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RESUMO  

 

O araneísmo no Brasil configura um problema de saúde pública, devido a grande 

quantidade de notificações. Mais especificamente no estado do Paraná, temos em 

evidência as espécies Loxosceles intermedia, Loxosceles laeta e Loxosceles gaucho, 

pertencentes ao gênero Loxosceles. O envenenamento por tais aranhas causam 

sintomatologias com características dermonecróticas desencadeando resposta 

inflamatória na região da picada. Em casos mais severos, pode haver   aparecimento 

de sintomas a nível sistêmico, tais como hemólise e anemia, podendo levar o indivíduo 

a óbito. O diagnóstico de loxoscelismo em muitos casos pode ser confundido com 

outras patologias de sintomatologia similar. Seu tratamento, no Brasil, se dá por meio 

de remédios que aliviam os processos inflamatórios desencadeados pelo veneno, ou 

pela administração de fragmentos de anticorpos heterólogos provenientes do soro 

equino anti-loxoscélico (SALOX), que em alguns casos pode induzir efeitos adversos. 

Os desafios acerca do mecanismo de ação, do diagnóstico e tratamento do 

loxoscelismo motivam muitos grupos a estudarem e desenvolverem ferramentas que 

possam ser empregadas para promoção de melhorias no contexto dessa patologia. 

Anticorpos monoclonais, produzidos pelo nosso grupo, ajudaram a elucidar as funções 

e interações que ocorrem entre os venenos e o seu alvo, e como podemos proteger o 

organismo dessas ações deletérias. O presente trabalho objetivou a caracterização de 

um anticorpo monoclonal murino, previamente produzido pelo nosso grupo, LimAb12, 

a partir da imunização com os venenos das espécies Loxosceles intermedia, 

Loxosceles laeta e Loxosceles gaucho. Por meio da realização de imunoensaios, foi 

possível confirmar o alvo específico desse anticorpo, presente nos venenos de três 

espécies de aranhas do gênero Loxosceles. Para melhor caracterização funcional do 

LimAb12 foi padronizado um ensaio de hemólise in vitro, a fim de avaliar a influência 

do sistema do complemento na destruição das hemácias provocada pelos diferentes 

venenos, assim como o potencial inibitório desse efeito, pela adição do anticorpo.  

 

Palavras-chave: Loxosceles, veneno, envenenamento, anticorpo monoclonal, 

hemólise. 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Due to the large number of notifications and cases, araneism is a public health 

problem in Brazil. More specifically, in the state of Paraná, there is strong evidence of 

the prevalence of species Loxosceles intermedia, Loxosceles laeta, and Loxosceles 

gaucho, all which belong to the genus Loxosceles, being the main drivers on this 

national health concern. Envenomation by such spiders causes symptoms with 

dermonecrotic characteristics, triggering an inflammatory response in the biting region. 

In more serious cases, symptoms, such as hemolysis and anemia may appear at the 

systemic level, which in severe occasions may lead to death. The diagnosis of 

loxoscelism can often be confused with other pathologies that present similar symptoms. 

Its treatment, in Brazil, is based on employing drugs that relieve the inflammatory 

processes triggered by the venom, or more specifically, by the administration of 

heterologous antibody fragments from an anti-loxoscellic equine serum (SALOX), which 

can, in some cases induce adverse effects. The challenges regarding the mechanism 

of action, diagnosis, and treatment of loxoscelism motivates many groups to study and 

develop tools that can be used to promote improvements in the context of this pathology. 

Monoclonal antibodies (mAb), produced by our group, helped to elucidate the functions 

and interactions that occur between their target and the venom, and how we can protect 

the organism from these harmful effects. The present study aimed to characterize a 

murine monoclonal antibody, previously produced by our group, LimAb12, from the  

immunization of mice with the venoms of Loxosceles intermedia, Loxosceles laeta, and 

Loxosceles gaucho. Through the employment of immunoassays, it was possible to 

confirm the specific target of this antibody, present in the venoms of the three analyzed 

species of the Loxosceles genus analyzed. For a better functional characterization of 

LimAb12, an in vitro hemolysis assay was standardized to assess the influence of the 

complement system on the lysis of red blood cells elicited by different venoms, as well 

as the mAbs inhibitory potential of this effect. 

 

Keywords: Loxosceles, venom, envenomation, monoclonal antibody, hemolysis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os envenenamentos por animais são causados por uma ampla gama de 

espécies. Dentre estas estão as serpentes dos gêneros Bothrops spp., Crotalus spp., 

Lachesis spp. e Micrurus spp., escorpiões pertencentes ao gênero Tityus spp. Os 

gêneros de aranhas mais populares nesses casos são, Loxosceles spp., Phoneutria 

spp. e Latrodectus spp. Assim como anuros, lagartas, abelhas, vespas e formigas 

(SINAN, SUS).  

Acidentes com aracnídeos são considerados de grande relevância clínica no 

Brasil, e também uma questão de saúde básica devido à sua alta incidência. Cerca de 

8.400 acidentes foram reportados apenas no ano de 2019 no Brasil (SINAN, SUS), 

sendo as regiões Sul e Sudeste as com maior predominância de casos notificados. 

Dentre os gêneros de aracnídeos responsáveis por um maior número de notificações, 

encontramos o gênero Loxosceles, popularmente conhecido como aranhas marrons. 

Neste encontram-se espécies como Loxosceles intermedia, Loxosceles gaucho e 

Loxosceles laeta, responsáveis por um alto número de casos clínicos de 

envenenamento reportados na América do Sul (EICKSTEDT, 1994). 

O envenenamento pela picada dessas aranhas pode levar o indivíduo desde a 

assintomatologia a quadros mais leves como edema, bolhas e eritema no local de 

inoculação do veneno e mesmo necrose local com cicatrização bastante lenta e até 

comprometimento da funcionalidade desse tecido. Em casos mais severos, definidos 

com loxoscelismo sistêmico, os sintomas do agravamento do envenenamento compõe 

principalmente falência renal e anemia hemolítica aguda (GREMSKI et al., 2014; DIAS-

LOPES et al., 2018) e podem levar as vítimas a óbito por falência múltipla de órgãos. 

Adicionalmente, a picada pode passar despercebida nos primeiros estágios devido a 

seu caráter indolor, de forma que o quadro inicial pode ser facilmente confundido com 

outra patologia, visto que não há um diagnóstico específico para loxoscelismo 

empregado no sistema de saúde atual (DA SILVA et al., 2004; DIAS-LOPES et al., 

2018).  

A composição complexa do veneno, bem como a presença de sinergismo entre 

seus componentes torna o entendimento dos processos relacionados ao diagnóstico e 

tratamento do loxoscelismo mais dificultosos, além das subnotificações de casos, de 

sintomas erroneamente diagnosticados por serem similares à de outras patologias e a 
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falta de identificação do animal que causou o acidente. Tendo isso em vista, se faz 

necessário um estudo mais aprofundado dos componentes que constituem o veneno e 

de como atuam no organismo humano. 

As imunoglobulinas G (IgG) são amplamente empregadas para estudo de uma 

variedade de moléculas e processos biológicos devido a sua constituição e 

aplicabilidade (ABBAS et al., 2017; FIELDS et al., 2013). Aliado a essas características, 

o emprego das técnicas de engenharia genética torna possível o rearranjo das 

sequências das cadeias variáveis e assim, permite a produção de moléculas 

recombinantes alternativas, e mais bem adaptadas às diferentes formas de emprego 

(AUBREY et al., 2003; FIELDS et al., 2013). 

A produção, a caracterização e a utilização de anticorpos tornam-se promissoras 

no sentido de promover melhorias na detecção, tratamento e estudo dos efeitos 

deletérios dos venenos (CHAVES-MOREIRA et al., 2017; ALVARENGA et al., 2013; 

SILVA et al., 2018, RONCOLATO et al., 2013). Nosso grupo produziu alguns anticorpos 

monoclonais, dentre eles o LimAb12, tema do presente estudo, que reconhece os 

venenos das três espécies loxoscélicas de maior relevância médica na América do Sul, 

L. intermedia, L. gaucho e L. laeta. Mais especificamente demonstrando afinidade pelas 

notinas (ou peptídeos ICK) e fosfolipases dos venenos, essas últimas reconhecidas por 

um mecanismo de reação cruzada. Esse mecanismo de reação cruzada foi investigado 

e os desdobramentos foram avaliados neste trabalho. 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Epidemiologia 

 

Envenenamentos causados por animais peçonhentos, sejam eles serpentes, 

aracnídeos, anuros ou insetos são reportados anualmente. Devido a distribuição 

endêmica destes animais, na maioria dos continentes, esses acidentes tornaram-se 

uma questão de saúde pública mundial. Segundo a Organização Mundial da Saúde 

(OMS, 2020), anualmente, entre 4,5 e 5,4 milhões de pessoas são vítimas de mordidas 

por serpentes no mundo. Já no tocante aos acidentes relacionados a aracnídeos, 

reportam-se aproximadamente 1,2 milhões de casos por ano de acidentes com 

escorpiões (ABROUG et al., 2020). Adicionalmente, aracnídeos possuem mais de 
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41.000 representantes de diversas espécies e pelo menos 23 gêneros têm algum caso 

reportado e amplamente citado na literatura científica mundial (PORRAS-VILLAMIL et 

al., 2020). Os envenenamentos provocados por aranhas são relativamente recorrentes, 

e dentre os gêneros de relevância médica estão Latrodectus, Loxosceles, Phoneutria 

(APPEL et al., 2015; ISBISTER et al., 2011). 

 Somente no ano de 2019, foram notificados 265.701 casos de acidentes por 

animais peçonhentos no Brasil. Destes, 30.482, 36.399 e 154.812 foram causados por 

serpentes, aranhas e escorpiões, respectivamente (SINAN, SUS). No estado do 

Paraná, foram registrados 3.810 casos de envenenamentos por aranhas oriundas do 

gênero Loxosceles, descrito por Heinecken e Lowe em 1832 (LUCAS et al., 2015; 

SINAN).  

 

2.2 O gênero Loxosceles  

 

Loxosceles spp. ou aranhas marrons, como são conhecidas popularmente, 

pertencem a família Sicariidae e possuem o corpo dividido em cefalotórax com quatro 

pares de pernas; abdômen com fiandeiras (necessárias para produção de teia); e 

apêndices articulados localizados próximos à boca (um par de palpos e quelíceras) que 

auxiliam na captura da presa e inoculação do veneno, respectivamente (RUPPERT et 

al., 2005). Podem habitar cascas de árvores ou serapilheira, quando na natureza, e no 

ambiente doméstico, podem ser encontradas em mobílias, roupas e calçados. 

Endêmicas da América do Sul e por sua vez do estado do Paraná, as espécies 

Loxosceles intermedia, Loxosceles laeta e Loxosceles gaucho (Figura 1) são 

consideradas as espécies mais relevantes devido sua importância médica (LOPES et 

al., 2020). 
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Figura 1. Fotografia de espécimes adultos do gênero Loxosceles. Fêmea de L. gaucho (A), fêmea de L. 

intermedia (B) fêmea de L. laeta (C), macho adulto de aranha marrom com ooteca (seta) (D), macho de 

L. gaucho (E), macho de L. intermedia (F), macho de L. laeta (G) e padrão em formato violino (seta) na 

região dorsal do cefalotórax de macho de L. gaucho (H).  Fonte: adaptado de GREMSKI et al., 2014. 

Apesar de pertencer ao mesmo gênero, cada espécie apresenta particularidades 

não somente em seu fenótipo mas também, na composição bioquímica de seus 

venenos.  Pequenas diferenças na quantidade de ESTs (do inglês tags de sequências 

expressas) de toxinas do veneno foram demonstradas através de transcriptomas 

realizados das glândulas de veneno. As fosfolipases D (PLD) e metaloproteases 

possuem uma maior representatividade de transcritos nos três venenos, entretanto em 

L. intermedia e L. laeta há uma maior quantidade de ESTs de proteínas de baixa massa 

quando comparadas com L. gaucho (MACHADO et al., 2005; FERNANDES-PEDROSA 

et al., 2008; GREMSKI et al., 2010; CALABRIA et al., 2019). 

O veneno das três espécies apresenta ação hemolítica dependente de 

complemento e foi observado que o veneno de L. intermedia causa lise das células 

devido a sensibilização destas pela ação das fosfolipases presentes no veneno, 

desencadeando a resposta do sistema complemento. Foi reportado também, que o 

veneno L. laeta induz a hemólise em maior grau que quando comparado com L. gaucho 

(LOPES et al., 2020).  

Uma análise proteômica desenvolvida com os três venenos revelou a presença 

de proteínas de mesma massa molecular (30-35 kDa, representando as PLD) nas três 

espécies. Apesar de demonstrarem funções dermonecróticas similares na ação 

causada, foi demonstrado um maior potencial dermonecrótico do veneno de L. laeta 

comparado ao de L. intermedia (MACHADO et al., 2005; GREMSKI et al., 2014). 
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 2.3 Loxoscelismo - desafios no diagnóstico e tratamento 

 

Se dá o nome de Loxoscelismo às reações adversas características causadas 

pelo envenenamento por aranha-marrom. Esses sintomas podem ser cutâneos (70 % 

dos casos), como vermelhidão na região da picada, edema, inchaço devido ao aumento 

de irrigação e permeabilidade vascular, dermonecrose e dor na região da picada. Já 

em casos mais severos as reações podem atingir um nível sistêmico (cerca de 15 % 

dos casos), desencadeando respostas tais como febre, náuseas seguido de emese, 

hemólise intravascular e comprometimento da função renal, podendo culminar em 

falência múltipla de órgãos e resultar no óbito da vítima (3 % dos casos) 

(ALBUQUERQUE et al., 2018; DIAS-LOPES et al., 2018; LODEN et al., 2020). 

De maneira geral, o diagnóstico de envenenamento por aranha marrom é 

realizado através da observação de sinais clínicos e análise de parâmetros físicos e 

bioquímicos do sangue da vítima, observando-se a hemólise evidente e presença de 

creatinina quinase no soro (em caso de suspeita de loxoscelismo sistêmico). Também 

é levado em conta o local da picada, identificação do animal, caso tenha sido levado ao 

local de assistência médica, e se a espécie em questão é endêmica daquela região 

onde o indivíduo foi acometido. Apesar disso, o loxoscelismo pode ainda ser confundido 

com outras patologias de sintomas e reações similares. Dessa forma, torna-se bastante 

necessária uma melhoria na especificidade dos métodos diagnósticos empregados 

para que seja realizado o tratamento mais adequado (MALAQUE et al., 2011). 

No que concerne ao tratamento, apesar dos variados estudos acerca do 

loxoscelismo, ainda não existe um tratamento padrão amplamente utilizado 

(TAMBOURGI et al., 2010). Cada unidade de saúde utiliza diferentes estratégias e 

recursos para tratar seus pacientes. Seja o uso de antibióticos, anti-histamínicos, 

corticóides e analgésicos em casos mais leves e até transfusão sanguínea em casos 

mais severos. Todavia, esses tratamentos auxiliam no controle da sintomatologia do 

envenenamento, mas não possuem eficácia concreta em todos os casos (MALAQUE 

et al., 2011; ALBUQUERQUE et al., 2018).  

No Brasil, o uso de soroterapia para o tratamento é mais difundido. E tem como 

objetivo a neutralização das toxinas presentes no veneno por meio de anticorpos de 

animais hiperimunes. Os animais são usualmente imunizados com um pool de venenos 
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de diversas espécies loxoscélicas e, assim, produzem imunoglobulinas contra esses 

antígenos, as quais são obtidas no soro. Contudo, o soro, de origem equina, possui 

anticorpos com diferentes especificidades, inclusive para componentes presentes nos 

venenos que não são tóxicos para o homem. Tendo isso em vista, a utilização deste 

tratamento deve ser feita com cautela pois, mesmo após uma série de etapas de 

processamento, o soro ainda pode provocar reações adversas, devido à natureza 

heteróloga das moléculas utilizadas. Esses efeitos colaterais podem ser desde 

pequenas alergias a reações severas, como choques anafiláticos e doença do soro, 

fisiopatologia desencadeada pela hipersensibilidade ao soro, formando 

imunocomplexos entre proteínas do sangue e do ativo injetado (CHAVES-MOREIRA et 

al., 2017; LODEN et al., 2020; RIXE et al., 2021).  

O uso de anticorpos para neutralização de toxinas foi inicialmente descrito por 

volta do fim do século XIX e ainda hoje é utilizado para tratar envenenamentos por 

animais peçonhentos. Os fragmentos ligadores de antígeno Fabs e F(ab’)2,, podem ser 

obtidos através da fragmentação de imunoglobulinas com a enzima proteolítica papaína 

e pepsina, e são muito utilizados na soroterapia para tratamento de envenenamento de 

serpentes, escorpiões e aranhas. As instituições responsáveis por produzirem soros 

antivenenos, no Brasil, são: o Instituto Butantan em São Paulo, o qual produz o soro 

antiaracnídico contra Loxosceles gaucho, Phoneutria nigriventer, Tityus serrulatus e 

Tityus bahiensis, e o Centro de Produção e Pesquisa de Imunobiológicos (CPPI) no 

Paraná, o qual produz o soro especificamente antiloxoscélico. Esse, é produzido 

unicamente pelo CPPI, e é denominado desta forma por ser um antiveneno específico 

contra o veneno das espécies L. intermedia, L. Laeta e L. gaucho (GREMSKI et al., 

2014; SQUAIELLA-BAPTISTÃO et al., 2018). 

 

2.4 Veneno e toxinas 

 

O veneno de Loxosceles consiste em uma mistura complexa e de tom incolor, 

de proteases biologicamente ativas, as quais possuem peso molecular entre 3 kDa a 

150 kDa. Dentre essas, as notinas ou peptídeos ICK (Inhibitor cystine knot) 

correspondem a 53,5 % do transcriptoma do veneno (MATSUBARA et al., 2013). Na 

literatura, já foram identificadas as notinas LiTx1, LiTx2, LiTx3 (DE CASTRO et al., 

2004) e LiTx4, U2- SCRTX-Li1b (MATSUBARA et al., 2013). Sua estrutura consiste em 
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uma cadeia única de massa molecular de 3-10 kDa, que contém 6-14 cisteínas 

formando pontes de dissulfeto intramoleculares. Tais pontes formam uma estrutura que 

se assemelha a um nó, dando o nome à família. Sua ação neurotóxica depende da 

interação com canais iônicos neuronais, causando paralisia na presa (insetos dos quais 

as aranhas se alimentam) (GREMSKI et al., 2010; MATSUBARA et al., 2013).  

As astacinas são metaloproteases dependentes de zinco e foram os primeiros 

componentes descritos do veneno loxoscélico (Loxosceles astacin-like proteinase - 

LALPs). Dentre estas, encontram-se dois tipos principais de metaloproteases: 

Loxolisina A (20-28 kDa) a qual degrada fibrinogênio e fibronectina e a Loxolisina B (32-

35 kDa), que tem ação gelatinolítica (32-35 kDa). Estudos recentes caracterizaram a 

existência de cinco isoformas de astacinas sendo elas, LALP1, LALP2, LALP3, LALP4 

e LALP5. Sua característica biológica consiste em facilitar a permeabilidade de outras 

toxinas do veneno no tecido danificado, exacerbando os efeitos dermonecróticos, a 

irrigação do local lesionado e a adesão plaquetária, entretanto, seu papel específico 

ainda não é bem compreendido (GRASHOF et al., 2020; GREMSKI et al., 2010; 

GREMSKI et al., 2020). 

As fosfolipases-D pertencem à classe de toxinas mais estudada dentre os 

componentes do veneno de Loxosceles. Também conhecidas como esfingomielinases-

D (PLD), devido a sua função hidrolítica de fosfolipídios, principalmente de 

esfingomielina, essas proteínas atuam na degradação de fosfolipídios da membrana 

celular, como seu nome sugere.  Ao hidrolisar a esfingomielina, as fosfolipases D 

produzem ceramida-1-fosfato (C1P) e lisofosfatidilcolina (LPC), que por sua vez formam 

o ácido lisofosfatídico (LPA), o qual desencadeia respostas celulares inflamatórias, tais 

como: migração celular e produção de prostaglandinas. Sabe-se também que outros 

substratos suscetíveis à ação de fosfolipases D são glicerofosfolipídeos e 

lisofosfolipídeos. Essas enzimas possuem peso molecular entre 30-35 kDa e são 

classificadas de acordo com a quantidade de pontes de dissulfeto em seus sítios 

catalíticos. As PLDs de classe I contém apenas uma ponte de dissulfeto, e as de classe 

II contém duas pontes de dissulfeto. Os principais eventos biológicos associados à 

atividade das fosfolipases D loxoscélicas incluem dermonecrose, hemólise, aumento 

da permeabilidade vascular, edema e citotoxicidade (GREMSKI et al., 2010; CHAVES-

MOREIRA et al., 2016; GREMSKI et al., 2020).  

As hialuronidases (41-43 kDa) degradam principalmente o ácido hialurônico 

(constituinte da membrana celular dos vertebrados), condroitina, sulfato de condroitina 
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e dermatan sulfato. Dessa forma atuam na destruição da matriz celular, agravando a 

dermonecrose e facilitando o alastramento gravitacional de outras substâncias do 

veneno, a partir do local da lesão (GREMSKI et al., 2020).  

Alerginas são enzimas pertencentes a porção de proteínas de baixa massa do 

veneno. Responsáveis principalmente por edema ao redor da picada, coceira, 

vermelhidão, urticárias e, em alguns casos, reações de hipersensibilidade, promovendo 

uma ativação do sistema imune a nível celular (GREMSKI et al., 2020; JUSTA et al., 

2020).  

As TCTPs (do inglês Translation Controlled Tumor Protein) tem essa 

denominação por terem sido identificadas em tumores mamários humanos. São 

conhecidas também como Histamin Releasing Factors (HRFs) e estão envolvidas no 

processo alérgico decorrente do envenenamento, ativando mastócitos e basófilos, 

consequentemente desencadeando reações inflamatórias (GREMSKI et al., 2014; 

BOIA-FERREIRA et al., 2019; GREMSKI et al., 2020). 

Por fim, as serino proteases são enzimas que têm como função principal a 

digestão das presas capturadas pelas aranhas, possuindo um papel proteolítico 

importante. Podem também interferir na coagulação sanguínea e destruição da derme 

em casos de envenenamento. Possuem peso molecular entre 85 e 95 kDa (GREMSKI 

et al., 2014; GREMSKI et al., 2020).  Essas proteínas podem ser inibidas por outro 

componente do veneno, os inibidores de serino proteases, os quais têm como função 

proteger as próprias toxinas do veneno através da inativação das serino proteases 

(GREMSKI et al., 2014). 

Apesar de diversos componentes do veneno estarem descritos na literatura, o 

uso de proteínas recombinantes foi um grande facilitador em termos técnicos, de forma 

que não é mais necessário o uso exclusivo de aranhas para a realização de estudos 

com os componentes do veneno. Além de ser possível a produção em larga escala 

destes componentes, dependendo das demandas experimentais. Alguns grupos de 

enzimas citadas anteriormente tiveram sua forma recombinante produzida e 

caracterizada, como é o caso de algumas isoformas das fosfolipases D, dentre elas a 

Smase I (FERNANDES PEDROSA et al., 2002) e Smase II (DE SANTE FERREIRA et 

al., 2009) derivadas de Loxosceles laeta e LiRecDT1, LiRecDT2 LiRecDT3 (RIBEIRO 

et al., 2007), LiRecDT4 e LiRecDT5 (DA SILVEIRA et al., 2007), LiRecDT6 (APPEL et 

al., 2008), LiRecDT7 (VUITIKA et al., 2013) e LiD1 (KALAPOTHAKIS et al., 2002) de 

Loxosceles intermedia; Smase D de Loxosceles reclusa (LEE et al., 2005) e LgRec1 de 
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Loxosceles gaucho (MAGALHÃES et al., 2013). Também foi avaliado o potencial 

protetor de anticorpos equinos produzidos pela imunização utilizando como imunógeno 

uma proteína quimérica recombinante construída/desenhada a partir de epitopos uma 

toxina dermonecrótica presente no veneno de L. intermedia (rLiD1), (FIGUEIREDO et 

al., 2014).  Recentemente, foram caracterizadas também duas outras isoformas de 

PLDs, LoxTox1A e LoxTox11A, ambas de Loxosceles similis (LEAL et al., 2020).  

 

2.5 Hemólise - como ferramenta para o estudo das toxinas loxoscélicas 

 

São desencadeadas diversas reações por conta da inoculação do veneno. 

Normalmente são poucos microlitros injetados por picada, dependendo do tamanho, 

nutrição e dimorfismo da aranha. As características biológicas do acometido também 

são levadas em conta devido às reações geradas após o envenenamento (GREMSKI 

et al., 2014; CHAVES-MOREIRA et al., 2017). 

A reação de hemólise é desencadeada por componentes do veneno loxoscélico 

que ao ligarem-se aos fosfolipídios da membrana celular dos eritrócitos, desencadeiam 

reações de hidrólise que resultam no distúrbio desta, causando lise (CHAVES-

MOREIRA et al., 2016). Sabe-se que nesse processo são liberados metabólitos que 

disparam respostas inflamatórias associadas a presença do sistema complemento 

(GREMSKI et al., 2020). Tais interações vêm sendo elucidadas ao longo dos anos com 

diferentes protocolos in vivo e in vitro e em diferentes formatos, utilizando ou não o 

sistema complemento (TAMBOURGI et al., 1995; MANZONI DE ALMEIDA et al., 2018).  

A literatura dispõe de estudos pioneiros feitos in vitro em 1977 por Futrell e 

colaboradores demonstrando a atividade hemolítica do veneno de aranhas do gênero 

Loxosceles. No estudo, é evidenciada a hemólise quando incubados os eritrócitos 

sensibilizados com veneno de L. reclusa, na presença de complemento. Não há 

ocorrência de hemólise quando realizado o mesmo ensaio, na ausência do sistema 

complemento. Revelando assim, a necessidade do uso do sistema complemento para 

ocorrência da hemólise in vitro e assemelhando-se ao que ocorre in vivo (MORGAN et 

al., 1978).  

A respeito das vias responsáveis pela ativação do sistema complemento, tem-

se de maneira geral as vias clássica, alternativa e das lecitinas. Estudos realizados 

sugeriram que a via utilizada pelo veneno loxoscélico ao disparar a cascata do 
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complemento seria a via alternativa, visto que as lesões na membrana provocadas 

pelas ações das fosfolipases D desencadeiam respostas deste tipo (KURPIEWSKI et 

al., 1981). Em 1995, Tambourgi e colaboradores desenvolveram um ensaio hemolítico 

in vitro, na presença do sistema de complemento, constatando hemólise na presença 

do veneno de Loxosceles intermedia. Este protocolo tem sido utilizado pelo grupo até 

a atualidade, inclusive demonstrando hemólise dependente do sistema complemento 

na presença de venenos de outras espécies do gênero Loxosceles, como L. laeta, L. 

amazonica, L. willianilsoni (TAMBOURGI et al., 1995; TAMBOURGI et al., 2021).  

Entretanto, em 2009, um grupo de pesquisadores realizou um ensaio hemolítico 

direto, sem a adição do sistema complemento. O novo formato foi adaptado de Harris 

& Phoenix (1997), que avaliaram o potencial hemolítico de toxinas de E. coli. Desta 

forma, foi comprovada a ocorrência de hemólise também independentemente da adição 

do sistema complemento, em hemácias incubadas com veneno de L. intermedia, por 

24 horas (FUTRELL et al., 1979; HARRIS et al., 1997; CHAVES-MOREIRA et al., 2009).  

 

2.6 Anticorpos, fragmentos recombinantes e biosensores 

 

Os primeiros estudos de identificação de imunoglobulinas (Ig) estão datados por 

volta do fim do século XIX, sendo estas inicialmente descritas como agentes 

sanguíneos, ou cadeias laterais, capazes de neutralizar toxinas (SCHROEDER et al., 

2010). Sabemos que a produção endógena de anticorpos é decorrente do 

funcionamento do sistema imunológico, uma vez que células B, pertencentes ao 

sistema imune adaptativo, são ativadas por linfócitos T-helper ou quando seus 

receptores de superfície entram em contato com moléculas distintas e estranhas ao 

organismo próprio. Uma vez ativas, diferenciam-se em plasmócitos, que por sua vez 

secretam imunoglobulinas em sua forma solúvel (ABBAS et al., 2012). 

Podemos definir como anticorpos policlonais imunoglobulinas originadas de 

diferentes clones de células B específicos para diversos epítopos de um mesmo 

antígeno e monoclonais quando originados por um único clone específico para um 

único epítopo antigênico, conhecidos como mAbs (monoclonal antibodies) (LIU et al., 

2012).  

 As IgGs são o isotipo mais frequentemente encontrado no nosso corpo e são as 

Igs mais estudadas dentre todas as classes. Sua estrutura consiste basicamente em 

duas cadeias pesadas e duas leves idênticas, divididas em regiões constantes e 
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variáveis. As regiões variáveis são denominadas dessa forma, por serem a porção onde 

há maior variabilidade de sequência de aminoácidos e consequente a interação com o 

antígeno, possuindo assim porções denominadas, regiões determinantes de 

complementaridade (CDRs – do inglês). Tais domínios estão localizados nas regiões 

hipervariáveis da molécula, entre os loops das correntes beta (SCHROEDER et al., 

2010; FIELDS et al., 2013). 

A produção em larga escala de mAbs, para o teranóstico de diferentes 

patologias, foi facilitada quando, em 1975, Milstein e Köhler desenvolveram a tecnologia 

do hibridoma, onde células de mieloma foram fusionadas com células B de animais já 

imunizados contra um determinado antígeno. Devido sua alta especificidade, 

caracterização facilitada e redução na variabilidade de lotes, foi um grande passo na 

área da engenharia molecular e na imunologia (SCHROEDER et al., 2010; LIU et al., 

2012). 

Como consequência, houveram diversos estudos voltados à produção de 

anticorpos monoclonais e fragmentos recombinantes de anticorpos em diferentes 

formatos (CHEN et al., 2020) para que pudessem contribuir no entendimento, 

diagnóstico e tratamento de diferentes patologias (CHOW et al., 2012).  

Com o avanço de trabalhos nessa área abriram-se caminhos no que se trata ao 

estudo de toxinas presentes em diversas espécies do reino animal (MARIUTTI et al., 

2016). No geral, notamos que quando venenos entram em contato com o organismo 

humano, são desencadeadas diferentes reações celulares e como consequência, 

ocorrem distintos efeitos deletérios (BARMAN et al., 2018). Parte desses efeitos tóxicos 

foram elucidados através de ensaios que avaliaram sua ação direta sobre células e 

moléculas, através do emprego de anticorpos específicos, os quais permitiram um 

melhor entendimento do mecanismo de ação dos componentes presentes nos venenos, 

e também através do bloqueio parcial ou total da atividade dessas moléculas. 

Para os venenos de serpentes, aracnídeos e abelhas já se tem descrito 

anticorpos monoclonais e/ou recombinantes específicos para diferentes componentes 

tóxicos, como mAb3 e mAb4 contra as miotoxinas I e II do veneno de Bothrops atrox 

(LOMONTE et al., 1992). Adicionalmente, Stoyanova e colaboradores (2012) 

produziram fragmentos recombinantes de anticorpos (scFvs) contra uma fosfolipase 

bothropica neurotóxica.  Foram elaborados também scFv contra uma fosfolipase 

presente no veneno da abelha Apis mellifera (FUNAYAMA et al., 2012; SANTOS et al., 

2013; PESSENDA et al., 2016). Em relação às toxinas presentes no veneno de 
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escorpiões, tem-se desde uma IgG produzida por Bahraoui e colaboradores (1988) 

contra toxina AahII presente no veneno de Androctonus australis, o monoclonal murino 

Ts1 que reconhece toxinas presentes no veneno T. serrulatus (Alvarenga et al., 2005), 

bem como um scFv (humano) contra o veneno total de Tityus serrulatus produzido por 

Pucca e colaboradores em 2012 e em 2014. 

No contexto do loxoscelismo, em 2001, Guilherme e colaboradores produziram 

quatro anticorpos monoclonais (MoALg1, MoALg2, MoALg3 e MoALg4) contra uma 

PLAD de L. gaucho e demonstraram efeitos neutralizantes com uso no clone MoALg4. 

Dias-Lopes e colaboradores (2014), produziram o monoclonal Lid1mAb16 contra PLD 

de L. intermedia rLid1, com afinidade à uma região homóloga entre as PLDs das três 

espécies de aranhas, L. intermedia, L. gaucho e L. laeta, demonstrando potencial 

protetor de aproximadamente 80 % dos efeitos tóxicos hemorrágicos e dermonecróticos 

dos três venenos em coelhos. 

Ao longo dos anos, nosso grupo produziu alguns anticorpos monoclonais e 

fragmentos que foram capazes de detectar e neutralizar alguns efeitos dos venenos de 

L. intermedia, L. gaucho e L. laeta. Em 2003, Alvarenga e colaboradores, produziram 

um anticorpo monoclonal murino, o LimAb7, que neutraliza a atividade de fosfolipases 

D do veneno de L. intermedia, consequentemente neutralizando a dermonecrose in vivo 

e a hemólise in vitro, com 100 % de eficácia nas 

condições avaliadas. Posteriormente, 

fragmentos recombinantes de anticorpos foram 

produzidos em diversos formatos (JIACOMINI 

et al., 2016 e KARIM-SILVA et al. 2016) e 

humanizados (KARIM-SILVA et al., 2020) a 

partir dos hibridomas secretores do LimAb7, 

com potencial uso na detecção e neutralização 

das fosfolipases.     

Paralelamente, foram produzidos pelo 

nosso grupo dois outros anticorpos 

monoclonais reativos contra o veneno, não 

somente, de Loxosceles intermedia, mas para 

Loxosceles gaucho e Loxosceles laeta; o LimAb2 

e o LimAb12. 

Figura 2. Perfil eletroforético dos venenos e 

anticorpo. (I) Perfil eletroforético dos venenos: L. 

intermedia (1), L. gaucho (2) e L. laeta (3) e 

reatividade (II) do LimAb12. PM: padrão molecular 

(kDa). Fonte: adaptado de MONDINI, 2018. 
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 Em relação ao LimAb12, observamos que este reconhece componentes 

distintos do veneno quando comparado ao LimAb7, denominados notinas ou peptídeos 

ICK, e de forma cruzada as fosfolipases D (MONDINI et al., 2018 – dissertação 

mestrado). Além de descrever a produção do LimAb12, nosso grupo havia demonstrado 

em caráter preliminar o potencial do mesmo em inibir a hemólise provocada pelo 

veneno de L intermedia. Para complementar os estudos previamente realizados por 

Camila Mondini (Figura 2), foram delineados outros ensaios de hemólise e frente aos 

demais venenos, com vista a melhor caracterização do LimAb12. 

 

3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliação funcional do anticorpo monoclonal LimAb12 e de seu potencial de 

inibição da hemólise in vitro, provocada pelos venenos de L. intermedia, L. gaucho e L. 

laeta, na ausência e presença do sistema de complemento. 

3.2 Objetivos Específicos 

 

● Descongelar o hibridoma murino LimAb12. 

● Purificar os anticorpos monoclonais empregando diferentes técnicas de 

enriquecimento.  

● Caracterizar de maneira imunoquímica os anticorpos purificados através de 

ensaios de ELISA e Western Blot. 

● Padronizar o ensaio de hemólise in vitro induzida pelos venenos de L. 

intermedia, L. gaucho e L. laeta. 

● Avaliar a capacidade do LimAb12 em inibir a hemólise in vitro, provocada pelos 

diferentes venenos, tanto na ausência quanto na presença do sistema de 

complemento. 

 

 

 



26 
 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Os venenos de L. laeta, L. gaucho, e L. intermedia e o soro antiloxoscélico 

(SALOX) foram gentilmente cedidos pelo Centro de Produção e Pesquisa de 

Imunobiológicos (CPPI – Piraquara, PR, Brasil).  

Para realização dos seguintes passos serão utilizados os protocolos descritos 

em Fields et al, 2013. 

 

4.1 Descongelamento do hibridoma 4F10E12 e avaliação da secreção funcional 

de LimAb12 

 

Alíquotas do hibridoma secretor do LimAb12, armazenadas a -80 °C, foram 

descongeladas e transferidas para um tubo contendo 5 mL de meio DMEM. O tubo foi 

centrifugado a 125 xg, 20 °C por 6 min, e após a centrifugação o agente crioprotetor 

(dimetil sulfóxido - DMSO) foi removido e as alíquotas foram ressuspensas em 3 mL de 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium – Sigma ®) e incubadas à 37 °C, 5 % CO2. 

O meio de cultivo foi suplementado com 10 % soro fetal bovino (Gibco), 1 % de 

glutamina (Sigma Aldrich) e 1 % de penicilina-estreptomicina (Gibco).  

 

4.1.1 ELISA – Enzyme-Linked immunofluorescent assay para avaliação do 

sobrenadante celular. 

 

O antígeno, veneno de L. intermedia (5 µg.mL -1em cada poço), foi imobilizado 

na placa e mantido a 4 °C por 16 horas. Após esse passo, a placa foi lavada com PBS 

1X, 200 μL de solução de bloqueio (caseína 2 %, PBS 1X) foi adicionada em cada poço 

e a placa foi incubada por 1 hora à 37 °C. A placa foi lavada novamente e os 

sobrenadantes celulares foram adicionados (100 μL de forma direta). A placa foi 

novamente incubada à 37 °C por 1 hora, lavada e, por fim, incubada com IgG anti-

mouse horseradich peroxidase (HRP), na diluição de 1:6000 (Sigma Aldrich), por 1 hora 

à 37 °C. O ensaio foi revelado utilizando-se OPD (Ortofenilenodiamina) /H2O2. 
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4.2 Purificação do anticorpo monoclonal LimAb12 através de dois métodos 

distintos: (i) coluna de venenos de Loxosceles sp. imobilizados em Sepharose (ii) 

coluna de proteína A e G imobilizadas em Sepharose. 

 

Para a purificação do anticorpo monoclonal murino LimAb12 duas estratégias 

distintas foram empregadas. 

 

4.2.1 Construção de coluna de proteína A e G imobilizadas em matriz de Sepharose.   

 

A purificação do LimAb12 foi realizada a partir do sobrenadante do hibridoma 

secretor LimAb12, por cromatografia de afinidade utilizando uma coluna com proteína 

A e proteína G imobilizadas em Sepharose CNBr - (Sigma Aldrich ®), segundo as 

etapas descritas em (ALVARENGA et al., 2003; WEBER-LIMA et al., 2020). 100 mL do 

sobrenadante celular, contendo os anticorpos de interesse, foram incubados com a 

coluna durante 16 horas a 4 °C, sob agitação leve. No dia seguinte, a resina foi lavada 

com PBS pH 7.3 e realizou-se a etapa de recuperação dos anticorpos pela adição de   

4 mL de Glicina 0,1 M; pH 2,8; 0,15 M NaCl. O LimAb12 purificado foi então dialisado 

contra PBS 1X, 16 horas, a 4 °C. Após diálise, o material foi dosado pelo método de 

Bradford (BRADFORD et al., 1976) e armazenado a -20 °C.  O produto final dessa 

purificação recebeu o nome de LimAb12 A/G 

  

4.2.2 Construção de coluna de venenos loxoscélicos imobilizados em matriz de 

Sepharose. 

 

Seguindo o protocolo descrito pelo fabricante, os venenos loxoscélicos de 

Loxosceles intermedia, Loxosceles laeta e Loxosceles gaucho foram imobilizados na 

resina Sepharose, para a purificação do anticorpo monoclonal murino LimAb12. 

Resumidamente, 1g de Sepharose CNBr - (Sigma ®) foi pesado e hidratado em solução 

de HCL (1 mM). Essa mistura foi posteriormente centrifugada (3000 rpm; 5 min; 4 °C) 

e seu sobrenadante retirado. Foram feitas duas lavagens com tampão de ligação 

(NaHCO3 0,1M; pH 8,3; 0,5M de NaCl), e o preparado foi centrifugado novamente (3000 

rpm; 5 min; 4 °C), posteriormente descartando o sobrenadante. Um pool composto 

pelos três venenos (3,2 mg) foi adicionado e permaneceu sob incubação por 2 horas, 
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sob leve agitação, à temperatura ambiente, e posteriormente  por 16 horas a 4 °C. Para 

o bloqueio dos grupos que permaneceram livres e ativos na resina, a coluna foi 

incubada em solução de glicina (0,2 M; pH 8,0; 0,5 M NaCl) durante 2 horas à 

temperatura ambiente durante 16 horas à 4 °C. Ao final, foi lavada alternadamente com 

dois tampões de diferentes pH, tampão acetato (0,1 M de acetato de sódio; pH 4,0; 0,5 

M NaCl) e tampão carbonato (0,1 M de carbonato de sódio; pH 8,3; 0,5 M NaCl), para 

remoção de resíduos ligados fracamente à resina. Após as lavagens, a coluna foi 

centrifugada (3000 rpm; 5 min; 4 °C) uma última vez, o sobrenadante descartado, e 

armazenada em azida de sódio 0,1 %. 

 Para a purificação, a solução de azida 0,1 % foi retirada e a coluna foi lavada 

com PBS 1X. Subsequentemente, 100 mL do sobrenadante coletado foram incubados 

com a coluna overnight, a 4 °C, sob agitação leve. No dia seguinte, a coluna foi lavada 

com PBS 1X e a etapa de eluição realizada com 4 mL de Glicina (0,1 M; pH 2,8; 0,15 

M NaCl). O LimAb12 purificado foi então dialisado contra PBS 1X, overnight, a 4 °C. No 

dia seguinte, o dialisado foi retirado da membrana e dosado pelo método de Bradford 

(BRADFORD et al., 1976) e armazenado a -20 °C. O produto final dessa purificação 

recebeu o nome de LimAb12 Ven. 

4.3 Avaliação da pureza e rendimento de purificação do LimAb12 

 

4.3.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). 

 

Amostras contendo 3 μg de LimAb12 (LimAb12 Ven, purificado em coluna de 

veneno), LimAb12 (LimAb12 A/G, purificado em coluna de proteína A e G) e BSA 

(Albumina bovina sérica), foram analisados em um gel de poliacrilamida 12,5 %, na 

presença e ausência do agente redutor β-mercaptoetanol, a 150 V, por 2 horas à 

temperatura ambiente. Após finalizada a migração eletroforética, o gel foi corado com 

Coomassie Blue.  

 

4.3.2 Western Blot com soro anti-BSA. 

Após realização de um SDS-PAGE, mesmas condições descritas anteriormente, 

as proteínas resolvidas no gel foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose, 

por 16 horas a 24 V. Posteriormente, a membrana foi saturada com solução de bloqueio 
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(caseína 5% + Tween 0.05%) por 1 hora à temperatura ambiente.  A membrana foi 

incubada com soro anti-BSA 1:100, a 37°C, sob leve agitação. Em seguida, a 

membrana foi submetida a três lavagens com PBS 1X + Tween 0,05% e incubada com 

anti-mouse conjugado à HRP (Sigma Aldrich) 1:5000, 37°C sob leve agitação. A 

visualização dos imunocomplexos foi verificada por dois métodos: quimiluminescência 

(ECL) em filme ultrassensível e por DAB/Cloronaftol.  

 

4.4 Caracterização Imunoquímica do LimAb12 

 

Para testar a especificidade dos anticorpos monoclonais frente às proteínas do 

veneno das três espécies de loxoscélicas – L. intermedia, L. gaucho, L. laeta - testes 

de ELISA e western blot foram realizados, segundo o protocolo descrito e empregado 

por Karim-Silva et al, 2016. 

 

4.4.1 ELISA. 

 

O veneno de L. intermedia (0, 5 µg.mL -1) foi adsorvido na placa (NUNC 

Maxisorp) e mantido a 4 °C, por 16 horas. No dia seguinte, a placa foi submetida a 

lavagens com PBS 1X, saturada com 200 μL de solução de bloqueio (caseína 2 %, PBS 

1X) em cada poço e incubada por 1 hora à 37 °C. Posteriormente, a placa foi lavada, e 

LimAb12 Ven e LimAb12 A/G foram testados em diferentes concentrações (8 - 0,06 

µg.mL -1) por 1 hora à 37°C. Após esse tempo, a placa foi lavada e, por fim, incubada 

com IgG anti-mouse HRP diluída 1:6000 (Sigma Aldrich), por 1 hora à 37 °C. A 

revelação foi realizada utilizando-se OPD/H2O2. 

 

4.4.2 SDS-PAGE/Western Blot. 

 

Uma separação eletroforética das toxinas de Loxosceles intermedia, Loxosceles 

gaucho e Loxosceles laeta (5,0 μg/canaleta) foi realizada em gel de poliacrilamida 12,5 

% (SDS-PAGE). Para o ensaio de Western Blot, o gel foi transferido para uma 

membrana de nitrocelulose, overnight a 24 V. No dia seguinte, a membrana foi saturada 

com solução de bloqueio (caseína 5 % + Tween 0.05%) durante uma hora, à 

temperatura ambiente e, após esse tempo, a membrana foi cortada em três tiras, sendo 
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cada tira uma réplica.  As 3 partes da membrana foram incubadas com (i) LimAb12 A/G 

(10 µg.mL -1), (ii) mAb3 purificado (10 µg.mL -1) e (iii) SALOX 1:30.000, 

respectivamente, a 37°C sob leve agitação. Em seguida, as membranas passaram por 

três lavagens de PBS 1X + Tween 0,05% e foram incubadas com anti-mouse conjugado 

à HRP (Sigma Aldrich) diluído 1:5.000 (i e ii) e anti-horse HRP 1:30.000 (iii), a 37°C sob 

leve agitação. A revelação foi realizada por dois métodos: por ECL em filme 

ultrassensível e DAB/Cloronaftol.  

 

4.5 Ensaio de hemólise na presença de venenos Loxoscélicos dependente e 

independente do sistema complemento 

 

Esse estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética Humana do Setor de Ciências da Saúde 

da Universidade Federal do Paraná (Curitiba, PR, Brasil) sob o registro de número 

CEP/SD2911004. 

 

4.5.1 Padronização do ensaio de hemólise dependente do sistema de complemento. 

 

Para padronização deste ensaio, o sangue de doadores saudáveis foi coletado 

em tubos contendo citrato de sódio (BD Plastipak, Franklin Lakes) e centrifugado a 200 

xg por 15 minutos, possibilitando a separação da série vermelha e do soro. Após o 

fracionamento, os eritrócitos foram lavados 3 vezes com Lactato de Ringer (LR) – Jp 

Indústria Farmacêutica S.A. Em seguida, foi realizada a contagem das células em 

câmara de Neubauer e 10⁸ eritrócitos/mL foram incubados em tubos de 2 mL com 1,25 

μg de veneno de L. intermedia diluídos em Lactato de Ringer. Como controle negativo, 

utilizou-se apenas Lactato de Ringer e como controle positivo de lise, água destilada e 

0.1 % (v/v) de Triton X-100. O volume final de cada tubo foi ajustado para 1 mL e todas 

as condições foram testadas em duplicatas. Os tubos foram incubados à 37 °C por 24 

horas, sob agitação. No dia seguinte, os tubos foram centrifugados a 200 xg por 5 

minutos e o sobrenadante analisado em espectrofotômetro a 570 nm, conforme o 

protocolo descrito por Chaves-Moreira et al., 2009. Subsequentemente, para adição do 

sistema de complemento, as células foram lavadas 2 vezes com Lactato de Ringer e 

centrifugadas a 500 xg em cada etapa. Após retirado o sobrenadante, soro humano (do 
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mesmo doador de sangue utilizado na hemólise indireta) foi adicionado às células em 

3 diluições: 1:2, 1:4 e 1:8, e os tubos foram incubados por mais uma hora, a 37 °C, sob 

agitação. Por fim, os tubos foram centrifugados à 200 xg por 5 min e o sobrenadante 

analisado em no espectrofotômetro, no comprimento de onda de 570 nm. A taxa de 

hemólise foi calculada, primeiramente, pela subtração da absorbância a 570 nm do 

branco (Tampão Lactato Ringer) em todas as amostras sem e com complemento. 

Posteriormente, foi feita a divisão entre a absorbância a 570 nm da amostra e a soma 

das absorbâncias a 570 nm do veneno sem e com complemento, e o resultado foi 

multiplicado por 100. Foram considerados os valores de 100 % de hemólise a soma 

das absorbâncias a 570 nm do veneno antes e após a adição do complemento. A média 

e o desvio padrão foram determinados a partir de amostras duplicadas.  

 

4.5.2 Potencial hemolítico dos venenos de L. intermedia, L. gaucho e L. laeta 

dependente e independente do sistema de complemento. 

 

Para padronização da atividade hemolítica direta e indireta in vitro provocada 

pelos venenos das três espécies de Loxosceles, o sangue de doadores saudáveis foi 

coletado em tubos contendo citrato de sódio (BD Plastipak, Franklin Lakes) e 

centrifugado a 200 xg por 15 minutos, possibilitando assim a separação da série 

vermelha e do soro. Os eritrócitos foram recuperados, dispostos em tubos e lavados 3 

vezes com Lactato de Ringer – Jp Indústria Farmacêutica S.A. Diferentes 

concentrações de cada um dos três venenos loxoscélicos (1,25; 2,5; 5,0 µg.mL -1) foram 

incubadas com 10⁸ eritrócitos humanos, diluídos em lactato de ringer, em um volume 

final de 1mL/tubo. Como controle negativo, utilizou-se apenas Lactato de Ringer e como 

controle positivo, água destilada e 0.1 % (v/v) de Triton X-100. Todas as condições 

foram testadas em duplicata. Os tubos foram incubados à 37°C por 24 horas, sob 

agitação leve. No dia seguinte, os tubos foram centrifugados à 200 xg por 5 minutos e 

o sobrenadante lido em espectrofotômetro no comprimento de onda de 570 nm, de 

acordo com as etapas descritas por Chaves-Moreira et al., 2009. Em seguida, os tubos 

foram lavados novamente com Lactato de Ringer, centrifugados e seus sobrenadantes 

descartados. O soro normal humano (do mesmo doador) foi adicionado aos tubos na 

diluição de 1:4, e esses foram incubados à 37 °C, por uma hora, sob agitação leve. 
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Finalmente, os tubos foram centrifugados à 200 xg por 5 minutos e seus sobrenadantes 

lidos em um espectrofotômetro no comprimento de onda de 570 nm. 

 Os valores de absorbância obtidos foram transformados em porcentagem de 

hemólise considerando-se o controle positivo (Triton X-100) como representativo de 

100 % de lise. 

A taxa de hemólise total na presença dos venenos foi calculada, primeiramente, 

pela subtração da absorbância a 570 nm do controle negativo (Lactato de Ringer) em 

todas as amostras sem e com complemento, posteriormente foi feita a divisão entre a 

absorbância a 570 nm da amostra e a soma das absorbâncias a 570 nm do veneno 

sem e com complemento, e o resultado multiplicado por 100. Foram considerados os 

valores de 100 % de hemólise a soma das absorbâncias a 570 nm do veneno antes e 

após a adição do complemento. A média e o desvio padrão foram determinados a partir 

de amostras duplicadas. 

  

4.6 Ensaio de neutralização da hemólise na presença de LimAb12 

 

4.6.1 Avaliação do potencial neutralizante de hemólise do anticorpo Limab12 frente aos 

venenos de L. intermedia, L. laeta e L. gaucho. 

 

Com o objetivo de se avaliar o potencial neutralizante do anticorpo LimAb12 

frente aos venenos das três espécies de Loxosceles, o sangue de voluntário saudável 

foi coletado em tubos contendo citrato de sódio (BD Plastipak, Franklin Lakes) e 

centrifugado a 200 xg por 15 minutos, separando-se, assim, o soro da série vermelha. 

Os eritrócitos foram dispostos em tubos e lavados três vezes com Lactato de Ringer 

(LR) – Jp Indústria Farmacêutica S.A. Subsequentemente, 10⁸ eritrócitos humanos 

foram incubados com diferentes concentrações de LimAb12 (12,5; 25; 50 pmol) junto 

aos venenos de L. intermedia (10 µg.mL-1) e diluídos em lactato de ringer, em volume 

final ajustado de 1 mL. Como controle negativo, foi utilizado mAb3 (50 pmol) e como 

controle positivo, LimAb7 (50 pmol). Todas as condições foram testadas em duplicata. 

Os tubos foram incubados à 37 °C por 24 horas, em agitação leve. No dia seguinte, as 

células foram centrifugadas à 200 xg por 5 minutos e o sobrenadante lido em um 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 570 nm, de acordo com o protocolo 

descrito por Chaves-Moreira et al., 2009.  
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Os resultados foram expressos em porcentagem de hemólise, considerando o 

veneno sem a presença de anticorpo como 100% de hemólise.  

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Descongelamento e amplificação do hibridoma secretor de LimAb12 

 

Após o descongelamento do clone 4F10A12 e manutenção do hibridoma, o 

sobrenadante celular foi coletado em diferentes tempos para isolamento das 

imunoglobulinas. Os sobrenadantes foram testados frente ao veneno de L. intermedia 

para avaliar se após descongelamento os anticorpos se mantinham funcionais. 

Conforme a Figura 3, foi possível avaliar a reatividade dos sobrenadantes testados, 

confirmando a funcionalidade dos anticorpos secretados. Apenas um dos tempos de 

coleta apresentou baixa reatividade.  Tendo em vista tal reatividade com os antígenos 

específicos, foi feito um pool dos sobrenadantes reativos para prosseguir com a 

purificação das imunoglobulinas. 

 

Figura 3. ELISA para confirmar a reatividade dos sobrenadantes celulares produzidos pelo hibridoma 

secretor de LimAb12.  

Foi imobilizado o veneno de L. Intermedia (10 µg.mL-1) e adicionado 100 uL de amostras de 

sobrenadantes celulares coletados em diferentes períodos de cultivo, 15/12/2020 (1), 28/12/2020 (2), 

31/12/2020 (3), 02/01/2021 (4) e 04/01/2021 (5). Como controle negativo foi empregado sobrenadante 

do mAb3 (anticorpo irrelevante). Imunocomplexos foram detectados pela adição de anti-IgG de mouse-

HRP (1:6.000). FONTE: a AUTORA. 
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Também foi observado em outros trabalhos publicados pelo nosso grupo que a 

manutenção dos hibridomas em condições adequadas de temperatura, é possível com 

o descongelamento, a obtenção de células viáveis e capazes de secretar anticorpos 

funcionais (WEBER-LIMA et al., 2020). Sobre a manutenção da reatividade, somente 

num dos pontos testados isso não foi verificado, que pode ser explicado pelo longo 

período transcorrido entre as coletas, que gerou uma condição desfavorável para a 

viabilidade das células e consequente secreção dos anticorpos. 

 

5.2 Produção e purificação do anticorpo monoclonal LmAb12. 

 

O anticorpo LimAb12 foi purificado utilizando-se o princípio de 

imunocromatografia de afinidade, Immobilized metal affinity chromatography (IMAC), 

em dois diferentes formatos, para comparar a eficácia no enriquecimento das 

imunoglobulinas específicas. O primeiro, um dos formatos mais comuns para 

purificação de anticorpos, consistiu em uma matriz de Sepharose ligada às proteínas A 

e G de Streptococcus (ARORA et al., 2016) e o segundo formato, consistiu na 

construção de uma coluna com um pool de venenos loxoscélicos imobilizados na matriz 

de Sepharose.  

Nas condições descritas na metodologia o rendimento obtido 0,8 µg.mL-1 de 

proteína pelo método Sepharose-Li e 15,2 µg.mL-1, pelo método Sepharose proteína A 

e G. Os resultados obtidos demonstram um rendimento baixo segundo Goding (1996), 

o qual relata que o rendimento da produção de anticorpo monoclonal, em 

sobrenadantes de cultura celular, varia de 5 a 50 µg.mL-1, dependendo de fatores como 

desenvolvimento individual e densidade cultura celular (FREITAS et al., 2009). 

 

5.3 Avaliação da pureza dos anticorpos purificados 

 

5.3.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida 12.5 %.   

 

Para confirmar a pureza das imunoglobulinas purificadas, as amostras foram 

submetidas a uma separação eletroforética. Os anticorpos foram resolvidos, assim 
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como BSA (Albumina Bovina Sérica), em um gel de poliacrilamida posteriormente 

corado por Coomassie blue.  

Os anticorpos purificados em Sepharose-Li (LimAb12 Ven) estão indicados 

pelos números 1 e 3, já os purificados por Sepharose- Prot. A/G (LimAb12 A/G) pelos 

números 2 e 4. É possível visualizar em 1 uma banda com massa molecular de 

aproximadamente 60 kDa (indicada pela seta branca), sugerindo que mesmo após 

purificação existe uma contaminação por BSA.  Nota-se, também, a presença de três 

bandas na amostra 4 na qual o LimAb12 A/G foi resolvido na presença do agente 

redutor, sugerindo a presença de IgG bovina na totalidade do purificado. As 

imunoglobulinas G de origem bovina possuem pequenas diferenças no seu peso 

molecular e na maneira em que são clivadas na presença do agente redutor, β-

mercaptoetanol. Quando reduzidas suas cadeias pesadas (55 kDa) de peso similar as 

murinas, situam-se na mesma altura formando uma única banda, indicada pela seta 

preta na igura 4. Enquanto as cadeias leves bovinas com peso molecular de 28 kDa 

(indicado pela seta azul na Figura 4) diferenciam-se das murinas de 25 kDa (assinalada 

pela seta vermelha) formando duas bandas no perfil eletroforético (RASMUSSEN et al., 

2005).  

Um estudo realizado por Gall-Debreceni e colaboradores (2016), também 

demonstrou a presença de IgG bovina, ainda que baixa concentração, entre 0.3 e 8.3 

%. O resultado foi obtido por meio do desenvolvimento de um teste ELISA sanduíche 

para detecção de contaminantes, em cultura de anticorpos monoclonais de origem 

murina. Em solução para evitar a presença de impurezas derivadas da suplementação 

de origem bovina, nas culturas celulares, é sugerido ainda, o uso de soros depletadas 

ou seja, com ausência de IgG bovinas e BSA (GALL-DEBRECENI et al., 2016). 

Contudo alguns estudos comprovam, que ainda assim pode haver contaminação com 

IgG de origem bovina, mesmo que em escalas reduzidas (RASMUSSEN et al., 2005). 
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Figura 4. Fotografia do perfil eletroforético dos anticorpos purificados (LimAb12 Ven e LimAb12 A/G). 

3 μg de BSA (BSA), LimAb12 Ven na ausência do agente redutor β-mercaptoetanol (1), seta em branco 

indicando a possível contaminação por BSA no purificado; LimAb12 A/G ausência do agente redutor β-

mercaptoetanol (2), LimAb12 Ven na presença do agente redutor β-mercaptoetanol  (3) e LimAb12 A/G 

presença do agente redutor β-mercaptoetanol (4), seta amarela indicando IgG não resolvidas (150-160 

kDa), seta preta indicando a banda de cadeia pesada de IgG murina e bovina (50-55 kDa), seta azul 

indicando a cadeia leve de IgG bovina (28 kDa) e seta vermelha indicando as cadeias leves de IgG 

murina (25 kDa) resolvidos em um gel de poliacrilamida 12,5 % e corado com Coomassie Blue. PM: 

padrão molecular (kDa). Fonte: a AUTORA. 

 

5.3.2 Western Blot. 

 

Com intuito de confirmar a possível contaminação por BSA no pool dos 

anticorpos purificados por coluna de veneno, foi realizado uma eletroforese nas 

mesmas condições do ensaio supracitado e um Western blot. Através da utilização de 

um soro anti-BSA, foram observadas, por meio de dois métodos de revelação, bandas 

com massa molecular de aproximadamente 60 kDa (Figura 5, seta branca), 

confirmando a presença da albumina bovina.  

 Com a utilização da técnica de purificação Sepharose-Li, uma maior seletividade 

na separação era esperada, uma vez que no outro método de purificação, as proteínas 

A e G poderiam reter a imunoglobulina bovina presente no meio de cultura enriquecido 

com soro fetal bovino. Contudo, de acordo com os resultados obtidos, podemos concluir 
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que o método utilizando Sepharose-Li também levou a presença de contaminantes, no 

caso a albumina bovina. 

 

Figura 5. Fotografia da revelação das membranas de western Blot por DAB/cloronaftol e ECL.  

Três μg de BSA na presença do agente redutor β-mercaptoetanol  (BSA),  LmAb12 Ven na ausência do 

agente redutor β-mercaptoetanol  (1), (seta branca indicando possível contaminação por BSA); LmAb12 

A/G na ausência do agente redutor β-mercaptoetanol  (2),  LmAb12 Ven (seta preta indicando possível 

contaminação por BSA (3), seta vermelha indicando cadeia pesada do anticorpo e seta azul indicando 

cadeia leve do anticorpo) e LmAb12 A/G na presença do agente redutor β-mercaptoetanol  (4),  BSA na 

ausência  do agente redutor β-mercaptoetanol (5), LmAb12 Ven (6) e LmAb12 A/G (7) na ausência do 

agente redutor β-mercaptoetanol,  LmAb12 Ven (8) e LmAb12 A/G (9) presença do agente redutor β-

mercaptoetanol  foram separadas por SDS-PAGE 12,5 % e transferidas para membrana de nitrocelulose. 

Incubada com soro anti-BSA 1:100. As bandas foram detectadas pela adição de anti-mouse HRP(1:5000) 

por 1 h/37 °C. A revelação foi observada por 2 minutos de exposição no filme de raio-x por 

quimioluminescência (ECL) e exposta a DAB e Cloronaftol para visualização das bandas. PM: padrão 

molecular (kDa). Fonte: a AUTORA. 

 

Sabe-se que BSA é utilizado em diversas soluções como estabilizador de 

enzimas (DUSKEY et al., 2020), sem alterar a atividade catalítica das mesmas. A 

albumina também é empregada na entrega de várias drogas por apresentar vários sítios 

de interações (LÜHMANN e MEINEL, 2016), muitas inespecíficas, e provavelmente por 

esta razão foi capaz de se ligar a componentes do veneno no processo de purificação. 
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No entanto, a presença da albumina não interferiu na interação do LimAb12 Ven com 

as toxinas do veneno, como demonstrado em ensaios posteriores.  

Também foi observado que a amostra de LimAb12 Ven apresenta mais IgG 

murina que na amostra de LimAb12 A/G (Figura 5), visto que foi utilizado anti-mouse 

para revelação e este não evidenciou a IgG bovina nessas condições. Este resultado 

foi, da mesma forma evidenciado por Gall-Debreceni e colaboradores (2016) ao 

demonstrar por meio de um Western blot que a anti-IgG murina não reagiu com a IgG 

bovina impregnada na membrana.  

 

5.4 Caracterização do anticorpo murino LimAb12 

 

5.4.1 ELISA. 

 

Para caracterização da interação dos anticorpos com seus alvos, empregou-se 

um teste de ELISA indireto na presença do veneno de L. intermedia. Ambos os 

anticorpos apresentaram reatividade frente ao antígeno, porém o lote purificado por 

Sepharose-Li apresentou aproximadamente o dobro de reatividade frente ao antígeno 

em praticamente todos os pontos testados, mesmo que aparentemente possua uma 

maior taxa de contaminação por BSA (Figura 4). Nota-se também, que a partir do ponto 

de 2 µg.mL-1 essa reatividade apresentada pelo LimAb12 Ven triplica em relação ao 

LimAb12 A/G.  

Embora tenham sido observadas tais diferenças de reatividade entre os dois 

purificados, foi confirmada a reatividade contra o antígeno, veneno de Loxosceles 

intermedia. Este perfil reativo é descrito também, por Mondini (2018), em ensaio de 

caracterização do LimAb12 realizado anteriormente. O aumento de reatividade nos 

pontos citados anteriormente podem evidenciar a presença de anticorpos bovinos que 

reagem de forma inespecífica na reação.  
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Figura 6. Gráfico representando reatividades obtidas dos anticorpos purificados frente ao veneno de L. 

intermedia.  

ELISA direto: Imobilizado 5 µg.mL-1 de veneno de L. intermedia por 16h/4°C, incubado com 8 µg.mL-1 

em 100 µL de diferentes amostras de LimAb12 A/G, LimAb12 Ven, LimAb7 (controle +) (ALVARENGA 

et al., 2003) e mAb3 (controle -). Detecção deu-se pela adição do anti-mouse HRP (1:4000) por 1 h/37 

°C. A solução contendo OPD foi adicionada e após 15 minutos a absorbância foi lida em um leitor a 490 

nm. Fonte: a AUTORA. 

 

5.5. Reatividade de LimAb12 frente aos venenos. 

 

Com intuito de confirmar a reatividade do LimAb12, evidenciada no teste de 

ELISA, foi realizado ensaio de Western blot, no qual os venenos das três espécies de 

Loxosceles foram resolvidas em gel de eletroforese, transferidos para uma membrana 

de nitrocelulose e posteriormente, incubadas com LimAb12. 

O anticorpo LimAb12 demonstrou maior afinidade por um grupo de proteínas 

com massa entre 10 a 15 kDa, que provavelmente corresponde às notinas, toxinas de 

baixa massa presentes nos venenos loxoscélicos, como mostrado na Figura 7. Uma 

maior reatividade foi evidenciada pelas toxinas contidas no veneno de L. intermedia. 

Tal interação já foi observada por Mondini (2018), entretanto, neste mesmo trabalho foi 

demonstrado também, reatividade cruzadas do LimAb12 com as fosfolipases D, 

presente nos três venenos, porém não verificadas no presente trabalho devido, 

provavelmente, a quantidade aplicada ter sido inferior, (10 µg de anticorpo) ao que foi 

utilizado por Mondini e colaboradores (20 µg de anticorpo). Dessa forma não 

observamos tal reação cruzada. Como discutido por Mondini, 2018 esta reação cruzada 

também poderia ser justificada pela homologia de sequência (DCSR em L. intermedia 
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e L. laeta e DGSK em L. gaucho) encontrada entre as notinas e fosfolipases, e por esta 

razão, encorajou ao emprego do LimAb12 nos ensaios com eritrócitos visando a 

inibição da hemólise, uma vez que a região conservada entre as toxinas, apresenta 

alguns aminoácidos próximos aos sítios ativos das fosfolipases.  

 

Figura 7. Fotografia do perfil eletroforético de LimAb12 frente os três venenos loxoscélicos. 

Cinco μg de veneno total de Loxosceles gaucho, Loxosceles laeta e Loxosceles intermedia foi resolvido 

por SDS-PAGE 12,5 % na presença do agente redutor (β-mercaptoetanol). (A) Transferido a uma 

membrana de nitrocelulose corada com vermelho Ponceau e (B) incubada com 10 µg.mL-1 de LimAb12 

A/G, 10 µg.mL-1 de mAb3 e SALOX (1:30.000). Os anticorpos monoclonais murinos foram revelados com 

anti-mouse HRP (1:6.000) e o soro anti-loxoscélico com anti-horse HRP (1:30.000). As membranas foram 

reveladas por quimioluminescência (ECL) por 10 minutos de exposição. Assim como foram expostas a 

DAB/Cloronaftol. PM: padrão molecular (kDa). Fonte: a AUTORA.   

 

 

 

 



41 
 

5.6 Padronização de um ensaio hemolítico na presença dos venenos de L. 

intermedia, L. gaucho e L. laeta 

 

Venenos das 3 espécies loxoscélicas foram concomitantemente caracterizados 

quanto ao seu potencial hemolítico, na presença e ausência do sistema complemento, 

e empregando as condições previamente padronizadas. Foi visto que nas diferentes 

diluições de soro empregadas (1:2, 1:4 e 1:8) somente a diluição de 1:8 reduziu a 

capacidade hemolítica do soro (dados não mostrados). Dessa forma, os ensaios 

seguintes foram realizados na diluição de 1:4. 
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Figura 8. Ensaio hemolítico in vitro. 

Eritrócitos humanos (10⁸) incubados com 1.25, 2.5, 5 µg.mL-1 dos três venenos separadamente de 

Loxosceles gaucho, Loxosceles laeta e Loxosceles intermedia, na presença (barras cinza claro) e 

ausência (barras pretas e cinzas mais escuras) do sistema complemento. A leitura da absorbância foi 

realizada a 570 nm. Fonte: a AUTORA. 

 

Dentre os principais efeitos do veneno das aranhas do gênero Loxosceles, está 

sua ação hemolítica (CHÁVEZ-OLÓRTEGUI et al., 1998). Estudos realizados com 

venenos de diferentes espécies demonstraram que existe, mesmo que pouco 

expressiva, uma diferença de porcentagem de ação hemolítica entre diferentes 

espécies (LOPES et al., 2021). Dessa maneira, observou-se uma maior taxa de 

hemólise direta para o veneno de L. gaucho, diferente do que é demonstrado no estudo 

feito por Magalhães e colaboradores (2013), onde obtiveram uma menor taxa de 

hemólise direta, cerca de 5 %, na presença do veneno completo. No entanto, a adição 

do sistema complemento parece exacerbar a ação hemolítica do veneno de L. laeta 

(Figura 8) em maior quantidade em detrimento dos demais venenos. Demonstrando 
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resultado similar, em relação ao veneno de L. laeta ao estudo feito por Pedrosa e 

colaboradores em 2002, na mesma concentração de 5 µg.mL-1 de veneno de L. laeta.  

5.7 Capacidade de neutralização hemolítica do anticorpo LimAb12. 

 

O LimAb12 é um anticorpo monoclonal, produzido a partir da imunização dos 

três venenos de L. intermedia, L. laeta e L. gaucho. Mesmo tendo apresentado 

especificidade predominante dirigida para componentes de baixa massa, a reatividade 

cruzada observada nos ensaios de Western Blot e as condições de sinergismo relatada 

entre as toxinas presentes nos venenos (BUSTILLO et al., 2012), nos encorajou ao 

emprego dessa imunoglobulina em um ensaio, para avaliar a inibição da hemólise. Foi 

realizado um ensaio com os anticorpos LimAb12 A/G juntamente com o veneno de L. 

intermedia e foi observado inibição de 20,5 % da hemólise causada pelo veneno no 

ponto de 50 pmol. Também foi notada neutralização de 50,5 % pelo anticorpo, LimAb7 

(ALVARENGA et al., 2003), na mesma concentração. A modificação da concentração 

de veneno incubado junto aos anticorpos se deve à mudança de lote do veneno 

utilizado (DE OLIVEIRA et al., 2005). 
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Figura 9. Ensaio hemolítico in vitro preliminar. Eritrócitos humanos (10⁸) incubados com 10 µg.mL-1 de 

Loxosceles intermedia na presença de três quantidades de anticorpo 12,5, 25 e 50 pmol de LimAb12 

A/G, e LimAb7 (ALVARENGA et al., 2003 - obtido previamente); 50 pmol de mAb3 (controle negativo) e 

10 µg.mL-1 de Loxosceles intermedia. Na ausência de sistema complemento. A leitura da absorbância 

foi realizada a 570 nm. Fonte: a AUTORA. 
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Atualmente, anticorpos policlonais anti-loxoscélicos de origem equina (PAULI et 

al., 2006) são as principais ferramentas utilizadas na neutralização das atividades 

deletérias do veneno de Loxosceles spp., dentre estas, a hemolítica. Apesar de seu 

amplo espectro de reconhecimento de toxinas e possíveis efeitos adversos devido sua 

origem heteróloga, surge a necessidade da produção de anticorpos monoclonais com 

maior especificidade e afinidade ante o antígeno responsável pelos efeitos hemolíticos 

do veneno. Estudos prévios do nosso grupo, evidenciaram o potencial protetor de 

anticorpos murinos e recombinantes (KARIM-SILVA et al, 2016 e 2020) pela inibição 

da hemólise provocada pelo veneno de L. intermedia, entretanto, para o LimAb12A/G 

não foi possível observar uma inibição significativa quando testado na concentração de 

50 pmol. Como neste ensaio foi empregado anticorpos com contaminação de 

imunoglobulinas bovinas, tal condição pode ter favorecido uma competição com 

moléculas de baixa especificidade. Para confirmar esse efeito, um novo ensaio deverá 

ser realizado utilizando LimAb12 Ven, o qual não foi observada a presença de 

imunoglobulinas bovinas. Acreditamos que concentrações menores de anticorpos mais 

específicos poderão efetuar uma inibição mais expressiva, quando comparada com a 

promovida pelo anticorpo irrelevante.  

 

6. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS. 

 

Foi possível confirmar a capacidade dos hibridomas 4F10A12 secretar 

anticorpos funcionais, mesmo após longo período de congelamento. 

Foram observadas diferenças quanto ao rendimento e pureza ao comparar os 

métodos de purificação e enriquecimento das imunoglobulinas. O tipo de contaminante 

teve reflexo direto na reatividade do anticorpo frente a seu alvo. 

Foram evidenciadas diferenças entre o potencial hemolítico dos três venenos 

estudados, com importante influência do sistema do complemento. A padronização 

desse ensaio permitirá seu emprego em caracterizações futuras de anticorpos que 

estão sendo preparados pelo nosso grupo.  
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A reatividade com os venenos loxoscélicos, como também a confirmação do 

potencial de neutralização do LimAb12 Ven precisam ser investigados em ensaios 

posteriores, assim que as condições sanitárias permitirem. 
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