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Resumo: O veneno das aranhas do género Loxosceles caracteriza-se por uma composicao proteica
complexa, a qual estd na base da condicao clinica conhecida como loxoscelismo. Essa sindrome é
caracterizada principalmente por lesdes dermonecréticas de disseminacdo gravitacional, mas também,
em casos raros, pode envolver complicacdes sistémicas graves, como insuficiéncia renal e disturbios
hematolégicos. Embora o mecanismo fisiopatolégico do loxoscelismo cutdaneo seja amplamente
investigado, as manifestacdes neuroldgicas associadas ao veneno sao raras e pouco pesquisadas. O presente
estudo teve como objetivo investigar as alteracdes histopatolégicas no figado, rim e sistema nervoso
central (SNC) de cobaias (Cavia porcellus) inoculadas com veneno de Loxosceles intermedia. Dezesseis
cobaias foram desafiadas com doses de veneno variando de 11,627 a 350 pg/animal por via intradérmica
na regido intraescapular, enquanto dois animais adicionais foram usados como controle, recebendo apenas
solucao salina a 0,9 % na mesma regido de aplicacdo. A avaliacdo microscépica dos tecidos hepatico e renal
demonstrou necrose hepatica e necrose tubular renal aguda, respectivamente. No SNC, foram identificadas
lesdes compativeis com encefalite linfoplasmocitica e histiocitica, gliose focal moderada e marginacao
neutrofilica em certas regides do cérebro. Esses achados neurolégicos, em cobaias expostas ao veneno de L.
intermedia sao inéditos, fornecendo novas evidéncias da suscetibilidade do SNC ao veneno de Loxosceles.

Palavras-chave: aranha-marrom; veneno loxoscélico; sistema nervoso central; encefalite; loxoscelismo.

Abstract: The venom of Loxosceles spiders is characterized by a complex protein composition, which
underlies the clinical condition known as loxoscelism. This syndrome is characterized mainly by gravitational
spreading dermonecrotic lesions, but also, in rare cases, it can involve severe systemic complications, such
as renal failure and hematological disorders. Although the pathophysiological mechanism of cutaneous
loxoscelism is widely investigated, the neurological manifestations associated with the venom are rare and
poorly researched. The present study aimed to investigate the histopathological alterations in guinea pigs'
(Cavia porcellus) liver, kidney, and central nervous system (CNS) inoculated with Loxosceles intermedia
venom. Sixteen guinea pigs were challenged with venom doses ranging from 11.627 to 350 pg/animal
intradermally in the intrascapular region, while two additional animals were used as controls, receiving only
0.9 % saline solution in the same application region. Microscopic evaluation of hepatic and renal tissues
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demonstrated hepatic necrosis and acute renal tubular necrosis, respectively. In the CNS, lesions compatible
with lymphoplasmacytic and histiocytic encephalitis, moderate focal gliosis, and neutrophilic margination
in certain regions of the brain were identified. These neurological findings in guinea pigs exposed to L.
intermedia venom are unprecedented, providing new evidence of CNS susceptibility to Loxosceles venom.

Keywords: brown spider; loxoscelic venom; central nervous system; encephalitis; loxoscelism.

1. Introducao

Aranhas do género Loxosceles apresentam distribuicdo mundial, especialmente na América do
Sul, com aproximadamente 170 espécies descritas V. Dentre essas espécies, L. intermedia tem sido
identificada como a principal responsavel por acidentes no Brasil, com o nimero de casos notificados no
pais aumentando exponencialmente nos Ultimos anos, tornando-se uma preocupacao de saude publica
@3 Elas sao capazes de injetar apenas alguns microlitros de veneno, que consiste em uma complexa
composicdo molecular de proteinas “. Trés familias de toxinas sao descritas na composicdo do veneno
loxoscélico: (i) fosfolipases D (PLD); (ii) metaloproteinases, caracterizadas como astacinas; e (iii) knottinas.
Outras familias de toxinas menos expressas estao presentes e incluem serinoproteases e inibidores de
serinoproteases, hialuronidases, fatores alérgenos e um fator liberador de histamina ©..

Essas toxinas tém significativa relevancia médica devido a sindrome clinica observada em
suas vitimas, denominada loxoscelismo ©. A manifestacdo mais prevalente desse quadro clinico é o
acometimento cutaneo, caracterizado principalmente pelo desenvolvimento de lesao dermonecrética
com disseminagao gravitacional ©. As manifestacdes sistémicas, embora menos comuns, sao graves,
geralmente culminando em insuficiéncia renal e disturbios hematoldgicos, podendo levar a morte .
Registros de disturbios neurolégicos causados pelo veneno loxoscélico sdo muito raros. Até o momento,
existem apenas dois relatos clinicos da ocorréncia de neuropatias associadas a Loxosceles em humanos,
envolvendo lesées isquémicas no globo palido e neuropatia optica ©9,

Portanto, informacées sobre os efeitos do veneno no sistema nervoso central (SNC) sao escassas.
Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi relatar as alteragdées microscépicas patoldgicas em cobaias
expostas experimentalmente ao veneno loxoscélico, com énfase no SNC, figado e rins.

2. Material e métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG) (protocolo CEUA n° 131/2020). Foram utilizadas 16 cobaias machos adultos
(Cavia porcellus) com peso corporal médio de 600 g. Os animais foram mantidos em um biotério da
UFMG, em gaiolas metdlicas individuais (42 x 38 x 55 cm), em ciclo claro/escuro constante de 12 horas,
com temperatura controlada (23 + 2 °C). Os animais receberam dgua, racdo comercial e feno a vontade.

Foi utilizado um pool de veneno de L. intermedia do Banco de Venenos do Laboratério de
Imunologia e Bioquimica da UFMG. A concentracdo de proteina total da amostra de veneno foi
determinada pelo método de Lowry. Para tanto, foi elaborada uma curva padrao, a partir da qual se
obteve um fator de calibracdo médio para o calculo da concentracdo proteica do veneno, que revelou
uma concentracao proteica de 3,5 pug/uL. Doses distintas do veneno de L. intermedia foram aplicadas
em cobaias para avaliar seu efeito sistémico, com base na DL50 de camundongos (que corresponde
a 350 pg) e na concentracao proteica que poderia ser injetada por um espécime adulto da aranha L.
intermedia.
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Dezesseis cobaias receberam o veneno de L. intermedia (doses variando de 11,6 a 350,0 pg/animal)
por via intradérmica, utilizando uma seringa de insulina descartavel estéril na regidao interescapular,
previamente tricotomizada (Tabela 1). Para padronizar o volume aplicado, adicionou-se solucao salina a
0,9 %, totalizando um volume final de 25 L. Essas doses foram selecionadas com base em dois critérios:
(i) a quantidade estimada de veneno injetada por aranhas adultas (20-200 ug de proteina/picada,
correspondendo a alguns microlitros de veneno), para as doses mais baixas, regulares e mais altas "%;
(ii) e os valores de LDs, relatados em camundongos (0,45 mg/kg, s.c.), para as doses mais altas ©. Dois
animais foram usados como controles e receberam 25 pL de 0,9 % nas mesmas condicoes. Todos os
animais foram avaliados clinicamente durante o experimento.

Tabela 1. Descricao das doses de veneno de L. intermedia utilizadas em cobaias.

Grupos/Doses N

Controle 2
Altas doses

350 pg/animal 1

210 pg/animal 1

140 pg/animal 1

76.755 pg/animal 1

47.985 pg/animal 1

29.995 pg/animal 1

Doses regulares

28.477 pg/animal 1
24.762 pg/animal 1
21.533 pg/animal 1
18.725 pg/animal 1

Doses baixas

17.795 pg/animal 1
15.475 pg/animal 1
14.068 pg/animal 1
12.789 pg/animal 1
11.627 pg/animal 1

O periodo experimental durou 72 horas, apdés o qual todos os animais sobreviventes foram
eutanasiados com isoflurano, de acordo com todas as leis e regulamentos aplicidveis e de acordo com
as recomendacdes da CEUA/UFMG. A necropsia foi realizada imediatamente apds a eutandsia ou apds
morte espontanea dentro do periodo experimental de 72 horas, e os tecidos foram coletados para
analise histopatoldgica. Amostras de figado, rins e cérebro foram coletadas de regides representativas
sem coordenadas estereotaxicas para fornecer uma avaliacao histopatoldgica geral. Os cortes de tecido
foram fixados em formalina tamponada a 10 %, incluidos em parafina, seccionados em micrétomo (4

pum de espessura) e corados com hematoxilina e eosina (HE) para exame em microscépio éptico de luz.
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3. Resultados e discussao

Os animais controle, que receberam solucdo de cloreto de sédio a 0,9 %, ndo apresentaram
nenhum tipo de alteracao local ou sistémica. Todos os animais desafiados com veneno loxoscélico,
independentemente da dose, apresentaram prurido no local da aplicacdao, minutos apds a injecao.
Embora cobaias e ratos sejam usados como modelo de loxoscelismo sistémico por apresentarem
manifestacao local discreta, quatro animais que receberam as menores doses (11,6 pg/animal e 18,7 ug/
animal) apresentaram eritema, halo hemorragico e formacao de escara no local da aplicacdo do veneno,
semelhante a relatos clinicos de casos mais leves "". No entanto, seis animais que receberam doses
maiores em varias concentracdes (21,5 pg/animal e 76,8 pg/animal), além de reacdes urticariformes,
ficaram prostrados, desidratados e morreram 24 horas depois. Casos graves de loxoscelismo cutaneo, com
edema local, vasoespasmo, isquemia e escaras foram descritos em coelhos6. Embora os coelhos tenham
uma resposta local diferente ao veneno loxoscélico em contraste com as cobaias, esta comparacao

enfatiza a variabilidade das respostas teciduais locais entre as espécies.

Surpreendentemente, em quatro animais que receberam as doses mais altas (entre 105,0 e 350,0 pg/
animal), os efeitos locais foram mais leves, com edema discreto e sem a formacao de halo hemorrégico.
No entanto, esses animais ficaram prostrados, apresentaram fezes pastosas e morreram 30 horas depois.
Possivelmente, em feridas dermonecréticas, as toxinas do veneno poderiam permanecer no local por
mais tempo, diferentemente de lesées menores que favorecem maior absorcéo e distribuicdo do veneno
por todo o organismo 2, Qutra hipétese complementar é que doses mais altas de veneno também
implicam maiores quantidades de proteases e hialuronidases, que permeabilizam rapidamente os
tecidos e facilitam a dispersao sistémica de outras toxinas, como as PLDs. Esses mecanismos poderiam
explicar os efeitos locais atenuados, apesar das doses mais altas. Todos os animais da concentracao mais
baixa (11,627 a 18,725 pg/animal) morreram por eutanasia, 72 horas ap6s a inoculacdo. A mortalidade
ocorreu em cerca de 24 horas nos animais administrados com 21,533-47,985 ug/animal, enquanto
aqueles que receberam concentragdes mais altas (76,775-350 ug/animal) morreram mais tarde, cerca
de 30 horas ap6s a inoculacao (Figura 1).
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Figura 1.Taxa de sobrevivéncia de cobaias apos inoculagéo de veneno de L. intermedia em doses baixas, regulares e altas.
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Embora consideradas raras, ha relatos de alteracdes histopatoldgicas renais e hepaticas em vitimas
de picadas de aranhas Loxosceles 7'¥. Neste estudo, houve degeneracao hepatica multifocal moderada
(Figura 2a), que foi a alteracdo mais comum em animais que receberam doses variando de 18,8 ug/
animal a 210,0 pug/animal. Necrose de coagulacao hepatica grave (multifocal a coalescente) (Figura 2b)
foi observada em animais que receberam doses entre 12,8 pg/animal e 105,0 pg/animal, e uma dose de
24,7 pg/animal foi associada a congestao hepatica difusa grave (Figura 2c). Dez animais inoculados com
veneno de L. intermedia (doses entre 17,8 ug/animal e 350,0 pg/animal) apresentaram necrose tubular
aguda caracterizada por degeneracao vacuolar dos tubulos proximais e distais (Figura 2d). Seis animais
(doses variando de 21,5 pg/animal a 350,0 pg/animal) apresentaram dilatacao dos tubulos contorcidos
proximais e distais devido a deposicdo de material hialino sugestivo de acimulo de proteina (Figura 2e).
Dois animais (12,8 pg/animal e 47,9 pg/animal) também apresentaram acimulo de material proteico
no limen tubular, porém sem evidéncia de degeneracao tubular (Figura 2f). Lesdes semelhantes foram
observadas nos rins de camundongos 24 horas apds injecdes de varias doses de veneno de L. intermedia,
incluindo necrose tubular aguda e deposicao de material hialino dentro dos tubulos proximais e distais,
dilatacdo dos tubulos contorcidos proximais e hemorragia renal 714,

Figura 2. Figado e rim de cobaias apds injecdo de veneno de L. intermedia. (A) Degeneragdo hepatica multifocal (circulada
em preto). Ampliacdo 100x. (B) Necrose de coagulacdo hepética grave. Ampliacdo 200x. (C) Congestdo hepatica difusa grave.
Ampliacdo 400x. (D) Degeneracao dos tubulos proximais e distais com formacao de cilindros hialinos (setas pretas). Ampliacao
100x. (E) Degeneracéo difusa acentuada e dilatacdo do espaco urindrio com cilindros hialinos (setas azuis). Material eosinofilico
amorfo na capsula de Bowman e tubulos renais, com dilatagao tubular e vacuolizacdo (contornado em vermelho e preto).
Ampliagdo 200x. (F) Dilatagao moderada multifocal dos tubulos distais e proximais devido ao acimulo de material eosinofilico
amorfo (sugestivo de proteina), delineado em vermelho. Ampliacdo 200x.

Na presente investigacdo, a avaliacdao histopatolégica do SNC foi realizada em todos os animais
inoculados com veneno de L. intermedia. No entanto, alteracées microscopicas foram observadas em
dois animais que receberam doses de 14,1 pg/animal e 21,5 ug/animal de veneno de L. intermedia,
os quais desenvolveram encefalite linfoplasmocitica e histiocitica multifocal (Figura 3a), e gliose
focal moderada no animal que foi inoculado com 21,5 pg/animal (Figura 3b). Além disso, houve leve
margina¢ao neutrofilica intravascular em animais inoculados com 29,9 pg/animal e 47,9 pg/animal
(Figura 3c). Esta é a primeira vez que tais lesdes foram descritas em animais com loxoscelismo sistémico.
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Figura 3. Cérebro de cobaias ap6s injecao de 14,1 ug/animal (A), 21,5 pg/animal (B) e 47,9 ug/animal (C) de veneno de L.
intermedia. (A) Cértex cerebral: encefalite linfoplasmocitaria e histiocitica focal leve (seta). Ampliagcdo de 100x. (B) Cortex
cerebral: encefalite linfoplasmocitaria e histiocitica multifocal moderada (seta) com gliose multifocal moderada. Ampliacéo de
200x. (C) Cortex cerebral: marginacdo neutrofilica intravascular leve (seta). Ampliacdo de 100x.

O mecanismo fisiopatolégico do loxoscelismo cutaneo é bem compreendido, e muitos estudos
atribuem as lesdes cutaneas no local da picada a acdo de PLDs, que desencadeiam uma resposta
inflamatoéria desregulada e exacerbada que causa dano tecidual significativo . Por outro lado, o
mecanismo do loxoscelismo sistémico parece ser mais complexo, pois pode afetar varios tecidos, 6rgaos
e células, como figado e rins %, Mecanismos como os envolvidos na ocorréncia de lesdes cutaneas
podem possivelmente estar relacionados ao desenvolvimento das lesées histopatoldgicas observadas
no cortex cerebral de cobaias neste experimento, uma vez que a ocorréncia de marginacao neutrofilica
intravascular foi uma alteracdo proeminente observada em um dos animais tratados com veneno de L.
intermedia.

Evidéncias anteriores demonstram que as PLDs desempenham um papel fundamental nessa
sintomatologia por meio de sua capacidade de clivar fosfolipidios em varios tipos celulares. Essas toxinas,
tanto em suas formas nativa quanto recombinante, sdo capazes, por si s6, de reproduzir virtualmente
todos os sintomas clinicos do loxoscelismo '®. No entanto, o veneno de Loxosceles é altamente complexo
em sua composicao, e ha evidéncias indicando que outras toxinas também podem contribuir para
efeitos sistémicos ©'9. Por exemplo, metaloproteases e hialuronidases podem facilitar a disseminacao
do veneno para tecidos adjacentes e possivelmente para a circulagédo sistémica, garantindo assim acesso
a tecidos mais distantes ©. Neste experimento, a morte precoce foi observada em animais inoculados
com doses mais altas de veneno de L. intermedia, sem o desenvolvimento de alteracbes cutaneas no
local da inoculacao, um achado nédo observado nas outras doses. A partir disso, pode-se inferir que,
apesar da maior concentracao de PLDs, doses maiores de veneno também implicam em maiores
concentragoes de proteases e hialuronidases, o que pode facilitar uma dispersao mais ampla da toxina
no organismo, atenuando os efeitos locais, mas permitindo uma disseminacéo sistémica mais ampla
do veneno, aumentando assim a gravidade da condicdo observada nesses animais antes que os efeitos
locais completos pudessem ser exercidos. Esses achados sugerem um papel para esses componentes
toxicos no possivel desenvolvimento de manifestacdes sistémicas mais graves, como observado nos

animais que morreram prematuramente.

Embora considerados raros, ha relatos convincentes de disturbios hepaticos e renais em vitimas de
envenenamento por aranha-marrom, que podem levar a condi¢des graves. Por exemplo, Cérdova et al.
relataram o caso de uma mulher de 31 anos que desenvolveu ictericia e diminuicao da producao de urina
48 horas ap6s uma picada de Loxosceles e, apesar dos tratamentos estabelecidos, teve um desfecho
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desfavoravel, com envolvimento multissistémico grave (disturbios hepdticos, renais e de coagulacao),
necessitando de suporte de cuidados intensivos, incluindo hemodidlise e hemoadsorcao 7. Em
condigbes experimentais, ratos expostos ao veneno bruto ou a um PLD recombinante de L. intermedia
apresentaram funcao hepatica prejudicada ®. As alteracbes observadas incluiram degeneracao de
hepatocitos (com edema e apoptose), infiltracdo de células inflamatérias na regido portal e sinais de
esteatose apds 12 horas de exposicao '?. Nas primeiras seis horas apds a exposicdo ao veneno bruto,
elevacdes acentuadas nos marcadores séricos de lesdao hepdtica também foram detectadas. Em
contraste, os animais que receberam apenas PLD purificada exibiram manifestacées mais leves %,
Nas andlises histopatoldgicas dos animais avaliados neste estudo, alteracdes semelhantes também
foram identificadas, como degeneracdo de hepatécitos. No entanto, foram observadas diferencas
interespecificas, consistentes com as variagdes comumente relatadas na resposta ao envenenamento
por loxoscélicos em diferentes organismos. Além disso, discrepancias entre os resultados experimentais
entre animais reforcam ainda mais o envolvimento de outras toxinas no loxoscelismo sistémico, além
das PLDs.

Em relacdo ao envolvimento renal, as alteracdes observadas em cobaias neste experimento, como
degeneracao e dilatacdo tubular com acimulo de material eosinofilico, foram bastante semelhantes as
relatadas em outras espécies. Andlises histopatoldgicas de rins de ratos também revelaram alteracdes
degenerativas agudas nas células epiteliais tubulares, acompanhadas por detritos celulares no limen
tubular e depdsitos de mioglobina e hemoglobina no tecido renal "®. Em humanos, bidpsias renais
também demonstram dano tubular agudo, com a presenca de conteudo hialino sugestivo de proteina
intratubular . Sabe-se que a PLD afeta diretamente os rins, causando nefrotoxicidade por meio de sua
capacidade de se ligar as células renais ?°. Consequentemente, a insuficiéncia renal aguda também tem
sido descrita como uma das principais manifestacdes clinicas associadas ao loxoscelismo sistémico e é
considerada a principal causa de mortalidade entre os pacientes afetados 1'°.

O possivel envolvimento do SNC no loxoscelismo sistémico permanece controverso, uma
vez que o veneno de L. intermedia nao foi detectado no cérebro . No entanto, casos clinicos de
comprometimento neurolégico foram relatados em humanos, incluindo uma mulher de 63 anos que
desenvolveu neuropatia Optica assimétrica bilateral apés uma picada de L. reclusa, possivelmente
relacionada a mecanismos inflamatérios, vasculares ou autoimunes exacerbados por um meningioma
prévio ®. Da mesma forma, um homem de 47 anos com loxoscelismo sistémico grave apresentou lesdo
cerebral isquémica atribuida a microtrombose induzida por PLD associada a efeitos citotdxicos ©. Em um
caso canino de loxoscelismo descrito por Vann et al. ??, os achados de necropsia mostraram um cérebro
com sinais de hemolise e congestao, fluido sanguinolento entre as meninges e areas focais de necrose
isquémica e hemorragica 2.

Experimentalmente, em camundongos com loxoscelismo sistémico induzido pela inoculacdo do
veneno de L. reclusa, foi observada suscetibilidade ao veneno, evidenciada pelo aumento da atividade
de enzimas como LDH-3, CK1 e CK2s @3, Além disso, a associacao desses achados laboratoriais com
sintomas clinicos como letargia e altera¢ées posturais tornou possivel sugerir o desenvolvimento de
choque cerebrovascular nesses animais ?®. Assim, pode-se supor que, embora ndo totalmente elucidados,
0s mecanismos subjacentes as alteracdes neuroldgicas observadas em cobaias neste experimento
sejam provavelmente indiretos, uma vez que o veneno ndo é capaz de atravessar completamente a
barreira hematoencefalica. Essas hipdteses sao ainda corroboradas por um modelo experimental em
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ratos desafiados com veneno de L. apachea em diferentes concentra¢des (0,178 e 0,87 pg/g), no qual
os animais desenvolveram lesdao endotelial na drea postrema - uma estrutura altamente vascularizada
sem barreira hematoencefdlica - e no plexo coroide, que estd diretamente envolvido na barreira
hematoencefalica. Portanto, as alteracdes relatadas nessas regides foram interpretadas pelos autores
como incidentais, resultantes da distribuicdo sistémica do veneno e nao de um tropismo especifico para
0 SNC @4,

4. Conclusao

Em concluséo, a andlise histopatoldgica revelou que o veneno de L. intermedia pode induzir
alteracdes significativas no cértex cerebral em cobaias, incluindo encefalite linfoplasmocitaria
e histiocitica, marginacdo neutrofilica intravascular leve e gliose focal moderada. Esses achados
fornecem evidéncias adicionais de que o SNC é suscetivel ao veneno e pode ser indiretamente
afetado no loxoscelismo sistémico, em concordancia com relatos clinicos e experimentais escassos,
porém convincentes. Além disso, foram observadas degeneracdo hepatica moderada e necrose
tubular, reforcando a nocdo de que o envenenamento loxoscélico exerce um impacto multissistémico.
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