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2) Resumo 

As aranhas do gênero Loxosceles, conhecidas como aranhas marrons,  são animais 

cosmopolitas que causam  o quadro clínico oriundo da picada de aranha mais grave do país, o 

loxoscelismo. Essa picada ocorre devido a compressão do animal contra o corpo, se 

desenvolvendo em duas possíveis formas, o loxoscelismo cutâneo, onde os sintomas ocorrem 

no local da picada, e o loxoscelismo sistêmico, que é quando a ação do veneno se infiltra para 

os órgãos internos. O veneno das aranhas marrons é composto por várias enzimas de ações 

peptídicas como as proteases, se destacando também as fosfolipases-D e as hialuronidases. As 

fibras conjuntivas se dividem em colágenas, reticulares e elásticas, possuindo a função de dar 

sustentabilidade e elasticidade à pele. O objetivo principal deste trabalho foi o estudo dos efeitos 

da fosfolipase-D recombinante (LiRecDT1) da aranha Loxosceles intermedia sobre fibras 

elásticas, para isso, foram utilizadas amostras de pele de coelho tratadas com esta toxina por 



vinte e quatro horas. As amostras foram emblocadas em parafina e coradas pela técnica de 

coloração Fucsina Resorcina. Foram observados edema, desorganização das fibras elásticas e 

resposta inflamatória. Sugere-se que a desorganização do tecido e especialmente das fibras 

elásticas possa estar relacionada com estes efeitos e não diretamente pela atividade catalítica da 

fosfolipase-D. 

3)Introdução 

3.1)Biologia das aranhas 

As aranhas são artrópodes pertencentes à classe Arachnida e a ordem  Araneae, 

desempenham papéis ecológicos muito importantes nos ambientes em que vivem, contudo 

podem acabar causando acidentes graves, sendo um problema de saúde pública chamado 

araneísmo (Barbosa, Da Silva Nunes e Amador,  2017; Benedet et al., 2021). Nos dias de hoje, 

possuem 52314 espécies  presentes dentro de 4396 gêneros e 134 famílias (World Spider 

Catalog 2024, versão 25.5).  São animais exclusivamente predadoras, tendo como presas 

principalmente outros artrópodes, porém, existem registros de predação de pequenos 

vertebrados (Cotes et al, 2018; Nyffeler e Altig, 2020). 

A morfologia das aranhas é separada em duas partes, o prosoma e o opistossoma. O 

prosoma é a região a qual é responsável por realizar funções como a predação e locomoção, 

sendo nesta divisão que está localizado o cérebro, as pernas, os pedipalpos e a quelíceras ligadas 

a glândulas de veneno. Já o opistossoma é a parte onde se tem o sistema respiratório, excretor, 

digestivo e reprodutor das aranhas (Mariano-Martins, Lo-Man-Hung e Torres, 2020; Lüddecke 

et al, 2021). 

Segundo Brazil et al (2009), a Organização Mundial da Saúde considera apenas quatro 

gêneros de importância médica, sendo eles : Latrodectus Walckenaer 1805; Atrax Cambridge 

1877; Phoneutria Perty 1833; e Loxosceles Heinecken & Löwe 1835. No Brasil, temos a 

incidência dos gêneros Latrodectus, Phoneutria e Loxosceles, sendo respectivamente 

reconhecidos pelos seus nomes populares Viúva-negra, Armadeira e Aranha Marrom (Santana 

et al, 2020). 

3.2) Gênero Loxosceles 

As aranhas do gênero Loxosceles são conhecidas como aranhas marrom, sendo animais 

cosmopolitas, pequenas, com 1 centímetro de comprimento e três centímetros de diâmetro, não 



são agressivas, sendo a causa de seus acidentes a compressão da aranha contra o corpo (Aguiar 

et al, 2021; Da Justa et al, 2023). 

Esse gênero pertence a família Sicariidae Keyserling, 1880, contendo 149 espécies, 

sendo 21 delas presentes no Brasil  (World Spider Catalog 2024, versão 25.5). Segundo o site 

World Spider Catalog, as espécies de aranha que tem incidência no Brasil são: 

 

Aranhas Loxosceles do Brasil 

Loxosceles adelaida Gertsch, 1967 

Loxosceles amazonica Gertsch, 1967 

Loxosceles anomala(Mello-Leitão, 1917) 

Loxosceles bodoquena Bertani & Gallão, 2024 

Loxosceles boqueirao Bertani & Gallão, 2024 

Loxosceles cardosoi Bertani, von Schimonsky & Gallão, 2018 

Loxosceles carinhanha Bertani, von Schimonsky & Gallão, 2018 

Loxosceles chapadensis Bertani, Fukushima & Nagahama, 2010 

Loxosceles ericsoni Bertani, von Schimonsky & Gallão, 2018 

Loxosceles gaucho Gertsch, 1967 

Loxosceles hirsuta Mello-Leitão, 1931 

Loxosceles immodesta (Mello-Leitão, 1917) 

Loxosceles intermedia Mello-Leitão, 1934 

Loxosceles karstica Bertani, von Schimonsky & Gallão, 2018 

Loxosceles laeta (Nicolet, 1849) 

Loxosceles muriciensis Fukushima, de Andrade & Bertani, 2017 

Loxosceles planetaria Bertani & Gallão, 2024 

Loxosceles puortoi Martins, Knysak & Bertani, 2002 

Loxosceles similis Moenkhaus, 1898 



Loxosceles troglobia Souza & Ferreira, 2018 

Loxosceles willianilsoni Fukushima, de Andrade & Bertani, 2017 

 

Tabela 1. Aranhas do gênero Loxosceles presentes no Brasil, tabela realizada com 

dados obtidos do site World Spider Catalog (25.5).0 

 Esses animais vivem em ambientes secos e escuros, tendo se adaptado muito bem ao 

meio urbano por conta do mesmo simular o cenário em que essas aranhas vivem na natureza 

(Fisher e Amaral, 2023). No seu ambiente natural, esses artrópodes residem em fendas, 

aberturas em rochas, restos de plantas, cascas de árvores, serapilheira, torrões de terra e grutas, 

o que é bem artificializado por ação antrópica, como telhas, tijolos, caixas de papelão, tábuas 

de madeira, quadros, fendas formadas pela madeira ou rodapé e roupas (Ferrari et al, 2023; 

Fisher, 2022;) 

3.3) Loxoscelismo 

O loxoscelismo é a forma mais grave de araneísmo do Brasil, a maior incidência destes 

acidentes pertencem à região Sul e Sudeste do país, tendo a maioria dos casos com ocorrência 

no Paraná (Silveira e De Souza, 2017; Benedet et al, 2021;).  O acidente acontece nas regiões 

cobertas do corpo, como tronco, coxas, braços e pernas, por conta da aranha se esconder nas 

roupas ou roupas de cama e ao ser pressionada, acaba realizando a picada( Da Silva Rocha et 

al, 2021; Faria et al 2021). As espécies de aranha marrom que mais causam acidentes na 

América Latina são as Loxosceles intermedia, Loxosceles gaucho e a Loxosceles laeta, tendo o 

soro anti loxoscélico (SALox) feito a partir do veneno dessas três espécies (Petri et al, 2021; 

Ferrari et al, 2023).   

Essa forma de araneísmo se destaca das demais  por conta de ser a única a apresentar 

a dermonecrose (De Carvalho et al, 2005). A picada da aranha pode ocasionar duas formas 

diferentes, o loxoscelismo cutâneo e o loxoscelismo sistêmico, também conhecido como 

cutâneo-visceral (Haas et al, 2013; Baía, Andena e Coutinho, 2023;). A forma cutânea é a mais 

comum, se tratando dos sintomas desenvolvidos no local da picada, sendo eles edema e eritema, 

que acabam, por sua vez, progredindo para uma lesão dermonecrótica (Aguiar et al, 2021; Da 

Silva Rocha et al, 2021;). A forma sistêmica ocorre quando o veneno se infiltra para os órgãos 

internos, causando danos principalmente em crianças, gestantes e/ou pessoas com baixa 



imunidade, com uma série de sintomas, como febre, hemólise intravascular, insuficiência renal, 

anemia hemolítica e trombocitopenia (Rosen et al, 2012; Gremski et al, 2022; De Assis Santos 

et al, 2023). 

3.4) Veneno loxoscélico 

Seu veneno se trata de um líquido de aspecto cristalino de baixa massa molecular, 

sendo constituído por várias toxinas com atividade enzimática, entre elas destacam-se: as 

fosfolipases-D, serino-proteases, metaloproteases, hialuronidases, TCTP (Translationally 

Controlled Tumor Protein), e peptídeos inseticidas (Chaim et al, 2011(A); Souza e Machado, 

2017; Gremski et al, 2021).  

As fosfolipases-D, são as proteínas mais estudadas e caracterizadas do veneno 

loxoscélico, sendo as responsáveis pela maioria das complicações causadas pelo acidente com 

essas aranhas, como hemólise, agregação plaquetária e a dermonecrose, sendo, em resultante 

disso, também conhecidas como toxinas dermonecróticas (Fingermann et al, 2020; Gremski et 

al, 2020) . O alvo das fosfolipases-D são as membranas celulares, tendo como principal 

atividade degradar a esfingomielina, gerando colina e ceramida-1-fosfato, o que inicialmente a 

deu o nome de esfingomielinases-D. Contudo, atualmente, temos a ciência de que essa toxina 

se expande para a bicamada fosfolipídica celular toda, clivando um amplo espectro de lipídios, 

como lisofosfatidilcolina, glicerofosfolipídios, lisofosfatidiletanolamina, lisofosfatidilinositol, 

lisofosfatidilserina,  fator de agregação plaquetária e ácido fosfatídico cíclico, sendo conhecidas 

atualmente como Fosfolipases-D (Vuitika et al, 2016; Da Silva et al, 2021; Antunes, et al, 

2022;  De Freitas Netto et al, 2022; Chaves-Moreira et al, 2023). 

As hialuronidases são uma família de toxinas presentes em diversos venenos do reino 

animal, fazendo parte da composição do veneno de serpentes, escorpiões, vespas e abelhas. 

Estas toxinas atuam como um fator de espalhamento gravitacional, podendo assim potencializar 

a ação de outros componentes do veneno. Isso ocorre por meio da lise do ácido hialurônico, o 

principal constituinte da matriz extracelular de vertebrados, condroitin sulfato e dermatan 

sulfato, fazendo com que a matriz extracelular se desmanche, facilitando a difusão do veneno 

(Ferrer et al, 2013; De-Bona et al, 2021; Gremski et al, 2021). 

As proteases são uma família de toxinas que se dividem em dois tipos, as 

serinoproteases e as metaloproteases. As serinoproteases possuem atividade gelatinolítica, 



podendo servir de amplificador para outras toxinas devido a sua ação na matriz extracelular 

(Chaim et al, 2011; Oliveira-Mendes et al, 2020; Gremski et al, 2021). No grupo das 

metaloproteases, temos as Loxolisinas A, as Loxolisinas B e as metaloproteases da família das 

astacinas. As Loxolisinas A possuem massa molecular de 20-28 KDa, tendo atividade 

fibronectinolítica e fibrinogenolítica., já as Loxolisinas B possuem 32-35 KDa e possuem 

atividade gelatinolítica (Gremski et al, 2021; De Freitas Netto et al, 2022; Medina-Santos et al, 

2022). As metaloproteases da família das astacinas são conhecidas com LALP ( Loxosceles 

Astacin-like Protease) são enzimas dependentes de zinco, com propriedades gelatinolíticas, 

fibronectinolíticas e fibrinogenolíticas (Chaim et al, 2011(A); Gremski et al, 2021).   

Como já vimos anteriormente, as toxinas destas aranhas têm capacidade de degradar 

componentes da matriz extracelular, contudo, a atuação nas fibras conjuntivas ainda não é um 

tópico muito abordado. 

3.5) Fibras conjuntivas 

As fibras conjuntivas são estruturas oriundas do principal constituinte da matriz 

extracelular, os fibroblastos, tendo como função dar sustentabilidade e elasticidade para o tecido 

conjuntivo do órgão à qual estão inseridos, sendo separadas em fibras colágenas e fibras 

elásticas (Ambrósio et al, 2014; Wlaschek et al, 2021; Da Silva et al, 2024). 

As fibras colágenas são aquelas responsáveis por oferecer resistência e 

sustentabilidade, formando um arcabouço estrutural para a matriz extracelular. As fibras 

colágenas são formadas pela proteína denominada colágeno, sendo esta a proteína com maior 

fartura no corpo, compondo 90% da matriz extracelular, 75 % do peso seco da pele e 30 % 

de  todas as proteínas humanas (Schroeder et al, 2020; Huang et al, 2021). A maior importância 

do colágeno está no tecido da pele, onde ele atua servindo para a manutenção e regeneração da 

mesma, oferecendo resistência a forças tensoras (Oliveira, Da Silva e Pinto, 2021; Pfisterer et 

al, 2021). 

As fibras elásticas são as responsáveis pela elasticidade dos tecidos as quais estão 

inseridas, por conta disso, são mais predominantes em órgãos que necessitam de elasticidade 

para funcionarem eficientemente, como os pulmões, vasos sanguíneos, bexiga, ligamentos, 

tendões e o foco deste trabalho, a pele. As fibras elásticas são formadas principalmente por 

elastina (aproximadamente 90% da composição dessa fibra), altamente hidrofóbica, a qual 



compõe seu núcleo, e por microfibrilas abundante em fibrinas (Theocharis et al, 2016; Heinz, 

2021; Schmelzer e Duca, 2022; Halsey et al, 2023). 

3.6) Justificativa 

A funcionalidade das toxinas loxoscélicas nos mais variados tecidos ainda é um 

ambiente um tanto inóspito, o que acaba por gerar várias lacunas no conhecimento em cima 

deste tão vasto assunto. O presente trabalho visa ser uma forma expandir o conhecimento sobre 

os efeitos das toxinas destes aracnídeos nas fibras conjuntivas, com um maior enfoque nas fibras 

elásticas. 

 

4) Objetivos 

4.1) Objetivos gerais   

•  Avaliar por diferentes técnicas de coloração os efeitos da fosfolipase-D recombinante 

de L. intermedia na pele de coelhos. 

4.2) Objetivos específicos  

• Observar os efeitos das fosfolipases-D loxoscélicas na organização das fibras fibras 

elásticas na pele de coelhos; 

• Comparar os dados obtidos com outros de pesquisas anteriores realizados pelo grupo ou 

descritos na literatura; 

• Estudar comparativamente e buscando verificar se existem relações entre os danos 

observados nas diferentes fibras conjuntivas na epiderme de coelhos; 

5) Material e métodos 

Para esta pesquisa, foi feito o uso de amostras de pele de coelho já emblocadas em 

parafina, tratadas por 24 horas com fosfolipase-D recombinante de Loxosceles intermedia 

(LiRecDT1), obtidas anteriormente por projeto de pesquisa interinstitucional, realizados em 

parceria com Universidade Federal do Paraná (UFPR). As amostras foram reaproveitadas pelo 

grupo da UEPG e coradas por diferentes métodos de coloração histológica com a finalidade de 



observar a localização e a integridade das fibras conjuntivas, das células, além da organização 

tecidual. 

O projeto interinstitucional foi aprovado pelo comitê de ética e de biossegurança 

emitido pela UFPR. Na Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), Bloco M, no 

Laboratório de Técnicas Histológicas (M60), os tecidos emblocados em parafina foram 

cortados em micrótomo na espessura de 15 um e posteriormente corados. A parafina foi 

inicialmente removida dos cortes com banhos de xilol e para este trabalho os cortes foram 

corados de acordo com a técnica de Fucsina Resorcina onde foi possível  observar as fibras 

elásticas pela sua especificidade em corar os componentes do sistema elástico; 

 Os resultados obtidos de três amostras de cada variável foram analisados por escores 

de 0 a 3 quanto a organização das fibras elásticas (0 = tecido conjuntivo preservado, sem danos 

observáveis pela técnica; 1 = tecido conjuntivo com poucas alterações; 2 = fibras 

desorganizadas; 3 = fibras conjuntivas bastante alteradas). Para análise estatística dos dados 

obtidos de forma semi-quantitativa foi utilizado o modelo não paramétrico de Kruskal-Wallis. 

O nível de significância adotado foi de 5% ou seja, quando p͔<0,05 as diferenças foram 

consideradas significativas. 

  

6) Resultados 

Os resultados obtidos das amostras de pele de coelho tratadas com a toxina loxoscélica 

recombinante LiRecDT1 na concentração de 10µg/mL por 24 horas e coradas pela técnica de 

fucsina resorcina mostraram uma desordem nas fibras elásticas da pele do animal exposto, além 

disso, também foi observado uma intensa infiltração leucocitária muito marcante no animal 

submetido ao tratamento com esta toxina (Figura 1D). 



  

Figura 1. Pele de coelhos tratadas com a fosfolipase-D recombinante de L. intermedia 

(LiRecDT1) e coradas pela técnica de Fucsina Resorcina. Imagens A e B mostram o controle 

negativo (PBS). As imagens C e D mostram a pele submetida às toxinas loxoscélicas (LiRecDT1), 

nas concentrações de 10µg/mL por 24 horas. A e C no aumento de 200x, B e D  aumento de 400x.. 

A seta apontada nas imagens A, B e C evidenciam as fibras elásticas, algo que é impossível de ver na 

imagem D, porém é possível visualizar nesta imagem a resposta inflamatória do animal, por meio da 

presença das células de defesa. 

 

Estudos anteriores realizados pelo grupo mostraram que pela coloração de Tricrômico 

de Mallory, foi possível perceber uma degradação das fibras colágenas, além de uma visível 

deterioração do tecido conjuntivo, com várias falhas na sua composição e espaços indicativos 

de edema, além disso,  presença intensa de hemácias indicando hemorragia local além de outras 

células relacionadas a processos inflamatórios (Figura 2).  



 

Figura 2.  Pele de coelhos tratadas com a fosfolipase-D recombinante 

de L. intermedia (LiRecDT1) e coradas pela técnica de Tricrômico de . 

Imagens A e B mostrando o controle negativo (PBS), C e D amostras 

submetidas à concentrações de 10µg/mL da toxina loxoscélica 

LiRecDT1  por 24 horas. Na imagem C, a seta indica a deterioração de um 

vaso  sanguíneo, na figura D a seta mostra a degradação das fibras 

colágenas. Imagens A e C  aumento de 200x, imagens B e D  aumento de 

400x (Imagens não publicadas, obtidas por Mariana Mataruna). 

 

 

 A análise das amostras mostrou resultados altamente significativos quanto a 

desorganização das fibras elásticas causadas por LiRecDT1 após 24 horas de tratamento (Figura 



3).  Essa desorganização ocorreu mais frequentemente na derme reticular nas áreas onde foram 

observadas a resposta inflamatória e edema. 

 

Figura 3. Análise semi-quantitativa do efeito da fosfolipase-D 

recombinante de L. intermedia (LiRecDT1) sobre as fibras elásticas. 

Os dados mostraram a desorganização das fibras elásticas como 

consequência do tratamento com LiRecDT1 por 24 horas.  A 

significância foi definida como  p<0,05. 

 

 

7) Discussão 

 

A pele é composta por três camadas, sendo da mais superficial para a mais profunda, 

epiderme, derme e hipoderme. A derme é a região onde abriga as fibras conjuntivas, sendo 

dividida em derme papilar, região mais externa da pele contendo fibras colágenas frouxas e 

fibras elásticas finas, e derme reticular, contendo fibras de colágeno mais firmes e fibras 

elásticas mais grossas (Kanitakis, 2002; Khavkin e Ellis, 2011). A análise do trabalho foi feita 

na região da derme reticular de coelhos, sendo observado que a fosfolipase D recombinante de 

L. intermedia (LiRecDT1) foi capaz de desorganizar o sistema elástico, o mesmo foi observado 



por GREMSKI et al (2020) com as fibras colágenas, sendo este novo achado mais uma das 

várias propriedades lesivas que essa substância possui na pele. 

 

 O estudo dos efeitos em fibras colágenas é bastante presente na literatura, Chaim et 

al(B) (2011)  Vuitika et al (2013), Chaves-Moreira et al (2017), da Silva et al (2021), Antunes 

et al (2022),  Rodrigues et al (2024) são alguns dos artigos que acabaram por analisar a 

desorganização das fibras de colágeno na pele de coelhos. Os métodos utilizados nos  trabalhos 

citados assemelham-se a este, no entanto, a técnica de coloração utilizada para confecção das 

lâminas foi de Hematoxilina e Eosina (HE), não sendo observado o desarranjo das 

fibras  elásticas na pele. Todavia, o material de Mataruna e colaboradores (2021),  analisou os 

efeitos das fosfolipases-D no arranjo das fibras colágenas utilizando a técnica histológica de 

Tricrômico de Mallory (figura 2), sendo esta técnica mais funcional para para a visualização de 

fibras colágenas e musculares. Este trabalho difere completamente dos supracitados no que diz 

respeito a observação de possíveis alterações no sistema elástico e ao emprego da técnica 

histológica, sendo utilizado fucsina resorcina, a qual é indicada para visibilidade das fibras 

elásticas. Além da desorganização evidente das fibras colágenas foi observada resposta 

inflamatória na região onde a fosfolipase-D LiRecDT1 foi injetada. Tal resposta inflamatória 

também foi observada em pele de coelhos tratados com LiRecDT1 H12A, uma fosfolipase-D 

mutada cuja alteração na sequência de aminoácidos do sítio catalítico inativa a atividade 

enzimática de LiRecDT1, no entanto, não causa dermonecrose Chaim et al (B) (2011). Mesmo 

não possuindo atividade catalítica, a enzima foi capaz de desencadear resposta inflamatória e 

desorganizar o tecido (dados não mostrados). Desta forma, pode-se sugerir que a fosfolipase-D 

é capaz de alterar a estrutura do tecido conjuntivo possivelmente como resultado da resposta 

inflamatória causada tanto por LiRecDT1 quanto por LiRecDT1 H12A. Portanto, os danos 

observados nas fibras elásticas, provavelmente não dependem diretamente da atividade 

catalítica da enzima sobre as fibras elásticas, mas indiretamente como consequência da resposta 

inflamatória e do edema causado por esta toxina. 

O trabalho apresentou diversas limitações, o simples fato de ser pioneiro na análise 

dos efeitos de fosfolipase-D loxoscélicas sobre o sistema elástico trouxe complicações por 

conta da inexistência de artigos para análise e comparação de resultados e discussões. Além 

disso, a padronização da técnica e metodologia empregados. No que diz respeito ao material, 

as amostras são difíceis de conseguir, especialmente por serem realizados experimentos com 

coelhos e  falta de espaço para a manutenção e experimentos com este tipo de animal na UEPG, 



além disso, todas as toxinas serem produzidas pela UFPR o que dificulta a repetição e aumento 

do número de amostras para a realização mais ampla dos resultados.  

Quanto à metodologia, a espessura grossa dos cortes (necessário para conseguir 

visualizar as fibras elásticas) os fazia se soltarem muito facilmente da lâmina durante as fases 

de desparafinização, lavagem e desidratação e coloração. Este empecilho foi onipresente em 

toda a obtenção de resultados, tornando a coloração um trabalho árduo, onde não se tinha 

certeza se o material chegaria até a fase final e cobertura com lamínula.  

A visualização do sistema elástico na pele tratada por fosfolipases-D de aranhas 

marrons nunca havia sido feita, sendo esta pesquisa algo inédito na literatura. A importância 

desta pesquisa está relacionada com o conhecimento do dano causado, podendo possibilitar 

para a medicina novos conhecimentos que futuramente poderão direcionar um tratamento novo 

para esta lesão e buscar melhorias no processo de cicatrização. Algumas sugestões para 

possíveis pesquisas futuras seria deixar a fosfolipase-D atuando por mais tempo como, por 

exemplo: 48, 72 horas ou 5, 10, 15, 20 e 30 dias, a fim de analisar se a atuação da LiRecDT1 

em fibras elásticas se expande para as regiões mais próximas da epiderme ou se tem atuação no 

processo de reparação e cicatrização da ferida dermonecrótica. 

 

8)Conclusão 

O estudo dos efeitos das toxinas do veneno de aranha marrom sobre as fibras 

conjuntivas ainda possui grandes lacunas no conhecimento, especialmente quando observamos 

as fibras reticulares e elásticas. As fosfolipases-D são capazes de desorganizar tanto as fibras 

colágenas quanto as fibras elásticas, porém, essa desorganização pode não ter sido relacionada 

com a atividade dermonecrótica em si, mas sim com a resposta inflamatória, edema e eritema 

que a picada causa. Para uma melhor compreensão seria interessante aumentar o tempo de 

tratamento dessas toxinas na pele, visando observar a evolução dos danos em todas as regiões 

da pele e não apenas na região onde ocorreu a resposta inflamatória além do processo de 

reparação. 
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