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RESUMO

Aranhas do género Loxosceles sdo animais peconhentos cuja picada podeapresentar
diversas manifestacdes, dentre elas a possibilidade de acometimento renal. Evidenciar a
atividade nefrotdxica, direta e indireta, das diferentessubstancias contidas na peconha da
Loxosceles spp. O presente estudo trata-se de uma revisdo literaria de artigos cientificos
publicados nos ultimos 25 anos, indexados na base de dados cientificas PUBMED,
SCIELO, Science Direct. Vinte e um artigos que correspondiam aos critérios de inclusédo
foram selecionados para integrar este estudo. Na peconha de Loxosceles spp., existem
compostos que causam, direta eindiretamente, efeitos deletérios em seres humanos. Estes
efeitos podem ser locais ou sistémicos, sendo a lesdo renal aguda (LRA) a forma mais
grave. A peconha referida € capaz de afetar o tecido sanguineo, podendo levar a disturbios
hemoliticos intravasculares e a coagulacdo intravascular disseminada (CIVD). Um de
seus componentes ¢ a fosfolipase-D (previamente conhecida como esfingomielinase), que
embora nédo seja a proteina com a maior expressividade na toxina da aranha Loxosceles,
¢ a mais definida e estudada pela literatura e possui papel fundamental tanto na acédo
local, quanto sistémica, induzindo a dermonecrose e hemdlise. Nos rins,a peconha se
liga as células glomerulares, tubulares e membranas basais, podendo levar a LRA. A
fosfolipase-D tem como principal agdo a hidrolise da esfingomielina, componente da
membrana externa dos eritrocitos, mas pode promover o mesmo efeito em outros
constituintes da membrana celular. Essa enzima provoca a lise celular renal em humanos,
concomitante a ativacao e secrecao de metaloproteases da matriz extracelular (MEC). Ao
hidrolisar fosfolipidios, postula-se que a toxina dermonecrotica ative vias de sinalizagéo
em diferentes células, causando alterac6es fisiopatologicas. Um estudo detectou que a
toxina se liga aos glomérulos e ttbulos renais de camundongos, reforgando a ideia de uma
relacdo direta com a LRA. O processamento da hemoglobina resultante da hemolise
contribui, indiretamente, para este quadro.

Palavras-chave: aranha-marrom, lesdo renal aguda, pegonha, loxoscelismo.

ABSTRACT

Spiders of the genus Loxosceles are venomous animals whose bite may present several
manifestations, among them the possibility of renal involvement. The aim of this study is
to evidence the direct and indirect nephrotoxic activity of the different substances
contained in the venom of Loxosceles spp. This study is a literature review of scientific
articles published in the last 25 years, indexed in the scientific databases PUBMED,
SCIELO, and Science Direct. Twenty-one articles that matched the inclusion criteria were
selected to be part of this study. Loxosceles spp. venom contains compounds that directly
and indirectly cause deleterious effects in humans. These effects can be local or systemic,
with acute kidney injury (AKI) being the most severe form. The referred venom is capable
of affecting blood tissue, and can lead to intravascular hemolytic disorders and
disseminated intravascular coagulation (DIC). One of its components is phospholipase-D
(previously known as sphingomyelinase), which although not the protein with the highest
expressivity in Loxosceles spider toxin, is the most defined and studied in the literature
and has a key role in both local and systemic action, inducing dermonecrosis and
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hemolysis. In the kidneys, the venom binds to glomerular cells, tubular cells, and
basement membranes, and can lead to AKI. The main action of phospholipase-D is the
hydrolysis of sphingomyelin, a component of the outer membrane of erythrocytes, but it
can have the same effect on other constituents of the cell membrane. This enzyme causes
renal cell lysis in humans, concomitant with the activation and secretion of extracellular
matrix metalloproteases (ECM). By hydrolyzing phospholipids, it is postulated that
dermonecrotic toxin activates signaling pathways in different cells, causing
pathophysiological changes. One study found that the toxin binds to mouse glomeruli and
renal tubules, reinforcing the idea of a direct relationship with AKI. The processing of
hemoglobin resulting from hemolysis contributes, indirectly, to this picture.

Keywords: brown spider, acute kidney injury, venom, loxoscelism.

1 INTRODUCAO

As aranhas, do género Loxosceles, sdo animais que podem atingir até 3 cm de
comprimento, possuem habito noturno e ndo sdo agressivas, de tal modo que acidentes
loxoscélicos ocorrem quando as mesmas sdo comprimidas contra o corpo da vitima. No
entanto, sua picada, geralmente, é imperceptivel e reconhecida por apresentar duas
manifestacdes clinicas: a manifestacdo cutanea, mais frequente e de menor gravidade; e
a cutaneo-hemolitica ou cutaneo-visceral, menos frequente, porém de maior gravidade e
letalidade, em especial, quando se tem acometimento renal.l! No Brasil, sete espécies de
Loxosceles foram relatadas, a maioria nas regides Sul e Sudeste!?, sendo que a regio Sul,
segundo o Sistema de Informacdes de Agravos de Notificagdes(Sinan), notificou 40576
acidentes loxoscélicos entre 2015 e 2021 o que ratifica a necessidade de conhecimento
deste assunto pela comunidade médica.

Ademais, a acdo da pe¢onha tem atividade citotdxica, logo, seu mecanismo de
acdo € de lise celular. Dentre os variados componentes dessa peconha, temos duas
enzimas principais: a hialuronidase e a esfingomielinase tipo D. A hialuronidase funciona
como facilitadora, driblando o sistema de defesa do organismo, desligando-o, tornando a
acao esfingomielinasica mais eficaz do ponto de vista citotoxico. Dois sdo osalvos
principais dessas enzimas: a pele e o rim.!

Diante do exposto, considerando-se o numero crescente de estudos sobre
acidentes loxoscélicos, dada a sua relevancia clinico-epidemioldgica, esta revisdo de
literatura tem como objetivo evidenciar a atividade nefrotoxica, direta e indireta, das

diferentes substancias contidas na pegonha da Loxosceles spp.
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2 MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo de revisao literaria levantado a partir de artigos cientificos
publicados nos dltimos 25 anos (1997-2022) e indexados nas seguintes bases de dados
cientificas: PUBMED, SCIELO e Science Direct. Para este fim, foram usadas —
inicialmente — as palavras-chave: “Loxosceles” ¢ “loxoscelism”; e, apos isso, utilizou-se
o operador booleano “and” para relaciona-las a outras palavras-chave: “acute kidney
injury”, “hemolysis”, “toxins”, “rhabdomyolysis” e “renal biopsy”. Como ferramenta
auxiliar, foi utilizado o sistema DATASUS para coletar dados epidemiologicos sobre
acidentes com Loxosceles spp. Com isso, foram achados 32 artigos correspondentes.
Porém, de acordo com o objetivo deste estudo, apenas 21 artigos relacionavam
loxoscelismo a lesdo renal aguda, tornando este o numero final de estudos utilizados para

esta revisao literaria.

3 RESULTADOS

Estudos demonstraram que, ao isolar uma fracdo da peconha de Loxosceles spp.,
ha capacidade bioquimica de que ela se incorpore & membranas eritrocitarias — de
eritrocitos humanos — tornando-as suscetiveis ao sistema complemento alternativo, além
de possuir conformagcéo isomérica de uma fosfolipase I, A ativacdo dessa via, ou a perda
de sua capacidade regulatdria, desencadeia uma série de eventos que pode resultar em

hemdlisel®.

3.1 ENZIMAS

As fosfolipases tipo D — anteriormente chamadas de esfingomielinases — as
metaloproteases, as hialuronidases e os peptideos de baixo peso molecular sdo o0s
principais constituintes da peconha loxoscélicall. As fosfolipases tipo D ndo sdo as
proteinas de maior expressividade quantitativa, contudo sdo as mais estudadas e
relacionadas aos efeitos sistémicos das picadas por aranha-marrom[,

Inicialmente, as fosfolipases tipo D eram denominadas de esfingomielinases,
devido a sua acéo na esfingomielina das membranas celulares. Entretanto, fora observado
gue sua atividade se expandia para toda a bicamada fosfolipidica celular, justificando-se
sua mudanca de nomenclatura para fosfolipases, tornando — dessa forma — mais
abrangente sua atividade litical”&l.

Todas as espécies de Loxosceles spp., a serem citadas L. gaucho, L. intermedia,
L. laeta, L. boneti, sdo dotadas de peconha constituidas pelas referidas enzimas,
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destacando-se as fosfolipases do tipo D. Alguns estudos eletroforéticos, todavia,
evidenciaram diferentes propor¢des enzimaticas a depender da espécie. Sendo assim,
identificou-se que Loxosceles intermedia contém a pe¢conha com maior concentragdo de
fosfolipases-D, correspondendo a 20,2% do total. Por outro lado, a propor¢do desta
enzima na peconha de Loxosceles laeta é de, aproximadamente, 16,4%[!.

As fosfolipases-D possuem papel fundamental na deflagracdo dermonecrdtica da
picada da aranha-marrom, a partir da ativacdo quimiotatica neutrofilica, ativando assim
a via alternativa do sistema complemento, com consequente liberacdo de interleucinase
agregacéo plaquetaria secundarial®.

As metaloproteases, por sua vez, constituem um grupo enzimético de
endopeptidases zinco-dependentes ligadas @ membrana celular que possuem a capacidade
de hidrolise proteica, incluindo proteinas da MEC, tais quais colageno, fibronectina ou
moléculas da superficie celular!?l. Sua atividade pode gerar distirbios hemorréagicos
dérmicos, lesdo vascular, adesdo plaquetaria imperfeita e cicatrizacio defeituosa®. Para
finalizar, as hialuronidases tém potencial litico contra o &cido hialurénico — componente
da MEC — que podem estimular a irradiacéo gravitacional da dermonecrose, caracteristica

peculiar da lesdo cutanea loxoscélical*l,

3.2 EFEITOS NO TECIDO SANGUINEO

Uma série de relatos de casos descreveu hemdlise intravascular associada ao
envenenamento por aranha marrom, indicando-se que ha atividade hemolitica direta da
peconha contra os eritrocitos*?,

Ao isolar uma por¢do da peconha loxoscélica, apontou-se sua capacidade de
incorporacdo as membranas eritrocitarias humanas, tornando-as suscetiveis ao sistema
complemento alternativol®. Por essa mesma perspectiva, outro estudo afirma que a
ativagcdo dessa via, ou a perda da capacidade de sua regulagédo, desencadeia eventos
hemoliticos!®l.

Visto que algumas importantes substancias da peconha de Loxosceles spp. séo
isdbmeros fosfolipasicos('?l, as mesmas tém facilidade para se incorporar & membrana
celular humana, fazendo com que haja reorganizacgéo da estrutura fosfolipidica da referida
estrutural”, alterando sua conformaco estrutural e, consequentemente, funcional.

Outro grupo enzimatico presente na pegonha da aranha-marrom sdo as
metaloproteases!*, cuja capacidade litica vascular justifica-se por sua ligacéo ao endotélio
dos vasos sanguineos, gerando danos a matriz extracelular (MEC) e prejudicando a
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homeostasia deste ambiente, devido a deposicdo de fibrina, formacdo trombotica,
distdrbios hemorrégicos e aumento da permeabilidade vascular [ 141,

E importante salientar que a hemolise direta induzida pela esfingomielinase D
(atualmente, conhecida como Fosfolipase D), contida na peconha da Loxosceles spp., é

dose, tempo e concentragio dependente. Entretanto, é independente do tiposanguineol.

3.3 LESAO RENAL AGUDA (LRA)
Além das alteragdes hematoldgicas causadas pela acdo das toxinas da peconha de
Loxosceles spp. que podem resultar, indiretamente, em LRA, ha — também — a génese

direta da nefrotoxicidadel®. Estudos realizados em camundongos explicam o referido
mecanismol2: 9, 10, 11]

A partir de métodos de imunofluorescéncia, evidenciou-se que as toxinas da
peconha se ligam as células glomerulares, tubulares e as membranas basais renais!?.
Experimentos histoldgicos mostraram deposicdo de heméacias extravasculares
pericapilares glomerulares no espaco de Bowman. Além disso, ha deposicdo das toxinas
ao longo das membranas basais, o que explica a lesdo das células epiteliais glomerulares
(Figura 1)[*% A dilatacdo tubular foi outro aspecto encontrado, com a presenca de
residuos celularest® ¥ devido ao edema intersticial com hemacias extravasculares,
degeneracdo vacuolar dos tubulos proximais e distais e ao acUmulo de material

eosinofilico na luz dos tubulos corticais e medulares, como mostra a Figura 2 [10]

No que diz respeito aos achados clinicos, a pegonha causa diminuicao da filtracdo
glomerular e do volume urinério, aumento da resisténcia vascular renal e elevacéo
significativa da enzima creatinofosfoquinase (CPK), além da liberacdo de mioglobina,
que pode resultar em rabdomidlise. Em um estudo caso-controle realizado, identificou-se
que no grupo no qual se inoculou a peconha, houve aumento da mioglobina, deposigéo

focal desse pigmento e menor incidéncia de mioglobina intersticial [ (Figura 3).
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Figura 1. Coloracéo de hematoxilina-eosina evidenciando glomérulo em desintegracdo e dano tubular.
A k

o

FONTE: Anwar S, Torosyan R, Ginsberg C, Liapis H, Morrison AR. Clinicopathological course of acute
kidney injury following brown recluse (Loxoscles reclusa) envenomation. Clin Kidney J. 2013
Dec;6(6):609-12. doi: 10.1093/ckj/sft111. Epub 2013 Oct 1. PMID: 26120457; PMCID: PMC4438362.
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Figura 2. (A) Visdo panordmica de um rim corado com hematoxilina e eosina, indicando altera¢@es difusas
ao longo das regi6es medular (med) e cortical (cor). (B) Detalhes das estruturas tubulares coradas com
hematoxilina e eosina, mostrando acimulo de material eosinofilico no limen tubular (setas) e vactolos nas
células epiteliais ("triangulos"). (C) Corte transversal de estruturas glomerulares coradas com hematoxilina
e eosina, onde intra-eritrécitos glomerulares podem ser vistos no espaco de Bowman (seta). (D,E) Secdes
transversais glomerulares coradas com reagente de Schiff de acido peridédico mais impregnacdo de
hematoxilina e prata, onde colapso das membranas basais (pontas de seta) e deposicdode materiais
proteiniceos no espa¢o de Bowman (setas) podem ser observadas. (F) Corte transversal deestruturas
ocitaria.

FONTE: Luciano MN, da Silva PH, Chaim OM, dos Santos VL, Franco CR, Soares MF, Zanata SM,
Mangili OC, Gremski W, Veiga SS. Experimental evidence for a direct cytotoxicity of Loxosceles
intermedia (brown spider) venom in renal tissue. J Histochem Cytochem. 2004 Apr;52(4):455-67. doi:
10.1177/002215540405200404. PMID: 15033997.
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Figura 3. A - Coloracéo negativa para mioglobina (200 X). B. Citoplasma tubular positivo coloracéo para
mioglobina (setas pretas). Notar necrose tubular na mesma area (200X). C. Coloragdo negativa para
hemoglobina (200 X). D. Positivo coloracdo do citoplasma tubular (setas pretas) para hemoglobina (200
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FONTE: Lucato RV Jr, Abdulkader RC, Barbaro KC, Mendes GE, Castro I, Baptista MA, Cury PM,
Malheiros DM, Schor N, Yu L, Burdmann EA. Loxosceles gaucho venom-induced acute kidney injury--
in vivo and in vitro studies. PLoS Negl Trop Dis. 2011;5(5):e1182. doi: 10.1371/journal.pntd.0001182.
Epub 2011 May 31. PMID: 21655312; PMCID: PMC3104973.

4 DISCUSSAO

As fosfolipases tipo D, conhecidas como toxina dermonecrética, mesmo que em
menor proporcdo, sdo a principal fracdo da pegonha da aranha-marrom devido a sua
importante relacdo com as manifestaces locais e sistémicas no organismol®l. Essa
proteina tem como principal acdo a hidrélise da esfingomielina, componente da
membrana externa do eritrécitol’].

Essa enzima provoca a morte de células renais humanas por apoptose,
concomitante a ativacao e secrecdo de metaloproteases (MMP) de matriz extracelular,
tipo 2 e tipo 9, secretadas por células human kidney (HK-2)[l. Dois subtipos de
metaloproteases foram identificados na peconha loxoscélica: loxolisina tipo A, com
atividade em fibronectina e fibrinogénio, e loxolisina tipo B, com atividade
gelatinolitical®. Estudo feito com coelho vivo reforca que a fosfolipase-D induz o
aumento da secrecdo de MMP e que isso se correlaciona diretamente com a perda de

viabilidade celular por apoptose!®l.
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Em relacdo a acdo das fosfolipases-D da aranha-marrom, sabe-se que elas
catalisam a hidrdlise de fosfolipidios, como a esfingomielina nos eritrocitos, em uma
ligacdo fosfodiéster terminal para liberar colina e produzir ceramida 1-fosfato (C1P)[,
Esta, em baixas concentracfes, estimula a proliferacdo celular e inibe a apoptose,
enquanto em concentracdes relativamente mais altas induz a morte celular programadat®l.
Ao hidrolisar fosfolipidios, postula-se que a toxina dermonecrética ativa vias de
sinalizacdo em diferentes células e causa alteragdes fisiopatologicas como a resposta
inflamatoria, agregacéo plaquetaria e aumento da permeabilidade dos vasos sanguineost.

Analises de células renais caninas (MDCK) mostraram que a peconha é toxica
paraas células renais humanas, causando 30 a 40% de morte celular apds 72 horas. A
fosfolipase-D foi a fragdo mais toxica, resultando em 100% de morte celular em 72 horas,
com concentragdo de apenas 5 microgramastl.

Através de um método de imunofluorescéncia, foi detectado que a toxina se ligou
aos glomérulos e tubulos renais dos camundongos expostost™!l, reforcando a ideia de
que a fosfolipase-D tem relacdo direta com a lesdo renal aguda. A peconha inibe,
efetivamente, a ligacao de anticorpos ao rim, agindo como “antigenos plantados” ligados
as estruturas renais, como ao longo das membranas basais renais, o que pode explicar a
lesdo das células epiteliais glomerulares, a citotoxicidade das células endoteliais
fenestradas, a hialinose e a proteintria, bem como a les&o das células tubulares*%.

A anélise morfométrica mostrou que 75-80% da &rea renal foi afetada pela
peconhade Loxosceles spp.l*?. Em microscopia eletronica, outra evidéncia de dano
glomerular foi fornecida por sinais estruturais de citotoxicidade em poddcitos, como
danificagio de pé e fendas de filtragdo!*®. As células endoteliais fenestradas também
mostraram sinais de alteracbes, como mudancas especificas na adesdo celular,
deslocamento da membrana basal, desorganizacao da fenestra, retracdo celular e indugéo
a apoptose celular do endotélio capilar®®l,

A LRA é definida como a destruicdo das células epiteliais tubulares e supressédo
aguda da func&o renall®. Ha evidéncias de que ela pode ser causada, indiretamente, pela
peconha de Loxosceles spp. através da hemdlise intravascular. A atividade hemolitica
libera grande quantidade de hemoglobina no sangue, o que pode ser tdxico para 0s rins
(8, 18) [ 61 A hemoglobina é filtrada pelos glomérulos renais e degradada pelas células
epiteliais tubulares, resultando em dois compostos: tetrapirrol-heme e proteina-
globinal*”l, O excesso de heme intracelular é citotoxico para essas células epiteliaisi*’l, o
que corrobora para lesdo renal aguda. Esse processo é chamado de nefropatia
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pigmentosal®®l,

Em um relato de caso, um homem de 23 anos foi picado por uma aranha
Loxosceles spp. e, em seguida, apresentou LRA e baixos niveis séricos de hemoglobina
(6.2 g/dl), a0 mesmo tempo em que ndo possuia alteracdes nos niveis de CPK sérico, nem
mioglobinuria, ou seja, ndo apresentou rabdomiolise. Tendo essas condi¢cBes em vista,
provavelmente, a LRA foi causada exclusivamente por hemdlisel28l,

A rabdomidlise causada pela peconha da aranha-marrom!®! libera mioglobina que
também pode ser filtrada e absorvida pelo tecido renal®® 7 ¥l Em um estudo
observacional retrospectivo, a mioglobina foi identificada no tecido renal por
imunocoloragdo em pacientes com LRAI 191, Portanto, a rabdomidlise também pode
induzir a LRA. Durante a elaboracdo desta revisdo, destacou-se a compreensdo dos
mecanismos pelos quais a peconha de aranhas do género Loxosceles age para causar 0S
diversos efeitos deletérios em seres humanos. As toxinas dessas aranhas possuem
atividades citotoxica, hemolitica e nefrotdxica. Em sua composicao, pode-se encontrar
enzimas como fosfolipases-D, que possuem propriedades hemoliticas e
dermonecrdticas!®, metaloproteases, capazes de lesar vasos sanguineos e promover a

formac&o de trombos(* 134 hialuronidases®?® e outras proteinas.
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