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Resumo
Este estudo teve como objetivo avaliar a eficácia das células-tronco mesenquimais (CTMs), isoladas ou associadas à dapsona
(DAP), no tratamento de feridas dermonecróticas causadas pelo veneno de Loxosceles laeta. Vinte e cinco coelhos machos foram
distribuídos em cinco grupos. O controle negativo recebeu água ultrapura (C-), enquanto todos os outros grupos foram injetados
com 20 μg de veneno de L. laeta. Após 4 horas, cada grupo recebeu um dos seguintes tratamentos: PBS (C+), DAP, CTMs e DAP
+ CTMs. Os animais foram avaliados diariamente durante 12 dias, e feitos registros fotográficos para análise da ferida e no 12º dia,
foram eutanasiados e, retiradas amostras de pele para análise histológica. Observou-se que a DAP apresentou o melhor percentual
de contração da ferida no terceiro dia. Nos tratamentos com CTMs, observou-se uma contração negativa da ferida tanto para as
CTMs isoladas, bem como a associação CTMs + DAP em relação ao PBS, possivelmente, pelo aumento da inflamação inicial após
a aplicação de células-tronco. Isso é devido ao fato de que as CTMs secretam um amplo espectro de moléculas bioativas como
citocinas e fatores de crescimento que favorecem a regeneração. Histologicamente, observou-se que os animais de C+ apresentaram
extensas áreas de necrose, úlceras, infiltrado neutrofílico, além de mineralização. Houve aumento de deposição de colágeno no
tratamento CTMs + DAP, no entanto, a vascularização permaneceu inalterada. Este é o primeiro relato usando CTMs e CTMs +
DAP como tratamento para loxoscelismo cutâneo e mais estudos são necessários para determinar seu uso como terapia alternativa
para lesões demonecróticas causadas pela aranha Loxosceles.
Palavras-chave: loxoscelismo; células-tronco; CTMs; veneno de aranha; reparo de feridas.

Abstract
This study aimed to evaluate the efficacy of mesenchymal stem cells (MSC), alone or associated with dapsone (DAP), in treating
dermonecrotic wounds caused by Loxosceles laeta venom. Twenty-five male rabbits were distributed into five groups. Negative
control received ultrapure water (C-), whilst all other groups were injected with 20 μg of L. laeta venom. After 4 hours, each group
received one of the following treatments: PBS (C+), DAP, MSC, and DAP+MSC. Animals were evaluated daily and photographic
records made for analysis of wound area. Twelve days after, animals were euthanized and skin samples removed for histological
analysis.We observed that DAP showed the best percentage of wound contraction at day 3. In the treatments usingMSCs, a negative
value of wound contraction was observed for the isolated MSCs, as well as a lower contraction value for the association of the MSC
+ DAP when compared to PBS, probably, by the increase in initial inflammation after the application of stem cells, due to the fact
that MSCs secrete a broad spectrum of bioactive molecules such as cytokines and growth factors that favor regeneration.
Histologically, it was observed that animals of C+ showed extensive areas of necrosis, ulcers, neutrophilic infiltrate, and
mineralization. Collagen deposition showed increase in MSC+DAP treatment, however vascularization remained unchanged. This
is the first report using MSC and MSC+DAP as a treatment for cutaneous loxoscelism and more studies are needed to determine its
use as an alternative therapy for dermonecrotic lesions caused by Loxosceles spider.
Key words: loxoscelism; MSC; stem cells; spider venom; wound repair.
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Introdução
O loxoscelismo é descrito em todos os continentes

e corresponde à forma mais grave de araneísmo no Brasil
(1,2,3,4). A síndrome clínica pode se desenvolver em duas
formas distintas: a forma cutânea, caracterizada por
alterações locais, com ferida dermonecrótica de difícil
cicatrização, e a forma cutâneo-visceral, apresentando
importantes alterações sistêmicas como insuficiência
renal aguda, distúrbios de coagulação e risco de óbito,
além da lesão local (5,6,7).

As alterações cutâneas e sistêmicas observadas
nos acidentes loxoscélicos são decorrentes de múltiplos
fatores, envolvendo danos teciduais diretos causados por
componentes do veneno, lesão vascular secundária e
liberação de enzimas por polimorfonucleares (7). Apesar
de ser uma mistura complexa de componentes, sabe-se
que as fosfolipases D do veneno são as principais
responsáveis pela dermonecrose. Essas enzimas são
capazes de interagir com as membranas celulares,
iniciando reações envolvendo o sistema complemento,
plaquetas e leucócitos (5,8).

O tratamento do envenenamento loxoscélico é
baseado nos sinais clínicos observados e inclui o uso de
dapsona, ácido acetilsalicílico, antibióticos de amplo
espectro, corticosteroides, soro antiofídico específico,
composto por anticorpos heterólogos desenvolvidos em
equinos e novos tratamentos com anticorpos (5,9,10,11,12,13).
Apesar dessas opções de tratamento, a recuperação do
tecido após extensa lesão dermonecrótica é lenta e a
formação de cicatriz é difícil.

Uma possibilidade terapêutica para o reparo
tecidual é o uso de células-tronco (14). As células-tronco
podem ser de origem embrionária, fetal ou de tecido
maduro. Células-tronco mesenquimais (CTMs), de
tecidos como medula óssea madura ou tecido adiposo,
estão sendo amplamente utilizadas em ensaios
experimentais de regeneração tecidual devido ao seu
potencial de diferenciação em diversos tipos celulares e
facilidade de isolamento e proliferação (15). Têm potencial
para se diferenciar em células cutâneas das camadas
ectodérmica, mesodérmica e endodérmica da pele, com
aplicações em medicina regenerativa (16,17).

Até o momento, não existem estudos avaliando o
uso de células-tronco no tratamento de feridas
dermonecróticas causadas por loxoscelismo. Portanto, o
objetivo principal deste trabalho é avaliar a eficácia de
CTMs, isoladas ou associadas à dapsona, no tratamento
de lesões dermonecróticas causadas pela inoculação
experimental do veneno de Loxosceles laeta em coelhos.
As feridas resultantes foram monitoradas pela avaliação
da cicatrização tecidual, morfologia tecidual por exame
histológico, quantificação de colágeno e imuno-
histoquímica.

Material e métodos

Isolamento de células-tronco mesenquimais (CTMs)

As CTMs foram obtidas do tecido adiposo
extraído da região interescapular de dois coelhos
doadores da raça Nova Zelândia, sob anestesia geral
com propofol (6 mg/kg). O tecido coletado foi lavado
em PBS e submetido à digestão enzimática com
colagenase tipo II por 1 hora. Em seguida, a atividade da
colagenase foi inibida pela adição de meio de Eagle
modificado de Dulbeco (DMEM) fresco às células e
centrifugação a 23°C, 1200 rpm por 10 minutos. O
sedimento resultante foi suspenso em DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e
plaqueado em frascos de cultura estéreis T75. As
culturas celulares foram mantidas em atmosfera úmida,
a 37°C, 5% CO2 até 90% de confluência. As células
foram então destacadas com 0,5 mL de tripsina-EDTA
0,25%, diluídas na proporção de 1:3 e transferidas para
outro frasco T75. O isolamento de CTMs foi baseado
em sua capacidade de aderir aos frascos (18).

Caracterização das CTMs

Entre a 3ª e a 5ª passagens, as CTMs foram
caracterizadas fenotipicamente pela indução de
diferenciação em células adipogênicas ou osteogênicas
para confirmar sua pluripotência. Para diferenciação
adipogênica, 5 x 104 células/poço foram plaqueadas em
placas de seis poços, com DMEM suplementado com
10% de FBS, dexametasona (0,5 µM), insulina (1 µM),
indometacina (60 µM) e isobutilmetilxantina (0,5 µM)
(15). Os meios de cultura foram substituídos a cada três
dias e a cultura foi mantida por 21 dias. Em seguida, as
células foram coradas com Oil Red para evidenciar
gotículas lipídicas no citoplasma, confirmando a
diferenciação em adipócitos. Para diferenciação
osteogênica, 5 x 104 células/poço foram plaqueadas em
placas de seis poços e cultivadas por 21 dias em DMEM
suplementado com 10% de FBS, ácido ascórbico (50
µg/ml), β-glicerofosfato (10 mM) e dexametasona (0,1
µM). Os meios foram substituídos a cada três dias (15).

Para avaliar a viabilidade celular das CTMs, foi
realizado o ensaio de metabolização do MTT (brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil brometo
tetrazolina). As células/m2 (5 x 104) foram semeadas em
placas de 24 poços e incubadas com 170 µl de MTT
(5mg/ml; Sigma-Aldrich, EUA), a 5% CO2, 37ºC), por
2 horas. Os cristais de formazan formados foram
observados em microscópio de luz invertida e então
solubilizados pela adição de dodecil sulfato de sódio
(SDS) em HCl a 10%. A densidade óptica foi
quantificada a 595 nm, em leitor de placas
automatizado.
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Atividade da fosfatase alcalina

Considerando que os osteoblastos diferenciados
são capazes de secretar fosfatase alcalina (19), sua
atividade foi medida em células plaqueadas para
garantir a diferenciação, utilizando parâmetros
semelhantes descritos na seção acima. A solução BCIP-
NBT foi adicionada a cada poço e incubada por 2 horas.
Os precipitados roxos foram solubilizados com SDS
10% HCl e a densidade óptica foi quantificada a 595 nm,
em leitor de placas automatizado.

Animais

Vinte e cinco coelhos machos da raça Nova
Zelândia, com um ano de idade, pesando 1,5 kg, foram
utilizados ao longo deste estudo. Foram colocados em
gaiolas metálicas individuais (75 cm x 30 cm), recebendo
água e ração ad libitum. Todos os procedimentos foram
conduzidos seguindo princípios éticos, respeitando o
bem-estar dos animais e minimizando eventuais
desconfortos. O experimento foi aprovado pelo Comitê de
Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG, Brasil
(Protocolo nº 83/2013).

Grupos experimentais e tratamentos

Após um período de adaptação de cinco dias, os
animais foram distribuídos aleatoriamente em cinco
grupos de cinco animais. O grupo controle negativo (C-)
foi inoculado apenas com água ultrapura. Todos os outros
quatro grupos foram inoculados por via intradérmica com
20 μg de veneno de L. laeta diluído em 0,2 mL de solução
salina tamponada com fosfato (PBS). Todos os
tratamentos iniciaram 4 horas após a injeção do veneno
com a intenção de simular a identificação precoce da lesão
e maximizar o efeito das terapias propostas, segundo
Phillips et al. (20). O grupo controle positivo (C+) foi
tratado apenas com PBS (0,5 mL), injetado por via
intradérmica em quatro pontos equidistantes do centro da
lesão pré-formada. O grupo dapsona (DAP) recebeu uma
dose de 2 mg/kg de dapsona diluída em etanol e água
ultrapura (proporção 4:6) por cateter nasoesofágico a cada
24 horas por quatro dias. O grupo de células-tronco
mesenquimais (CTMs) foi tratado com 1,25 x 106 células
suspensas em 0,5 mL de PBS, injetadas por via
intradérmica em quatro pontos equidistantes do centro da
lesão pré-formada, totalizando 5 x 106 células injetadas
por animal. O quinto grupo foi tratado com uma mistura
de dapsona e células-tronco mesenquimais (DAP +
CTMs), de acordo com os procedimentos descritos acima
para cada tratamento.

Avaliação do tamanho da ferida

As feridas foram medidas e registradas

diariamente para verificar sua evolução de acordo com o
protocolo de tratamento. Os registros fotográficos foram
feitos com câmera digital (Canon Rebel XSI EOS zoom
24 mm), mantida a uma distância constante de 50 cm da
ferida. Os dados coletados foram avaliados com o
software IMAGE PRO. Para análise de contração da
ferida, as medições foram feitas 3, 6, 9 e 12 dias após o
tratamento. A porcentagem de contração da ferida foi
calculada utilizando o modelo matemático proposto por
Oliveira et al. (21) e Wu et al (22):

Avaliação histopatológica

Os animais foram eutanasiados doze dias após o
tratamento por anestesia com propofol com dose superior
a 10 mg/kg. Fragmentos de pele (5 cm x 6 cm) foram
removidos e fixados em paraformol por 48 horas. Os
tecidos fixados foram então processados, incluídos em
parafina, e cortes histológicos de 4 µm de espessura foram
retirados para posterior análise. Após coloração com
hematoxilina-eosina (Merck®), imagens fixas do tecido
cutâneo foram obtidas com microscópio Accu Scope,
acoplado ao software TCS pro 500. Cada lâmina foi
descrita às cegas por um patologista. Foram descritas
alterações na epiderme, derme, estrutura morfológica
muscular, intensidade e composição do infiltrado
inflamatório e outros achados específicos, como
mineralização tecidual.

Para confirmar a calcificação tecidual observada
nas lâminas, foi realizada coloração de von Kossa
(Merck®). A coloração tricrômica de Masson (Merck®)
foi utilizada para avaliar o número total de fibras
colágenas. O registro fotográfico (microscópio Accu
Scope) foi utilizado com o software TCS pro 500 para a
captura das imagens. As fibras de colágeno foram
quantificadas usando o software ImageJ. A coloração
Picro-sirus Red foi realizada para avaliar a diferenciação
das fibras colágenas. Neste método, as fibras de colágeno
tipo I são coradas de vermelho e as fibras de colágeno tipo
III são esverdeadas. As fotos foram tiradas com o
microscópio Leica Core acoplado ao software Leica
Application Suite Core. Seis fotos de campos aleatórios
da área da lesão de cada lâmina foram tiradas e as fibras
coradas foram quantificadas usando o software ImageJ. A
avaliação final foi feita considerando a média e o desvio
padrão de cada grupo.

Imunohistoquímica

A imunohistoquímica foi usada para avaliar a
angiogênese e o dano vascular dos tecidos da pele

área no dia 1 - área no dia X

área no dia 1
* 100( (
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afetados. O anticorpo monoclonal CD31 (clone JC70A,
Dako) foi utilizado na diluição 1:20, com 16 horas de
incubação, para marcar as células endoteliais. Para
quantificar a área marcada pelo anticorpo utilizado, dez
campos aleatórios da lesão de cada animal foram
capturados utilizando o microscópioAccu Scope (400x) e
o software de captura de imagem TCS pro 500. As
imagens foram analisadas pelo software ImageJ. A média
de cada grupo foi calculada para avaliação estatística.

Análise estatística

Os dados foram analisados estatisticamente por
meio do software SAS v.9.0. A normalidade dos dados foi
avaliada pelos testes de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-
Smirnov. O teste de Tukey foi empregado para a
comparação das fibras colágenas totais, colágeno tipo III
e área de angiogênese. A transformação logarítmica dos
valores de colágeno tipo I foi realizada antes do teste de
Tukey. A análise estatística da porcentagem de contração
da ferida foi realizada usando uma abordagem de modelo
linear misto do SAS, usando estrutura covariável de
autocorrelação de primeira ordem. Os animais foram
considerados como fator aleatório, com cada animal
aninhado dentro dos tratamentos, com medidas repetidas
ao longo do tempo. Dia significativo versus interações de
tratamento foram examinados usando o procedimento
PDIFF com comparações pré-planejadas. O nível de
significância foi estabelecido como p<0,05.

Resultados e discussão

Isolamento e caracterização de células-tronco
mesenquimais de tecidos adiposos

As CTMs utilizadas ao longo deste trabalho foram
obtidas de tecido adiposo interescapular de coelhos
doadores para evitar o manuseio estressante dos animais
posteriormente envenenados e tratados, o que poderia
afetar a cicatrização de feridas e a correta avaliação dos
tratamentos empregados. As CTMs alogênicas são uma
opção promissora devido à sua baixa imunogenicidade e
capacidade imunossupressora e de reparo tecidual (23).
Além disso, a extração de auto-CTM é demorada,
dificultando seu uso imediato para tratar doenças agudas,
como o envenenamento por aranhas. CTMs derivadas de
tecido adiposo vêm ganhando importância e sendo cada
vez mais utilizadas em experimentos, devido ao seu fácil
isolamento, boa capacidade proliferativa e possibilidade
de obtenção de excelente quantidade de células em um
único procedimento. Isso possibilita o uso de menos
animais doadores, quando comparado ao isolamento de
CTMs da medula óssea (18).

A caracterização das células-tronco derivadas do
tecido adiposo confirmou sua identidade como células-
tronco mesenquimais (CTMs) por estarem aderidas aos

frascos de cultura, apresentadas na forma fibroblastóide,
e serem capazes de se diferenciar em tecido ósseo e
adipogênico (Fig.1). A viabilidade celular foi ainda
confirmada por testes de MTT e fosfatase alcalina (dados
não demonstrados). As células foram então utilizadas para
tratar feridas dermonecróticas induzidas por injeção
intradérmica de veneno de L. laeta.

Figura 1. Fotomicrografias de células-tronco mesenquimais
(CTMs) indiferenciadas e diferenciadas derivadas de tecido
adiposo de coelho. (a) CTMs indiferenciadas cultivadas em
meio não suplementado (400x). (b) CTMs cultivadas em meio
específico para indução de diferenciação adipogênica, coradas
com Oil Red (400x). As gotículas lipídicas estão marcadas em
vermelho, demonstrando diferenciação bem-sucedida (setas).
(c) CTMs cultivadas em meio específico para indução de
diferenciação osteogênica, coradas com von Kossa (400x). A
matriz mineralizada apresenta coloração acastanhada (setas).

Avaliação da ferida

Após a injeção do veneno, a avaliação
macroscópica das feridas foi feita diariamente para
permitir o acompanhamento da evolução da lesão e
diferenciar os distintos grupos de tratamento. A
quantidade de veneno injetada induziu uma lesão
dermonecrótica típica (11,24) que se iniciou com halo
hemorrágico 4 horas após a injeção, associada a edema,
eritema e sensibilidade exacerbada. Após 48 horas, a área
hemorrágica transformou-se em área necrótica azulada.
Quatro dias depois, formou-se uma crosta que
posteriormente se desprendeu da pele (Fig.2a). Essa
evolução típica confirmou o uso de coelhos como bons
modelos animais para o loxoscelismo cutâneo (5,25), ao
contrário de camundongos e ratos, que não desenvolvem
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dermonecrose. Deve-se ressaltar, no entanto, que o
desenvolvimento de feridas em coelhos ocorre mais
rapidamente do que em humanos (2,5,6). Isso pode ser

explicado por diferenças estruturais entre esses dois
animais ou pelo fato de que feridas produzidas
experimentalmente tendem a ser mais controladas.

Figura 2. Evolução da dermonecrose de coelhos da Nova Zelândia após inoculação do veneno de Loxosceles laeta (20 μg) e tratados
com solução salina tamponada com fosfato (PBS), dapsona (DAP), células-tronco mesenquimais (CTMs) ou em associação de CTMs
e DAP (CTM + DAP). (a,b,c,d): Lesão dermonecrótica em coelhos quatro dias após o início do tratamento. (e,f,g,h): Lesão
dermonecrótica em coelhos 12 dias após o início do tratamento. (i) Valores médios de porcentagem de retração da ferida e desvio
padrão usando uma abordagem de modelo linear misto do SAS, usando estrutura covariável de autocorrelação de primeira ordem. Os
animais foram considerados como fator aleatório, com cada animal aninhado dentro dos tratamentos, com medidas repetidas ao longo
do tempo. Dia significativo versus interações de tratamento foram examinados usando o procedimento PDIFF com comparações pré-
planejadas. O nível de significância foi estabelecido como p<0,05. Após a inoculação do veneno de L. laeta, os grupos foram tratados
com PBS (C+), células-tronco mesenquimais (CTMS), dapsona (DAP) ou em associação tanto com CTMs quanto com DAP (CTMs +
DAP). As medições foram feitas 3, 6, 9 e 12 dias após o tratamento.

Avaliação morfométrica e taxa de contração da ferida

Por meio da avaliação dos valores médios de
contração da ferida, detectou-se significância estatística
no dia 3 em todos os tratamentos, sendo que a dapsona
apresentou o melhor percentual de contração da ferida
nesse momento. Nos tratamentos com CTMs, observou-
se valor negativo de contração da ferida para as CTMs
isoladas, bem como menor valor de contração para a
associação CTMs + DAP quando comparado ao grupo
PBS (Fig. 2i). Esse fato pode ser explicado pelo aumento

da inflamação inicial após a aplicação de células-tronco,
que pode ocorrer nos primeiros dias, pois as CTMs
secretam um amplo espectro de moléculas bioativas como
citocinas e fatores de crescimento que favorecem um
microambiente de regeneração (26,27). Não houve diferença
estatística nos demais dias; entretanto, observou-se que os
tratamentos que receberam CTMs e DAP foram
superiores ao grupo PBS já no sexto dia (P>0,05). Isso
pode sugerir uma influência positiva na cicatrização de
feridas, uma vez que fatores inflamatórios e células
inflamatórias iniciam a regeneração tecidual por
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reposição de células e componentes extracelulares. As
CTMs podem contribuir para uma cicatrização de feridas
mais rápida e eficaz, devido aos estímulos de
reepitelização, proliferação de fibroblastos e
neovascularização, como observado por Kim et al. (28).
Esses estímulos ocorrem principalmente por efeito
parácrino, através da produção de fatores solúveis como
moléculas bioativas e fatores de crescimento que
promovem um microambiente de reparo tecidual (26,27).

Ensaios clínicos usando dapsona como tratamento
para reparo de feridas mostram resultados contrastantes.
Os benefícios da dapsona no tratamento da dermonecrose
causada pelo loxoscelismo já foram relatados por Rees et
al. (31), que utilizaram dapsona com ou sem excisão
cirúrgica precoce de tecidos para tratar pacientes. Barret
et al. (33) também utilizaram com sucesso a dapsona em
modelo experimental com cobaias. Por outro lado,
Phillips et al. (20) e Elston et al. (25) não observaram
diferenças estatísticas na retração da ferida ao utilizar
dapsona no tratamento de coelhos. A análise
morfométrica para obtenção do percentual de retração da
ferida durante o processo cicatricial tem se mostrado um
método eficiente e acessível (21,22). A avaliação da taxa de
retração da ferida em vez da área da ferida elimina as
diferenças causadas por feridas de diferentes tamanhos
iniciais que podem ser formadas, mesmo ao injetar
exatamente a mesma quantidade de veneno.

Avaliação histopatológica

Ao se analisar as alterações histopatológicas de
cortes de pele ferida na coloração HE, percebe-se que os
animais do grupo PBS (C+) apresentaram áreas necróticas
maiores, infiltrado neutrofílico intenso, hemorragia
intradérmica e manchas de mineralização (Fig. 3b),
confirmados pela coloração de von Kossa (Fig. 3d), como
relatado por Elston et al. (25) e Ospedal et al. (29). Outros
estudos também descrevem infiltração eosinofílica
precoce (25,30) que não esteve presente em nosso estudo,
provavelmente devido ao tempo decorrido desde o início
do tratamento e coleta da amostra.

Os animais do grupo DAP apresentaram lesões
menos significativas, com áreas de mineralização e
angiogênese, assim como no grupo CTMs (Fig. 3c). As
lesões no grupo CTMs + DAP foram consideravelmente
mais discretas e o infiltrado inflamatório também foi
menos intenso. Os animais do grupo controle negativo
não apresentaram alterações (Fig. 3a). A infiltração
neutrofílica tecidual é considerada uma das principais
causas de lesões dermonecróticas observadas no
loxoscelismo (4,5). Este fato foi confirmado no grupo PBS
(C+), que apresentou intenso infiltrado inflamatório com
predomínio de neutrófilos, além de formação de crostas e
danos à epiderme e derme, superficial e profunda (Fig.
3b).

Figura 3. Microscopia de pele de coelhos da Nova Zelândia
inoculados com veneno de Loxosceles laeta (C+) e tratados com
dapsona (DAP), células-tronco mesenquimais (CTMs) ou em
associação tanto com CTMs quanto com DAP (CTMs + DAP).
(a) Pele normal mostrando integridade das células epidérmicas
e dérmicas (C-) (HE, 100x). (b) Presença de crosta necrótica na
pele de coelhos envenenados que receberam PBS (C+) (*) (HE,
200x). (c) Presença de discreto infiltrado inflamatório
polimorfonuclear (seta) em animais tratados com dapsona
(DAP) (HE, 200x). (d) Múltiplas manchas escuras podem ser
observadas na derme, sinalizando calcificação tecidual na pele
de animais tratados com PBS (setas) (Von Kossa, 100x).

Em contrapartida, os infiltrados neutrofílicos
também foram mais discretos nos grupos que
apresentaram feridas menos intensas, como ocorreu no
grupo tratado com DAP, CTMs e CTMs + DAP. Esse fato
pode ser explicado pelo efeito antiagregação leucocitária
da dapsona, já descrito por alguns autores (31,32,33,34). Além
disso, as CTMs possuem efeito imunomodulador que
pode atenuar a inflamação e reprogramar o sistema
imunológico local, favorecendo o reparo tecidual e
inibindo a fibrose exuberante (35,36).

As observações feitas nos grupos que receberam
CTM provavelmente ocorreram devido ao estímulo
positivo nas células locais, como queratinócitos e células
progenitoras (27). As CTMs têm a capacidade de interagir
com o microambiente local, atraindo células progenitoras,
diferenciando-se em outros tecidos e produzindo uma
série de fatores solúveis, como citocinas e fatores de
crescimento que influenciam positivamente na
cicatrização de feridas crônicas, como as observadas no
loxoscelismo cutâneo (27). Além disso, as CTMs têm efeito
imunomodulador na inflamação local da pele, sugerindo
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que podem ser usadas em pacientes com feridas de difícil
cicatrização (28).

Avaliação de fibras colágenas

Dois métodos diferentes foram utilizados para
avaliar a deposição de fibras colágenas durante o processo

de cicatrização de feridas: identificação de colágeno total
pela coloração do Tricrômico de Masson e identificação e
quantificação de fibras maduras e imaturas pela coloração
Picro-Sirius Red (Fig 4 e 5). Essas análises de colágeno
são importantes para avaliar o estágio cicatricial, pois é
quando se observa a organização colágena e a
substituição gradual de fibras imaturas por maduras (37).

Figura 4. Análise da deposição de colágeno através do Tricrômico de Masson de pele de coelhos da Nova Zelândia inoculados com
veneno de Loxosceles laeta e tratados com dapsona (DAP), células-tronco mesenquimais (CTMs) ou em associação tanto de CTMs
quanto de DAP (CTMs +DAP). (a)Amostra de uma pele de coelho do grupo controle (C-) (200x). (b) Padrão de deposição de colágeno
após envenenamento por Loxosceles laeta (C+) (*) (200x). (c)Deposição de colágeno em coelhos envenenados e tratados com dapsona
(DAP) (*) (200x). (d) Deposição de colágeno em coelhos envenenados e tratados com células-tronco mesenquimais (CTMs) (*)
(200x). (e) Deposição de colágeno em coelhos envenenados e tratados com DAP e CTMs (DAP- CTMs) (*) (200x).
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Figura 5. Análise da deposição de colágeno através da coloração de Prico-sirius em pele de coelhos da Nova Zelândia inoculados com
veneno de Loxosceles laeta e tratados com dapsona (DAP), células-tronco mesenquimais (CTMs) ou em associação tanto de CTMs
quanto de DAP (CTMs +DAP). (a) Amostra de uma pele do grupo controle (C-) (200x), (b) Padrão de deposição de colágeno após
envenenamento por Loxosceles laeta (C+) (*) (200x), (c) Deposição de colágeno em coelhos envenenados e tratados com dapsona
(DAP) (*) (200x), (d) Deposição de colágeno em coelhos envenenados e tratados com células-tronco mesenquimais (CTMs) (*)
(200x), (e) Deposição de colágeno em coelhos envenenados e tratados com DAP e CTMs (DAP-CTMs) (*) (200x).

Os animais submetidos ao tratamento com DAP e
CTMs apresentaram maior número de fibras colágenas
totais em relação ao grupo controle negativo (p<0,05)
(Tabela I e Figura 4). Isso pode representar uma ação
sinérgica entre CTMs e DAP, aumentando o estímulo para
a deposição total de colágeno.

Avaliação imuno-histoquímica da angiogênese

Não houve diferença estatística perceptível na área

ocupada pelos vasos sanguíneos entre o grupo controle e
todos os tratamentos testados. A angiogênese é um
processo da fase proliferativa da cicatrização e muito
importante na evolução da cicatrização de feridas,
ocorrendo a partir de capilares intactos ou recém-lesados.
Este evento é modulado pelo fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF-A), produzido por células
endoteliais, macrófagos e células epidérmicas ativas (38).
É geralmente aceito que as CTMs estimulam a
angiogênese por meio da quimiotaxia de macrófagos e
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estimulação de células endoteliais por fatores pró-
angiogênicos, como o VEGF-A. O fato de não haver
diferença observável na neovascularização entre os
diferentes grupos pode ser explicado pelo momento da
coleta da amostra. Um estudo sobre feridas em cães após
tratamento com CTMs corrobora essa hipótese. Neste
estudo, nenhuma diferença no número de vasos
sanguíneos foi observada 14 dias após o tratamento com
células-tronco, mas no dia 21, uma diferença estatística
nos grupos tratados foi observada (28).

Tabela I.Médias das áreas ocupadas em pixels por colágeno na
pele de coelhos da Nova Zelândia segundo os diferentes tipos de
tratamentos instituídos após coloração com Tricrômico de
Masson em amostras coletadas 12 dias após a inoculação do
veneno de Loxosceles laeta

CTMs: Células-tronco mesenquimais. Letras maiúsculas diferentes representam
valores estatísticos diferentes nas colunas pelo teste de Tukey onde p<0,05.

Conclusões
A concentração de veneno de L. laeta utilizada

neste estudo (20 µg) foi capaz de induzir uma lesão
dermonecrótica significativa em coelhos. As CTMs
podem aumentar a inflamação inicial após a aplicação nos
primeiros dias, no entanto, com o passar do tempo, essas
contribuem para a cicatrização da ferida. A análise
histopatológica mostrou lesão tecidual diminuída e
inflamação menos intensa nos grupos DAP e CTMs
sinalizando uso potencial de CTMs em terapias
regenerativas após acidentes loxoscélicos. Apesar de
poucos parâmetros apresentarem significância estatística,
o tratamento com DAP + CTMs revelou potencial para
melhorar a deposição de colágeno. Estudos adicionais
podem fornecer mais evidências e são necessários para
definir CTMs e sua associação com a dapsona como
possíveis opções de tratamento para lesões cutâneas de
Loxosceles.
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