds 6 h, demonstradas pela técnica de perfusdo monovascular em figado
isolado. A producédo de glicose e uréia a partir da alanina diminui nos animais tratados com o veneno,
sendo que tanto a gliconeogenése quanto a glicogénese sofreram alteragdes em animais em jejum e
alimentados. Esse conjunto de achados evidencia que o veneno tem agao hepatotoxica e que
fosfolipase D contribui para tal efeito, ndo sendo a uUnica responsavel pelo dano hepatico encontrado.

Palavras-chave: Aranha-marrom. Loxosceles intermedia. Loxoscelismo. Figado. Metabolismo.



ABSTRACT

The accidents with brown spiders (Loxosceles sp) became a public health in Brazil, mainly in Parana
State, witch has the greatest notification of Loxosceles accidents. The clinic manifestations of spider
intoxication are named loxoscelism, which is evidenced by dermonecrotic lesions and systemic
disturbs. The systemic loxoscelism is not the usual manifestation, but is the cause of dead in this
intoxication due the renal and hematological alterations. Loxosceles intermedia venom composition
includes many active proteins, like phosphatase D. This enzyme is the most studied and characterized
venom protein and is the responsible for systemic signals of loxoscelism. Until this moment, five
phosphatases isoforms were cloned and purified, but only the first one (LiRecDT1) was used in this
study. Despite the reports of increase hepatic transaminases levels in humans being with loxoscelism
and despite the liver enveloping in intoxications, there are not enough studies that make a correlation
between liver and Loxosceles venom. The aim of this study was to investigate if the venom and the
dermonecrotic recombinant toxin 1 (LiRecDT1) produce biochemical, morphological or metabolic
alteration in the rat liver. Wistar rats (n=5) were treated subcutaneously with 80 ug venom, 80 pg toxin
or buffer (PBS) and after 2, 4, 6 and 12 hours the blood and the liver were collected. AST, ALT, LDH,
yGT and urea were measured in plasma by spectrophotometric methods. The enzymes AST, ALT and
yGT showed significant elevation in the venom group 6 hrs after the treatment, but in the toxin group
only ALT was elevated. Collected livers were submitted to histological and immunofluorescent
preparation. After 6 and 12 hrs of treatment, the hepatocytes from the venom group were tumefacted
and apoptotic, and leucocytes infiltration in portal region was present. Additionally, a high degree of
steatosis was presented in 12 hrs. In the toxin group the liver histological alterations were more
discrete. At the same time, 6 and 12 hrs, the immunofluorescence was positive in both, venom or toxin
liver. Hepatic metabolism was modified 6 hrs after the treatment: the venom reduced the
gluconeogenesis and ureagenesis from alanine and the glycogenesis. These results make evident
that the Loxosceles intermedia venom is hepatotoxic and that LiRecDT1 toxin is responsible for part of
this effect, but alone this toxin is not able to reproduce the total venom hepatic lesions.

Key words: Brown spider. Loxosceles intermedia. Loxoscelism. Liver.
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1. INTRODUCAO

Os casos de envenamento por aranhas do género Loxosceles tornaram-se
muito comuns e estdo sendo considerados um problema de saude publica no Brasil
e em especial no Estado do Parana. Loxoscelismo é o termo utilizado para
descrever as lesdes cutdneas e sistémicas decorrentes do envenenamento por
aranhas do género Loxosceles. A manifestagao cuténea é a forma mais comum, no
entanto, 13% dos casos evoluem para a forma viscero-cutanea ou sistémica, na qual
se observam manifestagdes clinicas decorrentes de hemodlise intravascular como
anemia, petéquias, equimoses, ictericia e hemoglobinuria, que se instalam
geralmente nas primeiras 24 horas apds o envenenamento. Casos graves podem
evoluir para insuficiéncia renal aguda, que € a principal causa de Obito no
loxoscelismo (CHAIM et al., 2006), sendo que ha descricdo de elevagao nos niveis
séricos de uréia no loxoscelismo (LUCIANO et al., 2004; CHAIM et al. 2006), pois,
sendo a ureagénese um processo que ocorre essencialmente no figado a partir de
aminoacidos (arginina, alanina, glutamina...), a elevacéo de niveis plasmaticos de
uréia € indicativa de altas taxas de dissipacdo de nitrogénio e suprimento
diferenciado de compostos nitrogenados (CORBELO-PEREIRA et al., 2004), o que
pode ser a causa da azotemia no envenenamento por Loxosceles.

Outras manifestagdes clinicas e bioquimicas acometem pacientes com
loxoscelismo, como a bilirrubinemia e a elevacgéao significativa de transaminases, que
sao indicadoras da funcao hepatica. Entretanto, ha poucos dados na literatura
especializada que correlacionam o loxoscelismo com a fungdo hepatica, mesmo
sendo o figado o principal 6rgao biotransformador do organismo e que se ajusta as
necessidades metabdlicas em condi¢gdes fisioldgicas e patoldgicas, estando
intimamente relacionado aos efeitos terapéuticos e toxicoldgicos de farmacos e
venenos. Desta forma, € pertinente inferir que este 6rgao é alvo do veneno de
Loxosceles e que as alteragdes hepaticas poderiam comprometer o quadro clinico
dos pacientes.

Visando preencher essa lacuna acerca da interferéncia metabdlica no figado

apoés envenenamento por Loxosceles, é que foi realizado este estudo. Para tanto,



foram utilizadas  técnicas como perfusao hepatica monovascular,
imunofluorescéncia, histologia e analises enzimaticas, que esclarecerdo questdes
aventadas sobre o veneno e a toxina recombinante LiRecDT1 de Loxosceles em

figado, a fim de contribuir para o conhecimento da fisiopatogenia do loxoscelismo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

No Brasil, as picadas por aranhas do género Loxosceles vém sendo
reportadas desde 1891 e atualmente sdo consideradas um problema de saude
publica no sul do Brasil (DE SOUZA et al., 2007). O Parana é o Estado brasileiro que
notifica 0 maior numero de acidentes por aranhas Loxosceles no pais, sendo 595
picadas registradas entre 1988 e 1989, 923 em 1990 (RIBEIRO et al., 1993) e
20.699 acidentes entre 1993 e 2000, ou seja, 2.957 picadas por ano (MARQUES-
DA-SILVA & FISCHER, 2005). Em um estudo realizado no periodo de 1993 a 2000,
Curitiba e regido metropolitana foram responsaveis por 76% (15.655) dos casos de
acidentes por aranhas Loxosceles no Parana (MARQUES-DA-SILVA; SOUZA;
FISHER, 2006). A faixa etaria de 21 a 40 anos € a mais predisposta, e as mulheres
s&o mais acometidas por acidentes (68%) do que os homens (32%) (GUBERT,
2005). indices mostram que 23% das picadas por Loxosceles s&o na regido da coxa,
16,7% no tronco, 14% nos bracos e 13% na regido dos pés (Secretaria da Saude,
Curitiba, Parana, Brasil, 2002). A maioria dos acidentes acontece a noite, enquanto
as pessoas dormem e no momento de colocar as roupas, quando as aranhas se
sentem ameacgadas, pois diferente de outros artrépodos e ofidios, as aranhas do
género Loxosceles ndo apresentam comportamento agressivo, sendo os acidentes
provocados por compressao do animal sobre a pele (SUAREZ et al., 1971; LUCAS,
1988; FUTRELL, 1992). A maioria dos acidentes acontece quando a temperatura
ambiente se encontra elevada, ou seja, os meses onde ha uma maior prevaléncia de
loxoscelismo (FIGURA 1) sdo os de novembro a margo (Ministério da Saude do
Brasil, 2004; MARQUES-DA-SILVA; SOUZA; FISHER, 2006).
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FIGURA 1- Frequéncia de picadas por Loxosceles no Estado do Parana, 1993-2000.
FONTE: MARQUES-DA-SILVA; SOUZA; FISHER (2006)

No Parana estdo presentes quatro das sete espécies de Loxosceles
encontradas no Brasil (FIGURA 2): L. intermedia, L. laeta, L.gaucho e L. hirsuta
(MALAQUE et al., 2002).

Figura 1C - Loxosceles gaucho Figura 1D - Loxesceles hirsuta

FIGURA 2 - Mapas de distribuicdes das espécies do género Loxosceles por Municipios do Estado do

Parana.
FONTE- MARQUES-DA-SILVA & FISCHER (2005)



A espécie com maior percentual de exemplares (1.051- 65,1%) nas coleg¢des
consultadas por MARQUES-DA-SILVA & FISCHER (2005), foi a L.intermedia
(FIGURA 3), a qual foi também que apresentou a distribuicdo mais ampla pelo
Estado, tendo sido encontrada em todas as regides do Estado do Paran3,

abrangendo 50 municipios agrupados em 13 regionais de saude.

FIGURA 3 - Exemplar de Loxosceles intermedia.
FONTE-SILVA et al. (2004)

Nesses locais pode ser encontrada no intra- e peridomicilio. Estas aranhas
sao classificadas como oicofilicas sinantrépicas devido a adaptacdo a ambientes
residenciais, nos quais encontram boas condigdes para seu desenvolvimento,
suportando temperaturas que variam de 8 a 43°C (FISHER, 1994). Podem
sobreviver por periodos superiores a 200 dias sem alimento e quanto a
periculosidade, ambos os sexos sdo venenosos (FUTRELL, 1992).

O estudo da atividade biologica do veneno das trés espécies principais
presentes na regiao sul, mostrou que o veneno da L. intermedia € o mais letal (DLsg
0,48 mg/Kg), seguido da L. gaucho (DLsy 0,60 mg/Kg) e da L. laeta (DLsp 1,45
mg/Kg) (BARBARO et al., 1996). Outro resultado de um estudo realizado entre duas
diferentes espécies de Loxosceles, a intermedia e laeta, e entre o sexo destas
especies, revelou que a severidade do loxoscelismo depende em parte destes
quesitos, pois o veneno varia com o estagio oncogenético do desenvolvimento do
sexo das aranhas (ANDRADE, et al., 1999), mas o veneno de fémeas de ambas as

espécies possui maior toxicidade, dentre elas, o veneno da Loxosceles intermedia



mostrou ser mais letal do que a da L. laeta (FIGURA 4) (OLIVEIRA et al., 2005),
confirmando estudos anteriores. O veneno da L. intermedia em humanos parece ser
0 responsavel pelas manifestagdes mais severas do loxoscelismo (SEZERINO;
ZANNIN; COELHO, 1998).

1.5+

0.1+

0.51

LDso [mg/kg]

0.0
L. intermedia L. laela

FIGURA 4 - Toxicidade do veneno da Loxosceles. Varias doses de veneno de machos (barras claras)
e fémeas (barras escuras) de L. intermedia e laeta diluidos em PBS foram injetados
intradermicamente em camundongos. A DLsx, foi calculada através da anadlise de probitos avaliando as
mortes ocorridas em 48 h. Os resultados representam a média + desvio padrao.

FONTE: OLIVEIRA et al. (2005)

O veneno das fémeas possui maior concentragao de proteinas do que o de
machos, chegando a apresentar o dobro de proteinas (SWANSON & VETTER,
2006), fato que pode ser explicado devido as fémeas serem maiores em
comprimento e peso. Inclusive, a severidade de hemolises em eritrécitos humanos é
maior quando a fémea é a responsavel pelo envenenamento (OLIVEIRA et al.,
1999). Durante a picada de Loxosceles, sao injetados aproximadamente 65 a 100 ug
de proteina (DA SILVA et al., 2004), sendo assim, criangas e adultos com baixo peso
corporal acabam evoluindo mais rapidamente para a forma mais grave do
loxoscelismo, chegando a apresentar com certa frequéncia os efeitos sistémicos. No
entanto, este € um dado pouco confiavel, visto que estudos provaram que a
quantidade de veneno que é inoculada durante a picada depende de quanto a
aranha se sente ameacgada, pois ela tem a capacidade de variar a quantidade de
veneno conforme a gravidade da situagdo (SWANSON & VETTER, 2006).



2.1. Caracteristicas do Veneno de Loxosceles intermedia

O veneno loxoscélico € um liquido cristalino, que consiste essencialmente de
proteinas, as quais sdo produzidas por glandulas situadas no cefalotérax da aranha
que se comunicam com o exterior através do aparelho inoculador constituido por um
par de queliceras (MARTINEZ-VARGAS, 1987). O veneno é uma mistura de
proteinas de baixa massa molecular (5 — 40 KDa), na sua grande maioria (DA SILVA
et al.,, 2004), acidos nucléicos, aminoacidos livres, poliaminas neurotodxicas,
monoaminas e sais inorganicos. Sabe-se que a toxicidade do veneno é decorrente
do efeito combinado (efeitos toxicos sinérgicos) de todos os seus componentes
(GEREN et al., 1976). No entanto, ja foi demonstrado que as atividades nocivas do
veneno sao atribuidas a toxinas proteoliticas, que degradam fibrinogénio,
fibronectina e proteoglicanas, e rompem estruturas de membranas, resultando em
hemorragia local, lesdo cutanea, coagulacdo intravascular disseminada (CID) e
insuficiéncia renal (VEIGA et al.,, 1999; da SILVA et al., 2004, de SOUZA et al.,
2007), quadro que caracteriza as duas manifestacdes da doenca causada pelo
envenenamento.

Os mecanismos pelos quais o veneno provoca as suas manifestacoes estao
sob investigacéo. Varias toxinas tém sido identificadas e caracterizadas no veneno
loxoscélico, entre as quais se destacam a fosfatase alcalina, fosfohidrolase
ribonucleotidica, hialuronidase, serino-proteases, metaloproteases e fosfolipases D
(chamadas inicialmente de esfigomielinases D) (FUTRELL, 1992; FEITOSA et al.,
1998; VEIGA et al., 2000; da SILVA et al., 2004). A metaloprotease (20 a 28 kDa)
chamada de Loxolisina A apresenta efeito fibrinolitico e fibrigenolitico, e a Loxolisina
B, a qual € conhecida como metaloprotease gelatinolitica de 32 a 35 kDa, esta
associada com os efeitos necroticos e hemorragicos presentes no envenenamento
(FEITOSA et al.,, 1998; SANTOS et al.,2000; ZANETTI et al.,, 2002). A toxina
hialuronidase degrada &cido hialurbnico e residuos de condroitina em
proteoglicanas, e provavelmente poderia estar envolvida com as lesbes
dermonecroticas (a seguir descritas) e com o fator de espalhamento sistémico do
envenenamento (YOUNG & PINCUS, 2001).

TAMBOURGI et al. (1998) demonstraram que os efeitos locais e sistémicos



induzidos pela L. intermedia estdo associados a atividade da fosfolipase D, proteina
melhor caracterizada entre as diferentes espécies de Loxosceles (BARBARO et al.,
2005). Essas sao as proteinas que estdo em maior concentragdo no veneno
(CUNHA et al., 2003), e que s&o responsaveis pelos efeitos cutadneos e sistémicos
(TAMBOURGI et al., 1998). As fémeas de todas as espécies de Loxosceles exibem
uma maior atividade da fosfolipase D, ndo havendo variagdo entre as espécies
encontradas no Brasil (OLIVEIRA et al., 2005). Mais especificamente, as fosfolipases
do tipo D catalisam a hidrélise de esfingomielina, que € um dos maiores constituintes
da camada externa da membrana citoplasmatica, produzindo colina e 1-fosfato
ceramida. Estudos prévios demonstraram que a esfingomielinase D, como foi
denominada inicialmente, tem uma atividade de lisofosfolipase intrinsica para
lisofosfatidil colina. A hidrélise da lisofosfatidil colina para acido lisofosfatidico é
conhecida como uma indutora da agregacado plaquetaria, hiperpermeabilidade
endotelial e respostas inflamatérias (ANDRADE et al., 2006).

2.2 Manifestacf6es do Loxoscelismo

Loxoscelismo € o termo utilizado para descrever lesdes cutaneas e reagdes
sistémicas em consequéncia do envenenamento por aranhas do género Loxosceles
(MARTINEZ — VARGAS, 1987; RIBEIRO et al., 1993; DA SILVA et al.,, 2004). A
apresentacao clinica e a severidade do loxoscelismo dependem de varios fatores,
como a espécie da aranha, a quantidade de veneno inoculado, bem como a sua
concentragéo, o sexo, idade e estagio de desenvolvimento ontogenético da aranha
(BARRETO et al., 1985; SEZERINO et al., 1998; Ministério da Saude do Brasil,
1998; ANDRADE et al., 1999; OLIVEIRA et al., 1999), local da picada (areas de
tecido adiposo resultam em lesdes mais graves e evolugdo para escaras), idade do
individuo (casos de oObitos sdo mais freqientes em criangas) (SEZERINO et al.,
1998), o tempo até o atendimento médico (BARBARO et al., 1994) e fendtipo e
gendtipo do paciente (deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase).

Duas variantes clinicas podem ser bem definidas: o loxoscelismo cutaneo
(LC) e sistémico ou loxoscelismo viscero-cutaneo (LVC), os quais ocorrem em 83,3
e 16,7% dos casos, respectivamente (OLIVEIRA et al., 2005). No loxoscelismo

cutaneo, dor, edema e escaras necroéticas sao as manifestagdes predominantes



(BARBARO et al.,, 1992), sendo que o veneno pode romper as estruturas de
membrana, degradando-as (VEIGA et al.,, 2000), e no viscero-cutaneo, sao
observados hematuria, hemoglobinuria, faléncia renal, ictericia e febre (RESS et al.,
1988; FUTRELL, 1992; LUCIANO et al., 2004).

2.2.1 Loxoscelismo Cutaneo

As lesbes necréticas foram bem caracterizadas e descritas em 1954 (PAULI
et al., 2006). Quando um individuo é picado pela via intradérmica por uma aranha do
género Loxosceles, sao injetados aproximadamente 65 a 100 ug de proteina e
normalmente essa picada € pouco dolorosa e geralmente passa desapercebida pelo
paciente (DA SILVA et al., 2004). Os primeiros sinais que aparecem sao as lesdes
necroticas cutaneas (FUTRELL, 1992; APPEL et al., 2005). Logo apés a picada (2-8
horas), aparecem como sinais e sintomas comuns a dor, de moderada a severa, que
€ descrita como uma queimagao no local da picada (CHAIM, 2005) acompanhada de
eritema, inchago e coceira, € um acumulo de leucdcitos polimorfonucleares
(OSPEDAL et al., 2002; CUNHA et al., 2003). Apos 12 a 24 horas ha o aparecimento
de uma bolha hemorragica delimitada por um halo de tecido isquémico (DA SILVA et
al., 2004), que apds um a sete dias evolui para uma lesdo necrética de cor violeta
azulada, de dificil cicatrizacdo (BARBARO et al., 1994; ZANNETI et al., 2002). Apos
seis a oito semanas, a lesdo evolui para uma espécie de escara, progredindo para
ulcera. Podem surgir como consequéncia das lesdes cronicas, vasculite mediada por
leucdcitos, que pode produzir lesbes como a piodermite gangrenosa (RESS et al.,
1988; OSPEDAL et al., 2002), e infecgbes secundarias por microorganismos, como 0
Clostridium perfrigens, atuando de modo sinérgico e agravando as lesbes
dermonecréticas (MONTEIRO et al., 2002). Essa bactéria, entre outras, pode estar
presente nas queliceras da aranha no momento da picada e é inoculada juntamente
com o veneno (CHAIM et al., 2006).

A evolucido das lesdes acontece caso o individuo ndao procure um servico
médico para tratamento. Com a medicagao empregada e assisténcia médica dentro
de 12 horas ap6s a picada, as lesbes nao evoluem podendo desaparecer
brevemente.

O veneno da L. deserta induz a expressao do fator de crescimento endotelial



(VEGF) em queratindcitos humanos, sugerindo que o VEGF, pode contribuir para a
vasodilatagdo, edema e eritema observados no envenenamento por aranha marrom
durante a manifestacao cuténea (DESAI et al., 2000).

O veneno possui efeito deletério sobre o endotélio, removendo constituintes
como proteoglicanas e entactina, componentes envolvidos na adesdo de células
endoteliais e na organizagdo da matriz extracelular sub-endotelial (VEIGA et al.,
2001). O desenvolvimento de necroses na pele depende da presenga de leucdcitos
polimorfonucleares e do sistema complemento, que sao ativados pela interagao das
fosfolipases com a membrana celular (CUNHA et al., 2003). Em um estudo em que
foi utilizada apenas a fosfolipase D isoladas e purificadas, foi comprovado que
somente ela é capaz de proporcionar o influxo de neutréfilos e desta forma promover
a dissociacdo das fibras de colageno na derme (TAMBOURGI et al.,1998).
DOMINGOS et al. (2003) também demonstraram a importancia das fosfolipases nos
processos de proliferagdo e migragdo de neutréfilos, bem como na liberagdo de
citocinas. Estes dados revelam que essas proteinas sao as principais responsaveis
pelos sinais e sintomas do loxoscelismo cutaneo (TAMBOURGI et al., 2005).

Como o desenvolvimento do loxoscelismo depende da acdo combinada de
varias toxinas, outras contribuem para o aparecimento da doenga como a enzima
hialuronidase, a qual € responsavel pela propagagdo e aumento da gravidade da
lesdo na pele (HOGAN; BARBARO; WINKEL, 2004), ou seja, pelo espalhamento
gravitacional da les&o. Ainda, o conteudo gastrico das Loxosceles é composto por
proteases, capazes de clivar colageno, gelatinases, fibronectina, fibrina e elastina.
Esse conteudo gastrico é capaz de induzir necrose em modelos de coelhos, ndo
causando ulceragdes na pele, mas ha uma associagao dos componentes gastricos
com as fosfolipases, aumentando a atividade do veneno (SWANSON & VETTER,
2006).

Histopatologicamente, as lesdes necroticas s&o caracterizadas pelo acumulo
de polimorfonucleares dentro e ao redor das veias, e pelo extravasamento de
hemacias ao redor dos vasos, sugerindo uma perda da integridade vascular e dos
mecanismos de coagulagao extravascular (VEIGA et al., 2001; OSPEDALL et al.,
2002).
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2.2.2 Loxoscelismo Sistémico ou Viscero-cutaneo (LVC)

O loxoscelismo sistémico € menos comum que a forma cutanea, no entanto, é
a principal causa de 6bitos (OLIVEIRA et al., 2005). A descrigdo de casos letais de
pacientes acometidos por LVC é mais comum em criangas, principalmente até sete
anos (HOGAN; BARBARO; WINKEL, 2004; LUNG & MALLORY, 2000), em
pacientes diabéticos e imunodeprimidos. Eles revelam a presenca de polipnéia,
emese, palidez, ictericia, oliguria, hemoglobinuria, diarréia, vémitos, coagulopatias,
petéquias e acidose metabdlica severa (ZAMBRANO et al., 2005). Sinais e sintomas
como fraqueza, febre, nauseas, vOmito e convulsdes, sugerem que também ha
efeitos do veneno sobre o sistema nervoso central (FUTRELL, 1992).

O desenvolvimento do loxoscelismo sistémico pode ocorrer 24 a 72 horas
apés o envenenamento e o0s sinais e sintomas variam de acordo com a
susceptibilidade do individuo (TAMBOURGI et al.,, 1998) e devido a algumas
caracteristicas como a idade da aranha e do paciente (MALAQUE et al., 2002), além
de outros fatores ja descritos. Nas primeiras 24 horas apos a picada podem surgir
sintomas do quadro cutaneo-visceral que incluem astenia, febre, emese, cefaléia,
alteragdes sensoriais, insdnia e coma. As manifestagbes de maior gravidade incluem
alteragcdes hematoldégicas caracterizadas por anemia hemolitica, agregacéao
plaquetaria e, por consequéncia, trombocitopenia seguida de coagulagéo
intravascular disseminada e insuficiéncia renal (CHAIM et al., 2005), que sao as
causas principais de obito (HOGAN, BARBARO & WINKEL, 2004).

Deposicao do componente C3 do complemento foi detectada ao redor de
vasos sanguineos 1 a 2 horas apds a inoculagdo do veneno em camundongos
(TAMBOURGI et al., 2005). O veneno da Loxosceles intermedia induz a ativagcéo de
metaloproteinases enddgenas resultando na clivagem de glicoforinas da superficie
dos eritrocitos, fazendo com que a célula fique mais susceptivel a ativacdo da via
alternativa do complemento (TAMBOURGI et al.,, 2000; PEDROSA et al. 2002,
SWANSON &VETTER, 2006). As fosfolipases D presentes no veneno degradam
componentes dos eritrocitos diretamente, causando hemdlise, a qual também ocorre
pelo acumulo de leucdcitos polimorfonucleares que ativam o complemento e, ainda,

possuem acgao direta sobre as plaquetas causando a agregagao das mesmas
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(TAMBOURGI et al., 2000). A ativagcédo da via classica do complemento também é
um achado, que ocorre por meio da acdo das toxinas sobre as metaloproteinas
endogenas na superficie da membrana (OLIVEIRA et al., 2005).

DA SILVA et al., (2003) registraram alteragbes hematologicas decorrentes do
loxoscelismo, como a diminuicdo no numero de eritrocitos apos 10 dias de
administracdo de veneno em coelhos, além de depressdo de megacariocitos no
sangue periférico no inicio do envenenamento, correlacionando esse evento com a
trombocitopenia observada. Num estudo “in vitro”, o veneno provocou agregagao
plaquetaria e trombocitopenia, provocada pela fosfolipase D, e coagulagao
intravascular foi observada (FUTRELL, 1992; OSPEDAL et al.,, 2002). Reacgao
hemolitica tem sido observada em humanos e em eritrocitos suinos, e pode ser
caracterizada pela hemoglobinuria, coloragcdo escura da urina, niveis de
hemoglobina diminuidos no sangue periférico e aumento dos reticuldcitos. Em
coelhos, ratos e camundongos essa reagdo ndo ocorre, indicando que ha uma
variagdo na susceptibilidade animal (DA SILVA et al., 2003). O mesmo acontece
com as lesdes necroticas que sdo bem evidentes em humanos e coelhos, mas
acabam nao se manifestando em camundongos e ratos. A coagulagéo intravascular,
além de ocorrer nos vasos causando oclusado de veias e arteriolas, pode ocorrer nos
pulmbes, figado e rins quando o veneno & administrado sistemicamente em animais
(HOGAN, BARBARO & WINKEL, 2004).

Nas manifestagbes viscero-cutdneas, algumas caracteristicas clinicas e
laboratoriais podem ajudar a determinar a presenca e a severidade da doenga. O
envolvimento sistémico pode ser caracterizado pelo aumento dos niveis de
reticuldcitos, lactato desidrogenase (LDH), bilirrubina indireta, transaminases, uréia,
creatinina, creatina-quinase e pela diminuicdo da hemoglobina e do hematdcrito,
sendo que, clinicamente, a principal caracteristica é a presenca de febre e ictericia.
Bioquimicamente, a elevagdo dos niveis de creatinina, bilirrubina, uréia, LDH e
transaminases, sugerem alteragdes renais, que estdo bem definidas e comprovadas,
e alteragbes hepaticas, que requerem maiores estudos. Um estudo de dois casos
clinicos evidenciou as alteragdes laboratoriais mais comuns no loxoscelismo

sistémico conforme mostrado na tabela 1.
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TABELA 1: TESTES LABORATORIAIS REALIZADOS NA ADMISSAO DE DOIS PACIENTES COM
LOXOSCELISMO SISTEMICO: 48 HORAS (CASO 1) E 6 HORAS (CASO 2) APOS O
ENVENENAMENTO.

Caso 1 Caso 2 Valores normais
Hemoglobina (g/dl) 3.9 9,5 12-16
Hematdcrito (%) 7,0 24,0 35-47
Leucécitos (mm?) 32400 58900 5000-10000
Plaquetas (mm?®) 299000 110000 140000-450000
Reticuldcitos (%) 4,4 2,2 0,5-1,5
Uréia (mg/dl) 194 72 10-45
Creatinina (mg/dl) 6,4 1,2 0,6-1,4
LDH (U/L) 15317 9158 21-423
AST (U/L) 253 297 10-30
ALT (U/L) 180 98 10-36
Bilirrubina conjugada (mg/dl) 1,6 1,6 Inferior a 0,4
Bilirrubina nao conjugada (mg/dl) 6,4 9,5 0,1-0,6

FONTE: FRANCA; BARBARO; ABDULKADER (2002)

Os pacientes acometidos pelo loxoscelismo podem apresentar efeitos
nefrotdxicos, que podem ser o reflexo de disturbios hematolégicos (FRANCA,;
BARBARO; ABDULKALDER, 2002; FUTREL, 1992; LUNG & MALLORY, 2000). O
efeito hemolitico contribui para a lesdo renal devido a presenca de hemoglobina livre
precipitada ao longo do néfron, a qual poderia retardar o fluxo do fluido tubular
produzindo uma resposta patolégica representada pela reducdo da filtragao
glomerular e desencadeando a insuficiéncia renal aguda (COUTINHO, 1996).
CHAIM et al. (2006) demonstraram que o0 veneno e a toxina recombinante da
fosfolipase D, (LiRecDT1) possuem efeito direto sobre a fungdo renal, podendo
ocorrer deposigao das toxinas do veneno ao longo das estruturas renais, como nas
membranas basais, e isto poderia explicar a lesdo epitelial celular, hialinose
(degeneragao hialina do colageno), proteinuria e o dano nas células tubulares
(LUCIANO et al., 2004), comprovando que nao ocorrem danos renais somente por
consequéncia da hemdlise intravascular. Ainda, o veneno da L. intermedia apresenta
muitas proteases, que possuem a habilidade de degradar constituintes de
membrana, resultando em perda da integridade da membrana basal e como
consequéncia a perda da membrana glomerular. Biépsias renais de camundongos

tratados com o veneno da L. intermedia revelaram a presenca de eritrocitos na
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