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RESUMO 

As aranhas do gênero Loxosceles, conhecidas como aranhas-marrom, são os 
agentes do loxoscelismo, quadro clínico ocasionado pela sua picada. O 
envenenamento gera uma lesão dermonecrótica que em casos mais graves pode 
levar ao óbito, sendo assim, um desafio para a saúde pública no Brasil. O veneno 
dessas aranhas contém uma mistura de enzimas, glicoproteínas e peptídeos com 
destaque para as fosfolipases-D (FLDs), descritas como toxinas dermonecróticas, que 
sozinhas têm a capacidade de reproduzir experimentalmente quase todos os sintomas 
do loxoscelismo. FLDs recombinantes com mutações sítio-dirigidas foram 
desenvolvidas revelando a importância de aminoácidos-chave no processo catalítico 
e tóxico. Além disso, apesar do alto número de acidentes, o tratamento do 
loxoscelismo ainda não é padronizado, envolvendo a aplicação de soros 
antiloxoscélicos em casos sistêmicos moderados e graves, mas a eficácia depende 
da administração rápida, o que é desafiado pela picada muitas vezes indolor e pela 
falta de um diagnóstico específico. Sendo assim, o objetivo desse trabalho é avaliar a 
capacidade protetiva de uma vacina loxoscélica frente aos danos locais e sistêmicos 
utilizando fosfolipases-D recombinantes mutadas no reconhecimento do substrato, 
atividade catalítica e coordenação do cofator da enzima (LiRecDT1-W230A, 
LlRecDT1H12-H47A e LgRecDT1E32-D34A, respectivamente) como antígeno. As 
construções com as fosfolipases-D mutadas foram transformadas em cepas de 
bactérias BL21(DE3) pLysS, expressas, purificadas e sua pureza avaliada através de 
uma eletroforese em gel de poliacrilamida. Em seguida, camundongos e coelhos 
foram vacinados com 3 doses contendo um pool das FLDs mutadas para avaliar as 
proteções sistêmica e cutânea, respectivamente. O esquema vacinal dos 
camundongos consistiu em 100, 60 e 30 µg de proteína e dos coelhos foram testadas 
duas formulações, de maior (300, 600 e 1000 µg) e menor massa (75, 150 e 250 µg). 
Em seguida, o soro dos coelhos foi coletado e realizado o ensaio de ELISA. A proteção 
sistêmica foi demonstrada com 90% de sobrevivência dos camundongos vacinados e 
desafiados com veneno de L. intermedia. Já em coelhos, foi observada 
macroscopicamente a diminuição da lesão cutânea dos grupos vacinados em relação 
aos controles, além da redução de 70% da área de dermonecrose até 96h e 60% do 
edema durante todo o tempo de análise. Com o ensaio de ELISA pôde-se comprovar 
a produção dos anticorpos nos animais. Portanto, os resultados desse estudo têm 
importância científica e biotecnológica, já que reforçam a utilização de FLDs mutadas 
como antígenos e demonstram sua eficácia e segurança. Além disso, poderá 
contribuir futuramente para a produção de insumos empregados no tratamento ou 
prevenção do loxoscelismo. 

Palavras-chave: Aranha-marrom. Fosfolipase-D. Vacina. 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Spiders from the Loxosceles gender, also known as Brown spiders, are agents of 
loxoscelism, a clinical condition caused by its sting. Envenoming generates a 
dermonecrotic lesion that in more severe cases can lead to death, therefore, becoming 
a challenge to public health in Brazil. The venom from these spiders contains a mix of 
enzymes, glycoproteins and peptides, with an emphasis on phospholipases D (PLDs), 
described as dermonecrotic toxins, that by themselves have the capacity to 
experimentally reproduce almost every symptom of loxoscelism. Recombinant PLDs 
with site-directed mutations were developed showing the importance of key amino 
acids on the catalytic and toxic process. Besides that, despite the high number of 
accidents, loxoscelism treatment is still not standard, involving the application of anti-
loxoscelic serum in moderate and severe systemic cases, but the efficiency depends 
on quick administration, which is challenging due to usually painless stings and to the 
lack of a specific diagnosis. Therefore, the objective of this work is to evaluate the 
protective capacity of a loxoscelic vaccine facing local and systemic damages using 
recombinant mutated phospholipases D on the recognition of substrate, catalytic 
activity, and enzyme cofactor coordination (LiRecDT1 W230A, LlRecDT1 H12-H47A 
and LgRecDT1 E32-D34A, respectively) as antigen. The construction of mutated 
phospholipases D were transformed into strains of bacteria BL21(DE3) pLysS, 
expressed, purified and its purity evaluated through an electrophoresis in 
polyacrylamide gel. Next, mice and rabbits were vaccinated with 3 doses containing a 
pool of mutated PLDs to evaluate the systemic and cutaneous protections, 
respectively. The vaccination scheme for mice consisted in 100, 60 and 30 µg of 
protein, and for rabbits two formulations were tested, with larger (300, 600 and 1000 
µg) and smaller (75, 150 and 250 µg) mass. Then, the rabbit serum was collected, and 
the ELISA assay was performed. The systemic protection was demonstrated with 90% 
survival rate of vaccinated mice and challenged with L. intermedia venom. In rabbits, 
the decrease of cutaneous lesion of vaccinated groups was macroscopically observed 
in comparison to the control group, besides a 70% reduction of dermonecrosis area in 
96 hours, and 60% of the edema during the whole analysis period. With the ELISA 
assay it was able to prove the production of antibodies on animals. Thus, the results 
of this study have scientific and biotechnological importance since it reinforces the 
utilization of mutated PLDs as antigens and shows its efficiency and safety. 
Furthermore, it will be able to contribute to the production of inputs used on the 
treatment or prevention of loxoscelism in the future. 

Keywords: Brown spider. Phospholipase D. Vaccine. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As aranhas do gênero Loxosceles pertencentes a família Sicariidae compõem 

o filo Arthropoda, mais numeroso dentre os animais terrestres. Essas aranhas têm 

como particularidade morfológica o prossoma contendo um desenho que lembra um 

violino e de cor marrom, que deram origem aos seus dois nomes populares: aranha-

marrom ou aranhas violino (Futrell,1992). São pequenas, possuindo entre 1 e 5 cm, 

não são agressivas (picando somente quando têm seu corpo pressionado) e mantêm 

hábitos noturnos. Além disso, seus três pares de olhos dispostos em semicírculo 

diferem do padrão encontrado em outras aranhas (Chaim et al., 2011; Hogan, Barbaro, 

Winkel, 2004).   

O loxoscelismo é o quadro clínico decorrente do envenenamento pela picada 

da aranha-marrom (Futrell, 1992; Gremski et al., 2020) e dentre as espécies mais 

relevantes na América do Sul estão Loxosceles intermedia, Loxosceles laeta e 

Loxosceles gaucho devido ao grande número de acidentes registrados (Isbister & Fan, 

2011). No Brasil, o loxoscelismo é considerado um problema de saúde pública, tendo 

a média de 7.619 casos por ano (2012-2022) (Ministério da Saúde, 2023).  As 

manifestações podem ser divididas entre cutâneas e sistêmicas, sendo a primeira 

mais comum e característica pelo aparecimento da lesão dermonecrótica; e a segunda 

é menos comum, porém de ocorrência clínica mais grave podendo levar a óbito 

(Isbister & Fan, 2011; Gremski et al., 2014). 

O veneno dessas aranhas é uma mistura incolor de enzimas, glicoproteínas e 

peptídeos, com a prevalência de proteínas entre 4 e 40 kDa (Gremski et al., 2014; 

Chaves-Moreira et al., 2017). Segundo o transcriptoma da glândula de veneno de L. 

intermedia, 43,5% dos transcritos são toxinas (Gremski et al., 2010). Dentre as toxinas 

encontram-se as fosfolipases-D (FLDs), uma das mais expressas, caracterizadas e 

estudadas devido a capacidade de sozinhas reproduzirem experimentalmente grande 

parte dos sintomas do loxoscelismo (Gremski et al., 2014; Gremski et al., 2020). 

Análises de estrutura cristalográfica e dinâmica molecular demonstraram que a 

ação catalítica das FLDs está relacionada aos aminoácidos His47 e His12, que atuam 

na ligação fosfodiéster dos fosfolipídeos alvo. O seu principal substrato é a 

esfingomielina e, após clivagem, libera colina e ceramida-1-fosfato (Masood et al., 
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2017; Gremski et al., 2020). Estes metabólitos bioativos são responsáveis por 

desencadear a dermonecrose e o processo inflamatório (Gomez-Munoz et al., 2013; 

Maceyka e Spiegel, 2014; Gremski et al., 2020).  

Ainda que possua um alto índice de notificação de acidentes, o tratamento para 

o loxoscelismo ainda não é padronizado. Dos tratamentos disponíveis têm-se o soro 

antiloxoscélico (SAlox), contendo anticorpos contra as toxinas dos venenos das três 

espécies acima mencionadas. Sua produção acontece no Centro de Produção e 

Pesquisa de Imunobiológicos do Paraná (CPPI-PR) a partir do isolamento do plasma 

de equinos hiperimunizados. Além desse, o Instituto Butantan produz um soro mais 

abrangente, o antiaracnídico, que contém anticorpos contra o veneno de três gêneros 

(Loxosceles, Phoneutria e Tityus) (Ministério da Saúde, 2001).  

Entre as problemáticas envolvidas têm-se o correto diagnóstico considerando 

que a dermonecrose não é uma manifestação exclusiva do loxoscelismo. Além disso, 

a recomendação do Ministério da Saúde é que a aplicação dos soros seja realizada 

em casos moderados e graves para diminuir os sintomas sistêmicos e a ação 

gravitacional da lesão dermonecrótica (Polli et al., 2021; Ministério da Saúde, 2001). 

Porém, devido a picada ser geralmente indolor, os pacientes acabam demorando por 

buscar ajuda, o que dificulta o tratamento considerando que a eficácia desses soros 

depende de uma rápida administração (Pauli et al., 2009; Da Silva et al., 2004). 

A obtenção de isoformas mutadas recombinantes foi essencial para entender 

melhor o mecanismo de ação dessas enzimas. Com mutações sítio-dirigidas, as  

isoformas apresentaram atividade enzimática reduzida e toxicidade ausente. 

Substituindo aminoácidos-chave por alanina, as moléculas perderam a capacidade de 

clivar esfingomielina, estimular a dermonecrose e aumentar a permeabilidade 

vascular, porém mantiveram a sua conformação tridimensional e epítopos 

imunológicos (Gremski et al., 2014; Chaim et al., 2006; Da Silva et al., 2021; Vuitika 

et al., 2016). Assim, o presente trabalho visa estudar a vacinação a partir das FLDs 

mutadas LiRecDT1W230A, com modificação nos domínios de reconhecimento de 

substrato; LlRecDT1H12-H47, mutada no domínio relacionado a atividade catalítica 

da enzima; e LgRecDT1E32-D34A, com alteração no domínio coordenação do cofator 

Mg2+.  
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Dessa forma, imunógenos não tóxicos feitos a partir de isoformas 

recombinantes têm sido estudados a fim produzir antivenenos e vacinas protetoras 

contra o loxoscelismo. Em trabalhos anteriores, Polli e colaboradores (2021) e 

Antunes e colaboradores (2023) demonstraram a elaboração de uma vacina protetora 

e soro de segunda geração, respectivamente, a partir de FLDs recombinantes 

mutadas reconhecidas pelo sistema imune e capaz de proteger parcialmente coelhos 

contra a dermonecrose. Além disso, foi demonstrado também a redução de 79% da 

taxa de letalidade em camundongos contra o veneno de L. intermedia (Polli et al., 

2021). Mas estes resultados exigem um refinamento adicional para ajustar o esquema 

vacinal. Assim, o presente estudo investigou diversos protocolos de imunização e sua 

eficácia para proteger coelhos do aracnidismo dermonecrótico e camundongos da 

letalidade induzida pelo veneno de Loxosceles. 

 

1.1 OBJETIVOS 

 

Avaliar comparativamente a capacidade protetiva de diferentes protocolos de 

imunização referentes a uma vacina loxoscélica frente aos danos locais e sistêmicos 

utilizando fosfolipases-D recombinantes mutadas (LiRecDT1W230A, LlRecDT1H12-

H47A e LgRecDT1E32-D34A) como antígeno. 

 

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Obter FLDs mutadas em cepa bacteriana de expressão;  

2. Comparar a capacidade de proteção vacinal contra a letalidade de 

camundongos; 

3. Comparar a capacidade de proteção de diferentes protocolos de vacinação 

contra os danos locais em coelhos;  

4. Avaliar a produção de anticorpos em coelhos submetidos a diferentes 

protocolos de vacinação. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 ARANHAS-MARROM 

 

 Aranhas são animais do filo Arthropoda, sendo esse o grupo mais numeroso 

dentre os animais terrestres. Dentre suas características principais, as aranhas têm o 

exoesqueleto quitinoso, um par de quelíceras e quatro pares de pernas (Brusca, 

Moore, Shuster, 2018). O nome Loxosceles significa “pernas inclinadas” em referência 

a sua posição durante o modo de repouso (Vetter, 2008). São encontradas 

aproximadamente 130 espécies desse gênero distribuídas pelo mundo (Platnick, 

2013). Dentre essas, as aranhas-marrom ou aranhas violino, ficaram assim 

conhecidas popularmente, por suas características morfológicas do prossoma com 

desenho de violino e cor marrom (Futrell,1992).  

Medindo entre 1 e 5 cm, possuem dimorfismo sexual, com a fêmea com corpo 

maior e o macho com as pernas mais alongadas (FIGURA 1). Além disso, possuem 

três pares de olhos dispostos em semicírculos, diferindo do padrão encontrado na 

maioria das espécies (Chaim et al., 2011). Essas aranhas são capazes de viver meses 

sem água e comida suportando temperaturas entre 8 °C e 43 °C. Assim, o Brasil se 

enquadra como um país com o clima adequado, possuindo 12 espécies conhecidas 

(Da Silva et al., 2004; Bertani et al., 2010; Gonçalves-de-Andrade et al., 2012). 

Figura 1 - Aranhas do gênero Loxosceles. 

 

As três espécies de maior ocorrência clínica no Brasil, mostrando o dimorfismo sexual entre macho e 
fêmea e as diferenças interespécies (A) (Adaptado de Polli et al., 2021) e setas indicando os olhos 

em semicírculo e desenho em violino do prossoma (B) (Adaptado de Chaim et al., 2011). 

A 
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Nos últimos 10 anos (2012-2022) o número de acidentes registrados foi de 

83.805 casos no Brasil (TABELA 1) e desses, quase metade no estado do Paraná, 

com 42.298 casos registrados. Devido ao grande número de acidentes registrados, as 

espécies de maior relevância clínica no Brasil são Loxosceles intermedia, Loxosceles 

laeta e Loxosceles gaucho (Pauli et al., 2006). Dos óbitos, foram 72 no país e 9 no 

estado em questão (Ministério da Saúde, 2023), sendo assim considerado um 

problema para a saúde pública. Esses animais são encontrados em locais escuros, 

como no meio de roupas, dentro dos calçados e móveis; e embora não sejam espécies 

agressivas, quando têm seu corpo pressionado, picam e injetam seu veneno (Málaque 

et al., 2002; Futrell, 1992; Hogan, Barbaro, Winkel, 2004). 

 

Tabela 1 - Notificações de acidentes com Loxosceles sp. no Brasil de 2012-2022. 

 

Fonte: adaptado de Sistema De Informação De Agravo de Notificação – Ministério da Saúde, 2023. 

 

2.2 LOXOSCELISMO 

 

O quadro clínico desenvolvido em decorrência da picada da aranha-marrom é 

conhecido como loxoscelismo (Futrell, 1992; Gremski et al., 2020). Os sinais e 

sintomas podem ser apresentados na forma cutânea, com a dermonecrose sendo a 

principal manifestação, ou sistêmica com alterações hematológicas e renais (Isbister 

& Fan, 2011; Futrell, 1992).  
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O quadro cutâneo contempla a maioria dos casos, sendo relacionado 

diretamente com o local da picada e ao efeito do veneno sobre os componentes da 

membrana (Machado et al., 2005; Futrell, 1992). No primeiro momento, há sintomas 

como ardência e dor, que surgem entre 2 e 8 horas após a picada, além de pontos de 

eritema, coceira, inchaço e sensibilidade local. Entre 12 e 24 horas, há a formação de 

um halo de tecido isquêmico e nos dias subsequentes assume uma coloração azul-

arroxeada e opaca com propagação gravitacional (FIGURA 2) (Futrell, 1992). Perda 

tecidual, cicatrizes desfigurantes e infecções secundárias são as principais 

complicações do quadro clínico (Ministério da Saúde, 2001). 

 

Figura 2 - Progressão do loxoscelismo cutâneo. 

 

 

O quadro sistêmico ocorre quando o veneno atravessa a barreira epidérmica e 

chega à circulação sanguínea. É mais raro, porém quando desenvolvido é 

potencialmente mais severo (Barbaro et al., 1992; Futrell, 1992). Dentro das primeiras 

24-48 horas os sintomas mais comuns são febre, fraqueza, calafrio, mal-estar e 

vômitos. Além disso, tem-se alterações nos mecanismos de hemostasia e coagulação, 

hemólise intravascular seguida de anemia hemolítica e insuficiência renal aguda (IRA) 

(Appel et al., 2005; Ministério da Saúde, 2001; Futrell, 1992). Dos sintomas 

mencionados, a IRA é o principal causador de complicações, podendo levar a óbito. 

É caracterizado por hemoglobinúria, hematúria e proteinúria e em casos extremos 

A- 1 dia; B- 9 dias; C- 16 dias; D- 25 dias (Isbister e Fan, 2011). 
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pode levar a obstrução da luz tubular por acúmulo de proteínas ou pelo edema das 

células epiteliais (Lung & Mallory, 2000; Futrell, 1992). 

 Assim, outros fatores além da espécie, como sexo e estágio de 

desenvolvimento da aranha, quantidade de veneno inoculado e tempo de exposição 

ao veneno sem tratamento, podem relacionar-se com a gravidade do quadro 

desenvolvido. Além também, dos fatores envolvendo o paciente, como a quantidade 

de tecido adiposo no local da picada, idade e a variação genética (Pauli et al., 2009; 

Ministério da Saúde, 2001; Sezerino et al., 1998; Da Silva et al., 2004; Hogan, Barbaro, 

Winkel, 2004; de Oliveira et al., 2005; Tambourgi et al., 2010). 

 

2.3 VENENO LOXOSCÉLICO 

 

 O veneno loxoscélico é uma substância incolor e cristalina que é produzido por 

um par de glândulas localizadas no cefalotórax do animal e unidas nas quelíceras.  

Sua composição possui uma mistura complexa de glicoproteínas, enzimas, moléculas 

orgânicas, com predominância de peptídeos e proteínas com baixa massa molecular, 

de 5 a 40 kDa (Da Silva et al., 2004; Gremski et al., 2014). 

 Gremski e colaboradores (2010) apresentaram o transcriptoma da glândula de 

veneno de L. intermedia e dividiram as toxinas em dois grupos: das menos expressas 

e das mais expressas. Dentre as menos expressas, tem-se as hialuronidases, TCTP, 

serpina e alérgenos que desempenham um papel importante na manifestação dos 

sintomas decorrentes da picada das aranhas do gênero Loxosceles sp. Já no grupo 

das mais expressas encontram-se os peptídeos ICK, metaloproteases e fosfolipases-

D (FLDs), correspondendo juntas a 95% dos transcritos (FIGURA 3) (Gremski et al., 

2021; Gremski et al., 2010). 
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Figura 3 - Proporção das toxinas do veneno de Loxosceles sp. 

 

Gráfico mostrando as toxinas do veneno de Loxosceles sp. a partir do transcriptoma da glândula de L. 
intermedia. São vistas as proteínas menos expressas (TCTP, Alérgenos, Hialuronidases, 

Serinoproteases e Serpinas) e as mais expressas (peptídeos ICK, metaloproteases e fosfolipases-D) 
(Gremski et al., 2010). 

  

As hialuronidases agem como fator de dispersão e não como um elemento 

tóxico, por hidrolisarem o ácido hialurônico presente na matriz extracelular (Geren et 

al., 1976; Schenone e Suarez, 1978). Desse modo, tendem a agir localmente, perto 

do local da picada, permitindo que os outros componentes do veneno se difundam.  

Portanto, no loxoscelismo, aumentam a área dermonecrótica e do edema, além de 

desencadear a propagação gravitacional (Ferrer et al., 2013, Gremski et al., 2021). A 

TCTP e a molécula alergênica (LALLT) manifestam muito dos sintomas cutâneos 

como edema, eritema, coceira, também degranulação de mastócitos e aumento da 

permeabilidade vascular reforçando a resposta inflamatória exacerbada (Gremski et 

al., 2014; Chaves-Moreira et al., 2017; Makris et al., 2009; Lane, McCoppin e Dyer, 

2011; Gremski et al., 2021; Sade et al., 2012; Boia-Ferreira et al., 2019; Justa et al., 

2020).   

Por fim, as serino proteases e as serpinas (inibidores de serino proteases) são 

as moléculas que não possuem a função esclarecida pela literatura. Para a primeira, 

supõe-se que ajam como tesouras ativando precursores moleculares e/ou participam 

como enzimas digestivas após o envenenamento da presa. Já a segunda, sugere-se 

que sua atividade inibitória é responsável por manter a integridade das outras 
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moléculas presentes no veneno e assim, aumentar a vida útil das toxinas quando 

expostas no ambiente externo (Dos Santos et al., 2009; Gremski et al., 2021). 

No grupo das moléculas mais expressas, correspondendo mais de 20% de 

todos os transcritos da glândula de veneno de L. intermedia tem-se as toxinas 

inseticidas, compostas por uma alta quantidade de resíduos de cisteína na sua 

sequência aminoacídica, os quais formam pontes dissulfeto. Formam assim, um nó 

de cisteína do tipo inibidor (ICK), possuindo 4 isoformas (De Castro et al., 2004; Craik, 

Daly e Waine, 2001; Moore et al., 2013). Relacionam-se principalmente com 

atividades inseticidas ligadas ao comportamento de predação de insetos pelas 

aranhas e também foram descritas com função de defesa contra predadores (Herzig 

et al., 2018; De Castro et al., 2004; Matsubara et al., 2017; Gremski et al., 2021). 

 Já as metaloproteases são moléculas presentes em diversos venenos e 

compõem 9,8% do veneno de Loxosceles sp., segundo o transcriptoma da glândula 

de L. intermedia (Gremski et al., 2010). Essas proteínas são pertencentes a família 

das metzicinas sendo dependentes de zinco para sua ativação (Gremski et al., 2010; 

Bode et al., 1993). Sua função é descrita pela capacidade de degradar proteínas de 

matriz extracelular como fibronectina, gelatina e fibrinogênio (Feitosa et al., 1998), 

sendo assim, caracterizadas como LALPs (Loxosceles Astacin-Like Proteases) (Da 

Silveira et al., 2007). Possui 5 isoformas descritas, sendo 3 em L. intermedia (LALP1, 

LALP2 e LALP5), 1 em L. laeta (LALP4) e 1 em L. gaucho (LALP5). Atuam dificultando 

a regeneração do tecido através do aumento da permeabilidade, permitindo com que 

outras moléculas do veneno se espalhem com mais agilidade (Trevisan-Silva et al., 

2010). 

 

2.4 FOSFOLIPASES-D 

 

 As fosfolipases-D (FLDs), que também fazem parte das toxinas mais 

expressas, correspondem a 20% dos transcritos de toxinas da glândula de veneno de 

L. intermedia e 16% dos transcritos da glândula de veneno de L. laeta (Gremski et al., 

2010). Um estudo proteômico do veneno das três espécies demonstrou que as toxinas 

de FLDs estão em uma mesma região correspondente, entre 30 e 35 kDa (Machado 

et al., 2005). As FLDs têm um amplo espectro de fosfolipídeos cliváveis e com o auxílio 
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de análises cristalográficas, o entendimento da sua estrutura auxiliou no entendimento 

do mecanismo de ação (Masood et al., 2018). 

A comparação da sequência de aminoácidos das FLDs do veneno de aranha 

indica que contêm 284 ou 285 aminoácidos com um grau significativo de homologia 

(de Santi Ferrara et al., 2009). Essa cadeia polipeptídica dobra-se na conformação de 

(α/β) 8 barril, com resíduos de aminoácidos cataliticamente ativos no sítio ativo, sítios 

catalíticos e sítio de ligação do magnésio (Mg2+) (Fernandes Pedrosa et al., 2002; 

Appel et al., 2008; Chaim et al., 2006; Murakami et al., 2006). Além disso, são 

classificadas com base no número de pontes dissulfeto presentes na sua estrutura. O 

loop catalítico (loop C) é altamente conservado entre as espécies devido a sua 

estabilização por uma ponte dissulfeto entre os aminoácidos C51 e C57, assim 

classificando a classe I de FLDs da qual faz parte LlRecDT1 (L. laeta), a isoforma de 

PLD mais expressa na glândula de veneno dessa espécie. LiRecDT1 (L. intermedia) 

e LgRecDT1 (L. gaucho), as isoformas de FLD mais expressas na glândula dessas 

espécies, estão na classe II, pois possuem uma segunda ponte dissulfeto entre C53 

e C201 que liga o loop C com o loop flexível, diminuindo a flexibilidade. As isoformas 

mais expressas das três espécies mencionadas possuem sequências aminoacídicas 

variando entre 58% e 78% (FIGURA 4) o que contribui para as diferenças de 

imunogenicidade e funcionalidade (Murakami et al., 2006; Coronado et al., 2015; 

Giuseppe et al., 2011; Justa et al., 2023). 
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Figura 4 - Comparação da sequência aminoacídica das três espécies de relevância. 

 

Alinhamento múltiplo de aminoácidos, com as regiões conservadas em preto, substituições em cinza 

e regiões não conservadas em branco. Asteriscos indicam as cisteínas com pontes dissulfeto e as 

flechas pretas os aminoácidos conservados do loop catalítico (A). Percentual da matriz de identidade 

mostrando semelhanças (B). LiRecDT1 (GenBank: DQ218155.1), LgRecDT1 (GenBank: 

JX866729.1), e LlRecDT1 (GenBank: AY093599.1) (Adaptado de: Justa et al., 2023). 

 

 A ação catalítica dessa enzima sobre a esfingomielina é principalmente 

dependente dos resíduos de aminoácidos His47 e His12 presentes em sua estrutura. 

Esses resíduos atuam, respectivamente, na ligação fosfodiéster para liberar colina e 

na formação da ceramida-1-fosfato (produto da degradação da esfingomielina), 

(Masood et al., 2017; Gremski et al., 2020; Murakami et al., 2005). Além disso, os 

aminoácidos Glu32, Asp34 e Asp91 estão envolvidos na coordenação de um íon Mg2+ 

que participa no reconhecimento, ligação dos substratos clivados por FLDs e na 

estabilização do complexo enzima-substrato (Murakami et al., 2005) (FIGURA 5). 

Desse modo, gerando metabólitos bioativos, como ceramida-1-fosfato a partir de 

esfigomielina e ácido lisofosfatídico a partir da clivagem de lisofosfatidilcolina, as FLDs 

são responsáveis principalmente por desencadear um processo inflamatório, com 

aumento da permeabilidade vascular e migração de monócitos e neutrófilos (Gomez-

Munoz et al., 2013; Maceyka e Spiegel, 2014; Gremski et al., 2020).  
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Figura 5 - Conformação estrutural representativa das FLDs. 

 

Esquema estrutural onde as hélices a e as cadeias b são representadas. Em A, temos a sobreposição 
das estruturas das isoformas LiRecDT1 (GenBank: DQ218155.1), LgRecDT1 (GenBank: 

JX866729.1), e LlRecDT1 (GenBank: AY093599.1). Resíduos envolvidos na ligação de íons e ação 
catalítica estão destacados. O loop catalítico está em laranja, o flexível em azul e o variável em 

magenta. As cores escuras e claras representam as FLDs de classe I e II, respectivamente, o íon 
magnésio é uma esfera verde e as pontes dissulfeto estão representadas por bastões amarelos (A). A 
esfera de coordenação do íon magnésio com os aminoácidos e ligações envolvidas (B) (Gremski et 

al., 2014). 

 

 Mutações sítio-dirigidas de FLDs recombinantes de Loxosceles sp. permitiram 

a produção de moléculas com atividade enzimática reduzida. A troca por alanina dos 

aminoácidos-chave para a ocorrência da ação catalítica possibilitou a produção de 

isoformas sem atividade tóxica que mantém a sua estrutura conformacional. Com as 

substituições, as isoformas foram incapazes de clivar esfingomielina, estimular a 

dermonecrose e aumentar a permeabilidade vascular (Gremski et al., 2014; Chaim et 

al., 2006; Da Silva et al., 2021; Vuitika et al., 2016).   

As isoformas recombinantes mutadas utilizadas foram LiRecDT1 W203A, com 

alteração no reconhecimento do substrato; LlRecDT1 H12-H47A, com diminuição da 

atividade catalítica; e LgRecDT1 E32-D34A, com modificação na coordenação do íon 

Mg2+ (Gremski et al., 2014; Vuitika et al., 2016). A escolha dessas isoformas baseou-

se em alguns critérios como inatividade tóxica, conservação dos epítopos, da estrutura 

tridimensional das proteínas e bom rendimento após a purificação. A estrutura das 

proteínas mutadas foi analisada quanto a sua tridimensionalidade por meio de testes 

de dicroísmo circular. Os resultados não indicaram diferenças significativas em 

relação ao grupo de controle, composto pelas proteínas FLD selvagens (Vuitika et al., 

2016).  
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Assim, estudos anteriores testaram a seguridade das FLDs mutadas em 

comparação com as selvagens com testes in vivo e in vitro. Com coelhos e 

camundongos, não foi observado a manifestação de lesões dermonecrótica e/ou 

alterações na permeabilidade vascular quando expostas as toxinas mutadas. Além 

disso, corroborando com os ensaios não houve nenhuma atividade citotóxica contra 

eritrócitos (Vuitika et al., 2016). Além disso, as isoformas recombinantes mutadas 

foram testadas quanto a sua atividade e imunogenicidade pelos testes de Amplex red 

e Western Blotting, respectivamente. Desse modo, quando comparadas com as 

isoformas selvagens, as FLDs mutadas não apresentavam atividade catalítica através 

de 0% da degradação de esfingomielina (Antunes et al., 2023). Ademais, a 

imunogenicidade das FLDs mutadas, ou seja, o quanto são reconhecidas por 

anticorpos foi igual a das toxinas selvagens (Polli et al., 2021). 

 

2.5 VACINAS 

 

 As vacinas são hoje uma das formas mais eficazes de proteção contra doenças 

no mundo. Dessa forma, além da proteção, as vacinas possuem uma ótima relação 

custo-eficácia, fazendo com que planos de imunização básica fossem desenvolvidos 

para atender a população ao redor do mundo todo (OMS, 2009). A primeira vacina 

desenvolvida foi contra a varíola, em 1798 por Edward Jenner, que observou que a 

inoculação prévia do vírus gerava uma manifestação mais branda da doença e por 

consequência, proteção contra as formas graves e novas infecções (Lahariya, 2014). 

 A partir disso, começou-se a buscar entender o mecanismo de ação das 

vacinas no corpo humano. Atualmente, sabe-se que partir de um antígeno, 3 

elementos chave são estimulados: células apresentadoras de antígeno (APC), que 

capturam, processam e expõe o antígeno na sua membrana para que seja 

reconhecido pelas células de defesa; linfócitos T, que reconhecem o antígeno e ativa 

as células B; e linfócitos B, que estimulam a resposta humoral e consequentemente, 

de memória do organismo (Male et al., 2006; Perrie et al., 2007; Sprent e Webb, 1987). 

Assim, diferentes tipos de antígenos vêm sendo explorados no mundo, dentre eles as 

proteínas. 

 



24 
 

2.6 IDENTIFICAÇÃO E TRATAMENTO DO LOXOSCELISMO 

 

O correto diagnóstico do loxoscelismo pela equipe médica é dificultoso porque 

depende, na maioria das vezes, da captura e identificação do espécime de aranha 

após o acidente. Exames histológicos como uma biópsia na região da picada podem 

ser requeridos, mas a presença de dermonecrose não é necessariamente um sinal 

clínico específico de acidente com as aranhas-marrom (Gremski et al., 2020).  

Como tratamento mais indicado para o loxoscelismo têm-se o soro 

antiloxoscélico (SAlox), contendo anticorpos contra as toxinas do veneno de L. 

intermedia, L. laeta e L. gaucho. Sua produção é feita no Centro de Produção e 

Pesquisa de Imunobiológicos do Paraná (CPPI-PR) a partir do isolamento do plasma 

de equinos hiperimunizados com os venenos das três espécies. A recomendação do 

Ministério da Saúde é que a aplicação dos soros seja realizada em casos moderados 

e graves para diminuir os sintomas sistêmicos e a ação gravitacional da lesão 

dermonecrótica (Polli et al., 2021; Ministério da Saúde, 2001). Porém, considerando 

que a picada da aranha é indolor e que os sintomas aparecem entre 24 e 72 horas 

após a inoculação do veneno, o paciente frequentemente não busca ajuda de 

imediato. Com isso, a eficácia desses soros diminui (Pauli et al., 2009; Da Silva et al., 

2004). Estudos para uma segunda geração de tratamentos têm sido realizados, 

considerando que o único disponível hoje possui desvantagens: as reações adversas 

devido à sua origem animal, a dificuldade intrínseca em atingir os tecidos da pele e 

aliviar as reações locais e, como já mencionado, a ineficácia quando aplicado 

tardiamente (Antunes et al., 2023).  

 

3 METODOLOGIA 

 

3.1 EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DOS ANTÍGENOS 

 

 Fosfolipases-D recombinantes com mutações sítio-dirigidas das espécies de L. 

intermedia (LiRecDT1W230A), L. laeta (LlRecDT1H12-H47A) e L. gaucho 

(LgRecDT1E32-D34A) foram expressas no vetor pET14-b. A transformação foi 

realizada em cepa bacteriana de expressão Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS 

quimiocompetente e plaqueadas em meio LB ágar (triptona 10 g/L; extrato de levedura 
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5 g/L; NaCl 10 g/L; ágar-ágar 15 g/L), contendo os antibióticos ampicilina (100 µg/mL) 

e cloranfenicol (34 µg/mL) e mantidas em BOD 37ºC por 24 horas. 

 Para a expressão de cada proteína recombinante mutada, uma colônia isolada 

foi selecionada das placas. A partir da escolha da colônia, um pré-inóculo foi realizado 

contendo 20 mL de LB líquido (triptona 10 g/L; extrato de levedura 5 g/L; NaCl 10 g/L) 

com os antibióticos ampicilina e cloranfenicol na proporção 1:1 e mantido sob agitação 

constante a 180 rpm, 37 ºC por 12 horas. Na sequência, o inóculo foi preparado a 

partir do pré-inóculo na proporção 1:1000 em Erlenmeyer de 1 litro, previamente 

autoclavado com LB líquido. A expressão foi mantida sob agitação constante a 200 

rpm, 37 ºC, até atingir a D.O (densidade óptica) entre 0,4-0,6 (aproximadamente 3 

horas) medida em espectrofotômetro. Para a indução das toxinas, foi adicionado 0,05 

mM de Isopropil-Beta-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) e a expressão seguiu sob 

agitação de 200 rpm a 30 ºC por 3,5 horas. 

 Para avaliar a expressão foram coletadas duas amostras de 1 mL de cada 

cultura, sendo uma logo após a indução por IPTG (T0h) e outra ao final (T3,5h). Em 

seguida, as amostras foram centrifugadas por 3 minutos a 3500 xg e o seu 

sobrenadante descartado. O precipitado de bactérias formado foi congelado para 

análise por gel de eletroforese SDS-PAGE 12,5% sob condições redutoras. Ao final, 

os inóculos expressos foram centrifugados por 5 minutos a 3500 xg e ressuspendidos 

em tampão de ligação (NaH2PO4 50 mM, NaCl 500 mM, imidazol 10 mM, pH 8.0) e 

lisozima (1mg/mL). A suspensão bacteriana foi congelada por pelo menos 16 horas a 

-20ºC e lisadas por French Press. 

A purificação foi realizada por meio do sistema de cromatografia ÄKTA pure em 

coluna de afinidade níquel-agarose HP e para isso as amostras foram filtradas. No 

processo, foram utilizados o Tampão A (NaH2PO4 20mM, NaCl 50mM) e o Tampão B 

(Nah2PO4 20mM, NaCl 50Mm, Imidazol 500Mm) previamente filtrados. As frações 

eluidas com as proteinas de interesse purificadas foram dialisadas 3 vezes com PBS 

(NaCl 100 mM, Tampão fosfato de sódio 10 Mm, pH 7.3) e centrifugadas a 20.000 xg 

por 15 minutos a 4ºC. 
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3.2 CARACTERIZAÇÃO BIOQUÍMICA DOS ANTÍGENOS 

 

A pureza das fosfolipases-D recombinante mutadas das três espécies 

estudadas foi analisada através de eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% 

contendo detergente aniônico Dodecil Sulfato de Sódio (SDS-PAGE). A solução de 

poliacrilamida utilizada foi aplicada com os catalisadores APS e TEMED, entre duas 

placas de vidro. A solução de empacotamento foi preparada e aplicada, junto aos 

catalisadores já citados, por cima do gel, e o pente para formação dos poços foi 

posicionado sobre ela. 5 µg de cada amostra foram fervidas, diluídas em tampão 

redutor de amostra e aplicadas no gel juntamente com um marcador de massa. Para 

a corrida eletroforética, foi utilizado o tampão de corrida 1x (Tris 30,3 g/L, Glicina 144 

g/L, SDS 10 g/L) e as amostras foram submetidas a uma corrente constante de 25 

mA. Após o término da corrida, os géis foram corados com Azul de Comassie e, para 

sua descoloração, foi utilizada uma solução de metanol 30%. Além disso, as amostras 

foram previamente dosadas a partir do método de Bradford, M. M. (1976). 

 

3.3 VACINAÇÃO E ENSAIO DE LETALIDADE EM CAMUNDONGOS POR DANO 

SISTÊMICO 

 

 Camundongos Swiss (n=10 por grupo) (29-39 gramas) receberam, via 

intraperitoneal, um pool de antígenos (as 3 proteínas mutadas) e adjuvante na 

proporção 1:1. O pool das proteínas foi formado  pelas FLDs LiRecDT1W230A, 

LlRecDT1H12-H47A e LgRecDT1E32-D34A com massas iguais e o adjuvante 

utilizado, o hidróxido de alumínio 4%. Os animais foram divididos em dois grupos, dos 

imunizados (que receberam as FLDs recombinantes mutadas) e dos controles, que 

receberam apenas o adjuvante com Phospate Buffered Saline (PBS) na mesma 

proporção 1:1. O esquema de imunização ocorreu com três doses com massas de 

100, 60 e 30 µg do pool de FLDs com três semanas entre cada aplicação. Após 10 

dias da última dose, os animais foram desafiados com veneno loxoscélico de L. 

intermedia. A quantidade de veneno utilizada foi calculada para cada animal na 

medida de 11 µg de veneno para cada 20 g de peso do animal, que é a dose letal 

(DL50). O acompanhamento ocorreu em 24, 48 e 72h após o desafio.  
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Os dados foram analisado através do programa estatístico GraphPad Prism 6, 

utilizando a análise de variância (ANOVA - dupla sem repetição). Para a comparação 

entre os grupos tratados e controles foi utilizado o teste de Tukey para comparar o 

nível de significância, sendo que os dados com *p<0,05 foram considerados 

estatisticamente significantes. 

 

3.4 VACINAÇÃO DE COELHOS E AVALIAÇÃO DA LESÃO CUTÂNEA 

 

 Foram vacinados coelhos New Zealand (n=5 por grupo) fêmeas com uma 

solução contendo um pool de proteínas e adjuvante na proporção 1:1. O pool de 

proteínas consiste nas FLDs recombinantes mutadas LiRecDT1W230A, 

LlRecDT1H12-H47A e LgRecDT1E32-D34A contendo massas iguais de cada uma e 

o adjuvante hidróxido de alumínio 4%. Os animais foram vacinados via intramuscular 

com três doses de massas progressivas, sendo três grupos diferentes: o primeiro 

recebeu 300, 600 e 1000 µg do pool de FLDs; o segundo 75, 150 e 250 µg; e o terceiro 

é o grupo controle que recebeu o adjuvante e PBS. O esquema de vacinação foi 

realizado com a aplicação das doses com 30 dias de intervalo entre cada uma delas, 

e após 10 dias da última dose os animais foram desafiados. O desafio consistiu na 

aplicação de 3,5 dose mínima necrosante (DMN) do veneno de L. intermedia via 

intradérmica na região dorso-lateral. Então, foi fotografada e acompanhada a área de 

aplicação por 24, 48, 72, 96h e 10 dias após o desafio em cada animal. Por fim, foram 

medidas por meio de um paquímetro o diâmetro de edema na horizontal e vertical e a 

área do círculo/lesão calculada. 

As áreas de dermonecrose e edema foram medidas com o auxílio do programa 

ImageJ. Em seguida, os dados foram analisado através do programa estatístico 

GraphPad Prism 6, utilizando a análise de variância (ANOVA - dupla sem repetição). 

Para a comparação entre os grupos tratados e controles foi utilizado o teste de Tukey 

para comparar o nível de significância, sendo que os dados com **** p<0,0001, 

***p<0,001 foram considerados estatisticamente significantes. 
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3.5 VERIFICAÇÃO DO TÍTULO DE ANTICORPOS POR ELISA (ENZIME LINKED 

IMMUNOSORBENT ASSAY) 

 

 Placas de 96 poços MaxiSorp (Nunc, ThermoFisher) foram sensibilizadas com 

3000 ng do veneno de L. intermedia por poço em tampão de bicarbonato de sódio 

(NaHCO3 0,02 M pH 9,6) por 16 horas a 4 ºC. Após lavagem com PBS Tween 20 

0,05% os poços foram bloqueados com solução de PBS caseína 2% durante 1 hora a 

37ºC. Em seguida, após novas lavagens os poços receberam os soros obtidos na 

vacinação na diluição 1:400, 1:1600 ou 1:6400 e incubados por mais 1 hora a 37 ºC. 

Posteriormente, os poços novamente lavados foram incubados com anti-IgG coelho 

conjugada com peroxidase em uma diluição de 1:5000 por 60 minutos a 37ºC. Então, 

imediatamente após nova lavagem foi adicionado orto-fenileno diamina (OPD) com 4 

µL/mL H2O2 em tampão citrato para peroxidase (Na2HPO4, C6H807 pH 5,0) por 30 

minutos a fim de conseguir a reação colorimétrica. Por fim, a reação foi interrompida 

com 50 µL de ácido sulfúrico 1M e lida a absorbância em 492 nm. Para que fossem 

descartadas reações inespecíficas dos soros e reagentes, soros pré-imunes foram 

utilizados como controle negativo para o ensaio. 

Para estabelecer o ponto de corte (cut off) da reação entre soros reagentes e 

não reagentes foram utilizadas as médias dos valores de absorbância dos soros dos 

animais controle negativo, acrescentando-se ao valor 3 desvios padrão da média. Os 

títulos de anticorpos específicos para o veneno loxoscélico foram determinados por 

interpolação usando a fórmula de 4-parâmetros da curva padrão no programa SoftMax 

Pro (Molecular Devices). Para garantir a acurácia da quantificação, uma curva padrão 

foi padronizada com densidade óptica (D.O) de 1,0 a 0,2. Os resultados foram 

analisados no programa GraphPadPrism 6 utilizando teste estatístico Two-Way 

ANOVA com significância de *p<0,05 (Cajaraville, 2019; Dias, 2016).  

 

4 RESULTADOS 

 

4.1 EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DOS ANTÍGENOS 

 

As fosfolipases-D das três espécies foram expressas, purificadas, dosadas e 

sua pureza analisada através da eletroforese do gel de poliacrilamida SDS-PAGE 
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12,5%. Assim, pode-se comprovar que as três toxinas purificadas apresentam alto 

grau de pureza quando comparadas com as amostras de tempo inicial (antes da 

indução com IPTG) e tempo final (após a indução com IPTG), visto que suas bandas 

apareceram na altura de 35 kDa aproximadamente (FIGURA 6). 

 

Figura 6 - Expressão e purificação de fosfolipases-D com mutações sítio dirigidas. 

 

SDS-PAGE redutor 12,5% demonstrando o perfil eletroforético geral referente às fosfolipases-D com 
mutações sítio dirigidas: LiRecY228A, LlRecH12A/H47A e LgRecE32A/D34A. Bandas de 0h 

referentes à amostra obtida em tempo inicial de expressão (antes da indução por IPTG), nota-se a 
ausência de banda na faixa de 30 a 35 kDa. Perfil eletroforético da amostra obtida no tempo final de 

expressão (após 3,5h da indução por IPTG), é notável o aumento da banda referente a fosfolipase-D, 
na altura aproximada de 35 kDa. Apenas a toxina purificada em altura característica de 35kDa em P. 

 

4.2 VACINAÇÃO E ENSAIO DE LETALIDADE EM CAMUNDONGOS POR DANO 

SISTÊMICO 

 

 A avaliação da proteção do loxoscelismo sistêmico com a vacinação foi 

realizada pelo ensaio de letalidade em camundongos com o veneno de L. laeta. Os 

dados mostrados na tabela 2 demonstram a porcentagem de proteção obtida com as 

três doses aplicadas. 

 

 
LgRec E32-D34A LlRec H12-H47A LiRec W230A 
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Tabela 2 - Letalidade em camundongos vacinados com 3 doses. 

 

Fonte: a Autora (2023) 

 

Para os animais controle negativo, que receberam apenas PBS caseína 2% e 

adjuvante, foi observada a morte de 2 animais com 24h após o desafio, 6 após 48h e 

de todos os 10 animais com 72h de aplicação, demonstrando a integridade do veneno 

utilizado. Já para os animais do grupo vacinado, que recebeu um pool das três 

proteínas mutadas, a proteção obtida foi de 90%, considerando que ocorreu apenas 

1 morte com 72h da realização do desafio. 

 

4.3 VACINAÇÃO DE COELHOS E AVALIAÇÃO DA LESÃO CUTÂNEA 

 

 As vacinas utilizadas foram avaliadas quanto a sua capacidade protetiva em 

coelhos frente a 3,5 DMN de L. intermedia. Os três grupos receberam 3 doses, e 

exceto o controle, com massas progressivas de antígeno. A proteção cutânea foi 

avaliada pela medição das áreas das lesões macroscópicas, isto é, mensuração da 

dermonecrose e edema formados em 24, 48, 72 e 96 horas, e também, 10 dias após 

o desafio (240 horas).  

Os grupos que receberam a formulação vacinal apresentaram uma melhora 

geral no aspecto da lesão (FIGURA 7), tanto com maiores e menores massas, em 

comparação ao grupo controle (FIGURA 8).  
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Acompanhamento da evolução da lesão dermonecrótica em coelhos vacinados. Na vertical, a 
alteração temporal de cada animal, por 24h durante 5 dias e 10 dias após o desafio. Na horizontal, o 
agrupamento dos diferentes animais de acordo com a massa de proteínas recebida. A linha preta no 

canto inferior esquerdo de cada imagem dimensiona 1 cm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Acompanhamento da evolução da lesão dermonecrótica em coelhos não vacinados. Na vertical, a 
alteração temporal de cada animal, por 24h durante 5 dias e 10 dias após o desafio. Na horizontal, o 
agrupamento dos diferentes animais do grupo que receberam apenas PBS-caseína 2% e adjuvante. 

A linha preta no canto inferior esquerdo de cada imagem dimensiona 1 cm. 

300, 600, 1000 µg 

 

   

 

 

75, 150, 250 µg 

 

   

 

 

não vacinados 

Figura 7 - Aspecto macroscópico da lesão dos grupos vacinados 

Figura 8 - Aspecto macroscópico da lesão do grupo controle. 
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Além disso, as formulações apresentaram pouca diferença, entre elas, na 

capacidade de reduzir dermonecrose (FIGURA 9A) e edema (FIGURA 9B). Porém, as 

duas foram capazes de reduzir em pelo menos 70% até 96 horas a formação da 

dermonecrose e aproximadamente 60% do edema em todos os tempos medidos e em 

comparação ao grupo controle.  

 

Figura 9 - Evolução de dermonecrose e edema por grupo. 

 

Avaliação de dermonecrose e edema comparando os animais vacinados com o grupo controle. O 
grupo de 3 doses baixa recebeu menor massa de FLDs mutadas (75, 150 e 250 µg), o grupo de 3 

doses alta recebeu maior massa (300, 600 e 1000 µg) e o não vacinado recebeu PBS. Evolução da 
área de dermonecrose e a taxa de redução pelo tempo (A) e da área e redução do edema pelo tempo 

(B). ANOVA com pós teste Tuckey **** p < 0,0001, *** p < 0,001. 

 

4.4 VERIFICAÇÃO DO TÍTULO DE ANTICORPOS POR ELISA (ENZYME 

LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY) 

 

 Para a análise da produção de anticorpos em coelhos e sua capacidade de 

reconhecimento do veneno de L. intermedia foram executados ensaios de ELISA. A 

resposta do grupo de vacinados com menores doses (75 µg, 150 µg e 300 µg) teve 

A 

B 
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uma titulação de 0,2 nm entre as diluições de 12.800 e 102.400. Já os grupos 

vacinados com maiores doses, apresentaram detecção entre 12.800 e 204.800, sendo 

possível observar uma diferença principal nas ocorrências, sendo a maior dose com 

capacidade de detecção para diluições maiores (FIGURA 10). 

 

Figura 10 - Titulação de anticorpos de coelhos vacinados com 3 doses. 

 

Titulação de anticorpos dos animais vacinados (azul) e não vacinados (vermelho). Na vertical, a 
diluição necessária para a detecção de 0,2 nm e na horizontal, as massas de FLDs mutadas 

recebidas. Círculo laranja: animais não vacinados. Círculos azuis: animais vacinados. O tamanho dos 
círculos representa o número de animais com determinado título, conforme detalhado no lado direito 

de cada figura (ocorrências). 

 

5 DISCUSSÃO 

 

O loxoscelismo, quadro clínico ocasionado pela picada da aranha-marrom, é 

um problema de saúde pública no Brasil. As duas formas de desenvolvimento da 

doença são a cutânea e a sistêmica, e apesar do alto número de casos registrados, 

não há uma terapia definitiva estabelecida. 

O tratamento disponível atualmente consiste na soroterapia a partir do soro 

hiper imune de equinos imunizados com o veneno bruto. Dessa forma, além de 

demandar trabalho com extração e sofrimento animal na produção, a sua 

2
5

0
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administração tardia pode levar a ineficácia (principalmente na lesão cutânea). Assim, 

a busca por terapias alternativas ou a melhora das existentes se faz necessária (Pauli 

et al., 2009; Polli et al., 2021; Antunes et al., 2023).  

O veneno de Loxosceles sp. possui diferentes toxinas que são o foco de 

múltiplos estudos para insumos biotecnológicos. Dentre elas destacam-se as FLDs, 

amplamente pesquisadas pela sua capacidade de experimentalmente reproduzirem 

todos os sintomas do loxoscelismo e estão entre as toxinas mais expressas que são 

altamente conservadas e antigênicas (Gremski et al., 2010; Gremski et al., 2014).  

As FLDS recombinantes mutadas são as isoformas sem a atividade enzimática 

e biológica, mas que mantém a conformação estrutural nativa com suas 

características antigênicas (Chaim et al., 2006; Da Silva et al., 2021; Vuitika et al., 

2016). A conformação estrutural das proteínas mutadas foi verificada por similaridade 

de precisão no dobramento através do teste de dicroísmo circular, por Vuitika e 

colaboradores (2016), que não demonstraram diferença significativa do controle, se 

comparada a FLD selvagem. Além disso, as isoformas recombinantes mutadas foram 

examinadas quanto à sua atividade e imunogenicidade usando os testes Amplex Red 

e Western Blotting, que ao serem comparadas com as proteínas selvagens, não 

exibiram atividade catalítica, indicando 0% de degradação de esfingomielina (Polli et 

al., 2021). As proteínas mutadas utilizadas foram LiRecDT1W230A (L. intermedia) 

com modificação nos domínios de reconhecimento de substrato; LlRecDT1H12-H47 

(L. laeta) mutada no domínio relacionado a atividade catalítica da enzima; e  

LgRecDT1E32-D34A (L. gaucho) com alteração no domínio coordenação do cofator 

Mg 2+ (Da Silva et al., 2021). 

A utilização de FLDs mutadas mostrou-se eficiente para a soroterapia de 

segunda geração, segundo Antunes e colaboradores (2023) com soros produzidos de 

FLDs mutadas sendo capazes de diminuir o edema e a lesão dermonecrótica (para o 

soro REC) em comparação ao soro convencional (SAlox). Além disso, esses 

antígenos também demonstraram resultados positivos para a vacinação em coelhos, 

sendo observado o reconhecimento por anticorpos e proteção de 95% contra a 

dermonecrose e 90% contra o edema. Ainda, mostrou-se eficaz na redução de 80% 

da mortalidade em camundongos (Polli et al., 2021).  
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No presente estudo, buscou-se testar se alterações no esquema vacinal de 

camundongos e coelhos acarretariam mudanças na proteção de animais imunizados, 

além do tempo para o desafio com o veneno. Para o loxoscelismo sistêmico, entende-

se pela chegada do veneno à corrente sanguínea como um agravo do quadro, 

possuindo complicações como coagulação disseminada, insuficiência renal aguda e 

óbito (Barbaro et al. 1992; Futrell, 1992; Appel et al., 2005). A ação sistêmica em 

camundongos pode ser observada devido a rápida nefrotoxicidade gerada pelo 

veneno da aranha-marrom e morte decorrente (Chaim et al., 2006, Kusma et al., 2008; 

Da Silva et al., 2004; Appel et al., 2008; Okamoto et al., 2017). A relação entre o 

veneno loxoscélico e danos renais já foi demonstrada através de biópsias que 

confirmaram a destruição tecidual, principalmente necrose nos glomérulos, afetando 

a sua permeabilidade (Luciano et al., 2004) e acarretando piora do paciente. Assim, 

para avaliar a proteção contra esses danos sistêmicos causados pelo veneno, no 

presente trabalho, os camundongos que foram vacinados com doses de massa 

decrescente (100 µg, 60 µg e 30 µg) conseguiram 90% de proteção contra a letalidade 

induzida pelo veneno do L. laeta até 72 horas (TABELA 2), em relação ao grupo 

controle. Desse modo, entende-se que o esquema vacinal com massas decrescentes 

de antígeno também é eficiente e mantém a proteção por, ao menos, mais 24 horas 

quando comparado com os resultados de Polli e colaboradores (2021). 

O loxoscelismo cutâneo relaciona-se intimamente com o local da inoculação do 

veneno (Machado et al, 2005; Futrell, 1992). Assim, exibe alterações na pele, como 

um halo azul-arroxeado após 12-24 horas, com formação da lesão dermonecrótica, 

edema e as complicações incluem perda de tecido, cicatrizes e infecções secundárias 

(Futrell, 1992; Ministério da Saúde, 2001). Os aspectos avaliados foram a diminuição 

da dermonecrose e do edema, além do aspecto geral da lesão. Polli e colaboradores 

(2021) já haviam realizado testes com a formulação maior, de 300 µg, 600 µg e 1000 

µg, conseguiram diminuir 95% a dermonecrose e 90% do edema.  

Desse modo, neste trabalho adicionou-se uma formulação com menor massa 

de antígeno por dose, de 75 µg, 150 µg e 250 µg, a fim de comparar a resposta das 

diferentes formulações vacinais com o controle. O resultado obtido demonstra que não 

houve diferença significativa em relação as massas de FLDs utilizadas. Foi visto que, 

os picos de dermonecrose para os três grupos ficou em 72 horas, mas para os grupos 

vacinados com redução de 70% até 96 horas em relação ao controle do experimento. 
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Já para o edema, o pico máximo foi em 48 horas, tendo ao final a redução de 60% 

para todos os tempos avaliados.  

Além disso, para confirmar os dados obtidos in vivo foi realizado o ELISA que 

demonstrou alta titulação de anticorpos para os dois grupos vacinados. Ainda que o 

grupo de maior massa possua uma maior titulação, a maior ocorrência se deu na 

mesma titulação que a máxima do grupo de menor massa. Portanto, entende-se com 

esses resultados a utilização das menores massas de proteína podendo ser a mais 

vantajosa, dado que diminuiria o custo da produção e obteria uma resposta 

imunológica e local sem diferença significativa entre eles, mas com diferença 

significativa em relação ao controle negativo. 

Ademais, a conservação dos epítopos no pool devido as diferentes mutações 

pode ser um fator chave para a eficácia da vacina, como demonstrado por Novak e 

colaboradores (2021) no estudo que utilizou uma toxina proteica inativada como 

antígeno. O uso de proteínas como antígeno vêm sendo testado em diferentes 

estudos em relação ao uso de venenos. Dentre as vantagens tem-se a menor 

necessidade do manejo dos animais, além da utilização de apenas uma toxina e não 

todos os componentes do veneno, sendo assim, mais específica, controlada e 

diminuindo as chances de efeitos adversos. Porém, mesmo com a facilidade na sua 

produção, o seu custo ainda é elevado, o que dificulta o processo (Rathore, Kumar, 

Tiwari, 2023).  

Além disso, é visto que um esquema vacinal com mais doses garante uma 

melhor imunidade, já que está intimamente ligado ao estímulo de uma resposta 

eficiente de anticorpos neutralizantes (Novak et al., 2021; Polli et al., 2021). Os 

resultados aqui demonstrados com o ensaio de ELISA e in vivo mostram que há uma 

alta titulação de anticorpos para as duas formulações vacinais, sendo melhor 

correlacionada com a quantidade de doses e não a massa de antígenos. Outro ponto 

importante a ser observado é a melhora geral no aspecto da lesão e dos dados de 

dermonecrose com a formulação de maior massa, entendendo-se assim a melhora do 

aspecto cutâneo frente ao maior estímulo e produção de anticorpos indicando sua 

conexão.  

Desse modo, os próximos passos no que diz respeito ao loxoscelismo são o 

entendimento da duração da proteção adquirida nesse estudo, além do mais a 
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avaliação da proteção renal dos coelhos frente as diferentes formulações vacinais e 

complicações geradas pela disseminação sistêmica do veneno. Outra alternativa 

também, seria testar vacinas com antígenos diferentes, como os de construções de 

DNA, RNA e anticorpos monoclonais, por exemplo. O presente trabalho tem 

relevância científica, social e de contribuição para a melhora e entendimento de 

insumos biotecnológicos. 

 

6 CONCLUSÃO 

 

As FLDs mutadas recombinantes do veneno de L. intermedia, L. laeta e L. 

gaucho foram obtidas por sistema procarioto de expressão e, após purificação, 

utilizadas como antígenos em esquemas vacinais em camundongos e coelhos. Assim, 

deixando em aberto diferentes perguntas a serem respondidas, como novos 

esquemas vacinais como número de aplicações e avaliar o tempo de duração da 

proteção obtida após a imunização. Dos dados obtidos, pode-se comprovar a 

importância para estudos envolvendo tratamento do loxoscelismo com proteínas 

mutadas, sendo um resultado que pode melhorar a forma de produção e bem-estar 

animal envolvidos no processo. Além disso, o presente trabalho é o início da 

compreensão de uma nova tecnologia para a proteção contra o loxoscelismo, sendo 

essencial entender a duração da proteção obtida, o teste de novos protocolos vacinais 

e/ou tecnologias e a avaliação mais aprofundada de proteção renal e cutânea. 
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