
 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

Instituto de Ciências Biológicas 

Programa de Pós-Graduação em Genética 

 

 

  

 

Débora Priscila Larangote de Oliveira 

 

 

 

 

ANÁLISE TRANSCRIPTÔMICA DA GLÂNDULA DE VENENO DE LOXOSCELES 

SIMILIS: Descoberta de novas toxinas e estudo funcional das Loxtox recombinantes s1A 

e s11A 

 

 

 

 

 

 

 

 

Belo Horizonte 

2025



 
 

Débora Priscila Larangote de Oliveira 

 

 

 

 

 

 

ANÁLISE TRANSCRIPTÔMICA DA GLÂNDULA DE VENENO DE LOXOSCELES 

SIMILIS: Descoberta de novas toxinas e estudo funcional das Loxtox recombinantes s1A 

e s11A  

 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-Graduação em 

Genética da Universidade Federal de Minas Gerais, 

com o requisito parcial para a obtenção de título de 

Doutora em Genética. 

 

Orientador: Prof. Dr. Evanguedes Kalapothakis 

 

 

 

 

Belo Horizonte 

2025 



Ficha elaborada pela Biblioteca do Instituto de Ciências Biológias da UFMG
Ficha elaborada pela Biblioteca do Instituto de Ciências Biológias da UFMG

Ficha catalográfica elaborada pelo Bibliotecário Hugo H. S. Oliveira. CRB/6 - 4439

043 Oliveira, Débora Priscila Larangote de.
Análise transcriptomica da glândula de veneno de loxosceles similis:

descoberta de novas toxinas e estudo funcional das loxtox recombinantes s1a e
s11a [manuscrito] / Débora Priscila Larangote de Oliveira. – 2025.
167 f. : il. ; 29,5 cm.

Orientador: Prof. Dr. Evanguedes Kalapothakis.
Tese (doutorado) – Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de

Ciências Biológicas. Programa de Pós-Graduação em Genética.

1. Genética. 2. Aranhas. 3. Picada de Aranha. 4. Loxosceles similis. 5.
Venenos de Aranha. I. Kalapothakis, Evanguedes. II. Universidade Federal de
Minas Gerais. Instituto de Ciências Biológicas. V. Título.

CDU: 575



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

"Análise Transcriptomica da Glândula de Veneno de Loxosceles Similis: Descoberta de
Novas Toxinas e Estudo Funcional das Loxtox Recombinantes S1a e S11a"

 

 

Débora Priscila Larangote de Oliveira
 

 

Tese aprovada pela banca examinadora constituída pelos Professores:

 

 

 

Evanguedes Kalapothakis - Orientador

UFMG

 

 

 

Juliana da Silva Martins Pimentel

UFMG

 

 

 

Daniel Cardoso de Carvalho

PUC Minas

 

 

 

Luciana Souza de Oliveira

FUNED

 

 

 

Luiza Helena Gremski

UFPR

Folha de Aprovação 4783249         SEI 23072.273698/2025-07 / pg. 1



 

 

Belo Horizonte, 28 de novembro de 2025.

 

Documento assinado eletronicamente por Luciana Souza de Oliveira, Usuário Externo, em
01/12/2025, às 14:42, conforme horário oficial de Brasília, com fundamento no art. 5º do
Decreto nº 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Juliana da Silva Martins Pimentel, Professora
Magistério Superior-Substituta, em 01/12/2025, às 15:04, conforme horário oficial de
Brasília, com fundamento no art. 5º do Decreto nº 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Daniel Cardoso de Carvalho, Usuário Externo,
em 01/12/2025, às 16:00, conforme horário oficial de Brasília, com fundamento no art. 5º do
Decreto nº 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Luiza Helena Gremski, Usuário Externo, em
01/12/2025, às 16:09, conforme horário oficial de Brasília, com fundamento no art. 5º do
Decreto nº 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Evanguedes Kalapothakis, Professor do
Magistério Superior, em 09/12/2025, às 14:55, conforme horário oficial de Brasília, com
fundamento no art. 5º do Decreto nº 10.543, de 13 de novembro de 2020.

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?
acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o código verificador
4783249 e o código CRC 147E37A8.

Referência: Processo nº 23072.273698/2025-07 SEI nº 4783249

Folha de Aprovação 4783249         SEI 23072.273698/2025-07 / pg. 2

http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0


UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
ICB - COLEGIADO DE PÓS-GRADUAÇÃO EM GENÉTICA - SECRETARIA

ATA DE DEFESA DE TESE

 

Débora Priscila Larangote de Oliveira
201/2025

entrada2º/2021
CPF: 123.699.666-61

 
Às nove horas do dia 28 de novembro de 2025, reuniu-se a Comissão Examinadora de Tese,
indicada pelo Colegiado do Programa, para julgar, em exame final, o trabalho intitulado: "Análise
Transcriptômica da Glândula de Veneno de Loxosceles Similis: Descoberta de Novas
Toxinas e Estudo Funcional das Loxtox Recombinantes s1A e s11A" , requisito para obtenção
do grau de Doutora em Genética. Abrindo a sessão, o Presidente da Comissão, Dr. Evanguedes
Kalapothakis, após dar a conhecer aos presentes o teor das Normas Regulamentares do
Trabalho Final, passou a palavra à candidata, para apresentação de seu trabalho. Seguiu-se a
arguição pelos Examinadores, com a respectiva defesa da candidata. Logo após, a Comissão se
reuniu, sem a presença da candidata e do público, para julgamento e expedição de resultado final.
Foram atribuídas as seguintes indicações:
 

Prof./Pesq. Instituição Indicação

Dr. Evanguedes Kalapothakis UFMG Aprovada

Dra. Juliana da Silva Martins Pimentel UFMG Aprovada

Dr. Daniel Cardoso de Carvalho PUC Minas Aprovada

Dra. Luciana Souza de Oliveira FUNED Aprovada

Dra. Luiza Helena Gremski UFPR Aprovada

 
Pelas indicações, a candidata foi considerada: Aprovada
 
O resultado final foi comunicado publicamente à candidata pelo Presidente da Comissão. Nada
mais havendo a tratar, o Presidente encerrou a reunião e lavrou a presente ATA, que será
assinada por todos os membros participantes da Comissão Examinadora.
Belo Horizonte, 28 de novembro de 2025.
 
Dr. Evanguedes Kalapothakis - Orientador
Dra. Juliana da Silva Martins Pimentel
Dr. Daniel Cardoso de Carvalho

Ata de defesa de Dissertação/Tese 4781985         SEI 23072.273698/2025-07 / pg. 1



Dra. Luciana Souza de Oliveira
Dra. Luiza Helena Gremski

 

Assinatura dos membros da banca examinadora:

Documento assinado eletronicamente por Luciana Souza de Oliveira, Usuário Externo, em
01/12/2025, às 14:42, conforme horário oficial de Brasília, com fundamento no art. 5º do
Decreto nº 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Juliana da Silva Martins Pimentel, Professora
Magistério Superior-Substituta, em 01/12/2025, às 15:04, conforme horário oficial de
Brasília, com fundamento no art. 5º do Decreto nº 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Daniel Cardoso de Carvalho, Usuário Externo,
em 01/12/2025, às 16:00, conforme horário oficial de Brasília, com fundamento no art. 5º do
Decreto nº 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Luiza Helena Gremski, Usuário Externo, em
01/12/2025, às 16:10, conforme horário oficial de Brasília, com fundamento no art. 5º do
Decreto nº 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Documento assinado eletronicamente por Evanguedes Kalapothakis, Professor do
Magistério Superior, em 09/12/2025, às 14:51, conforme horário oficial de Brasília, com
fundamento no art. 5º do Decreto nº 10.543, de 13 de novembro de 2020.

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?
acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o código verificador
4781985 e o código CRC 915A791A.

 

Referência: Processo nº 23072.273698/2025-07 SEI nº 4781985

Ata de defesa de Dissertação/Tese 4781985         SEI 23072.273698/2025-07 / pg. 2

http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0


 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico esta tese aos meus pais, Walter Luiz de Oliveira 

e Rosa Malta Larangote Oliveira, que sempre 

acreditaram em mim, e ao meu esposo, José Vitor 

Lima, pelo amor, paciência e apoio constante em cada 

etapa desta jornada. 

 

 



 
 

AGRADECIMENTOS 

A Deus, pela vida, pela saúde e por me conceder forças para seguir mesmo diante dos desafios. 

Ao meu orientador, Evanguedes Kalapothakis, pela orientação, paciência, confiança e por todas 

as oportunidades de aprendizado científico e pessoal ao longo desta trajetória. 

Ao Programa de Pós-Graduação em Genética da UFMG pela estrutura e apoio institucional. 

À minha família, pelo amor incondicional, compreensão e incentivo constante. Ao meu esposo 

José Vitor pelo amor e paciência em todos os momentos, e aos meus pais, Walter e Rosa, por 

acreditarem em mim e me apoiarem em cada passo,  

Aos colegas da PHT, pela amizade, colaboração e pelas inúmeras discussões que contribuíram 

para o desenvolvimento deste trabalho. 

Aos amigos que estiveram presentes nos momentos de alegria e de dificuldade, tornando esta 

jornada mais leve e significativa. 

A CAPES, pelo apoio financeiro concedido, sem o qual este trabalho não seria possível. 

Por fim, a todos que, de alguma forma, contribuíram para a realização deste Doutorado, meus 

sinceros agradecimentos.  



 
 

RESUMO 

As aranhas-marrons do gênero Loxosceles (Araneae, Sicariidae) ocorrem em regiões tropicais 

e temperadas ao redor do mundo, sendo responsáveis por acidentes que resultam em 

loxoscelismo, uma condição reconhecida pela Organização Mundial da Saúde (OMS) como um 

problema de saúde pública negligenciado. No Brasil, o número de casos tem aumentado, 

especialmente nas regiões Sul e Sudeste, embora apenas cerca de 23% sejam notificados, o que 

evidencia falhas nos sistemas de vigilância e diagnóstico.  A Loxosceles similis, uma espécie 

de importância médica, possui ampla distribuição e notável capacidade de adaptação, sendo 

encontrada tanto em ambientes naturais, como em cavernas e troncos de árvores, quanto em 

áreas urbanas, incluindo residências. Acidentes geralmente ocorrem quando as aranhas, 

escondidas em roupas ou calçados, são pressionadas contra o corpo, produzindo picadas 

inicialmente indolores, cuja dor e sintomas surgem após algumas horas, retardando a procura 

por atendimento e o início do tratamento adequado. A análise transcriptômica da glândula de 

veneno de L. similis, realizada por meio de tecnologias de Sequenciamento de Nova Geração 

(NGS), proporcionou uma visão abrangente do perfil gênico dessa espécie, permitindo 

identificar grupos de genes expressos e moléculas potencialmente implicadas na toxicidade do 

veneno. Foram identificadas novas sequências de Loxtox das subfamílias s1A e s11A, além de 

metaloproteases, hialuronidase, toxinas inseticidas e fosfolipase A₂. As isoformas 

recombinantes recLoxtox s1A (~34,2 kDa) e recLoxtox s11A (~34,9 kDa) foram expressas e 

purificadas, permitindo a caracterização funcional de suas atividades biológicas. Além da ação 

dermonecrótica já conhecida, a recLoxtox s1A apresentou toxicidade em larvas de Tenebrio 

molitor e sobre vasos sanguíneos da membrana corioalantoide (CAM). Ademais, as toxinas 

recombinantes apresentaram efeitos sobre a atividade de plaquetas lavadas, sugerindo que sua 

ação possa envolver vias dependentes de integrinas ou de glicoproteínas de membrana, como o 

receptor GPVI.  A abordagem empregada neste estudo amplia o entendimento sobre a 

diversidade de toxinas produzidas por aranhas do gênero Loxosceles e fornece subsídios 

relevantes para pesquisas de cunho evolutivo, biotecnológico e voltadas à saúde pública. As 

descobertas obtidas revelam uma ampla variedade de toxinas expressas na glândula de veneno 

de L. similis, indicando uma complexa rede de moléculas envolvidas nos efeitos locais e 

sistêmicos do envenenamento. Por fim, o estudo aprofunda a compreensão dos efeitos 

biológicos das toxinas Loxtox e contribui para o desenvolvimento de abordagens experimentais 

alternativas ao emprego de vertebrados em pesquisas científicas. 

Palavras-chave: Loxosceles similis, NGS, Análise transcriptômica, Loxtox, Fosfolipase-D 



 
 

ABSTRACT 

Brown spiders of the genus Loxosceles (Araneae, Sicariidae) occur in tropical and temperate 

regions around the world and are responsible for accidents that result in loxoscelism, a condition 

recognized by the World Health Organization (WHO) as a neglected public health problem. In 

Brazil, the number of cases has been increasing, especially in the South and Southeast regions, 

although only about 23% are reported, which highlights flaws in surveillance and diagnostic 

systems. Loxosceles similis, a species of medical importance, is widely distributed and 

remarkably adaptable, found in natural environments such as caves and tree trunks, as well as 

in urban areas, including homes. Accidents usually occur when spiders, hidden in clothing or 

shoes, are pressed against the body, producing initially painless bites, whose pain and symptoms 

appear after a few hours, delaying the search for care and the start of appropriate treatment. In 

this study, transcriptomic analysis of the venom gland of L. similis, performed using Next-

Generation Sequencing (NGS), allowed for comprehensive characterization of the main sets of 

expressed genes and identification of molecules potentially involved in venom toxicity. New 

Loxtox sequences from the s1A and s11A subfamilies were identified, in addition to 

metalloproteinases, hyaluronidase, insecticidal toxins, and phospholipase A₂. The recombinant 

isoforms recLoxtox s1A (~34.2 kDa) and recLoxtox s11A (~34.9 kDa) were expressed and 

purified, allowing the functional characterization of their biological activities. In addition to its 

known dermonecrotic action, recLoxtox s1A showed toxicity in Tenebrio molitor larvae and 

on blood vessels of the chorioallantoic membrane (CAM). Furthermore, the recombinant toxins 

had effects on the activity of washed platelets, suggesting that their action may involve 

pathways dependent on integrins or membrane glycoproteins, such as the GPVI receptor. The 

approach employed in this study broadens our understanding of the diversity of toxins produced 

by spiders of the genus Loxosceles and provides relevant insights for evolutionary, 

biotechnological, and public health research. The findings reveal a wide variety of toxins 

expressed in the venom gland of L. similis, indicating a complex network of molecules involved 

in the local and systemic effects of envenomation. Furthermore, the study deepens the 

understanding of the biological effects of Loxtox toxins and contributes to the development of 

alternative experimental approaches to the use of vertebrates in scientific research. 

Key words: Loxosceles similis, NGS, Transcriptomic analysis, Loxtox, Phospholipase-D 

 

 



 
 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1 - Distribuição espacial dos acidentes por Loxosceles nos anos de 2017 a 2021 ...........19 

Figura 2 - Percentual de acidentes com Loxosceles por local da picada .....................................20 

Figura 3 - Registro de Loxosceles em ambiente cavernícola na Gruta da Lapinha, MG. ...........21 

Figura 4 - Espécies de aranhas do gênero Loxosceles de importância médica no Brasil ............22 

Figura 5 - Resumo esquemático dos principais componentes tóxicos do veneno de Loxosceles 

e seus efeitos no loxoscelismo ..................................................................................................25 

Figura 6 - Exemplares macho e fêmea da espécie L. similis ......................................................26 

Figura 7 - Tecidos e órgãos afetados pelo loxoscelismo sistêmico e cutâneo ............................37 

Figura 8 - Variação temporal do número de acidentes envolvendo aranhas do gênero Loxosceles 

nas cinco regiões do Brasil ........................................................................................................38 

Figura 9 - Loxoscelismo cutâneo ..............................................................................................45 

Figura 10 - Fluxograma do processo de construção da biblioteca de cDNA e sequenciamento 

...................................................................................................................................................48 

Figura 11 - Representação esquemática dos pontos de aplicação das toxinas recombinantes 

recLoxtox s1A e recLoxtox s11A .............................................................................................57 

Figura 12 - Alinhamento múltiplo de sequências do grupo s1A das Loxtox ..............................67 

Figura 13 - Alinhamento múltiplo de sequências do grupo s11A das Loxtox ............................68 

Figura 14 - Sequência de cDNA e aminoácidos da LsPLA2-1 ..................................................70 

Figura 15 - Alinhamento da LsPLA₂-1 com sequências de PLA₂ de outras espécies de aranhas 

...................................................................................................................................................73  

Figura 16 - Alinhamento da LsPLA₂-1 com sequências de PLA₂ de escorpiões ........................74 

Figura 17 - Análise evolutiva de metaloproteases de Loxosceles pelo método de Máxima 

Verossimilhança .......................................................................................................................79 

Figura 18 - Alinhamento múltiplo de sequências das LALPs de L. intermedia e das novas 

metaloproteases de L. similis ....................................................................................................81 

Figura 19 - Alinhamento de LsTx2, LsTx3 e LsTx4 de L. similis com LiTx1 e LiTx3 de L. 

intermedia .................................................................................................................................87 

Figura 20 - Alinhamento de LsTx1 L. similis com LiTx2 de L. intermedia ...............................87 

Figura 21 - Alinhamento múltiplo das sequências maduras de LsTx e LiTx .............................88 

Figura 22 - Alinhamento múltiplo da sequência de LsHyal-1 com hialuronidases de outros 

venenos de aracnídeos ..............................................................................................................92 

Figura 23 - Análise em gel de SDS-PAGE 12% do produto de expressão das proteínas 

recombinantes recLoxtox s1A e recLoxtox s11A .....................................................................94 

Figura 24 - Purificação da proteína recombinante recLoxtox s1A ............................................95 



 
 

Figura 25 - Teste de solubilização da proteína recombinante recLoxtox s11A proveniente da 

fração insolúvel .........................................................................................................................96 

Figura 26 - Purificação da proteína recombinante recLoxtox s11A ..........................................97 

Figura 27 - Evolução temporal das lesões cutâneas induzidas por injeções intradérmicas das 

toxinas recombinantes recLoxtox s1A e recLoxtox s11A em coelho ........................................98 

Figura 28 - Evolução diária da lesão cutânea induzida em coelho .............................................99 

Figura 29 - Efeitos da toxina recombinante recLoxtox s1A sobre larvas de Tenebrio molitor 

.................................................................................................................................................100 

Figura 30 - Taxa de sobrevivência de Tenebrio molitor após desafio com diferentes 

concentrações da toxina recombinante recLoxtox s1A ...........................................................102 

Figura 31 - Efeito da toxina recombinante recLoxtox s1A sobre a vascularização da CAM....103 

Figura 32 - Avaliação do efeito sobre plaquetas das enzimas recombinantes recLoxtox s1A e 

recLoxtox s11A ......................................................................................................................105 

Figura 33 - Distribuição assimétrica dos fosfolipídios na membrana plasmática das 

plaquetas..................................................................................................................................107 

Figura 34 - As três etapas da atividade plaquetária durante a hemostasia primária ..................108 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 1 - Espécies de Loxosceles registradas no Brasil segundo o World Spider Catalog (2025) 

...................................................................................................................................................23 

Tabela 2 - Resumo cronológico dos achados experimentais relacionados à caracterização do 

veneno de L. similis ...................................................................................................................27 

Tabela 3 - Agrupamento das toxinas da família Loxtox identificadas em L. similis ..................29 

Tabela 4 - Proteínas recombinantes Loxtox e suas atividades biológicas ..................................30 

Tabela 5 - Notificações de acidentes por Loxosceles ocorridos no Brasil entre 2000 e 2024......39 

Tabela 6 - Manifestações clínicas do loxoscelismo ...................................................................44 

Tabela 7 - Exemplos de padrões utilizados no PHT-KAPPA ....................................................53 

Tabela 8 - Fluxo de processamento das leituras de RNA-Seq de L. similis ................................61 

Tabela 9 - Total de sequencias putativas identificadas no transcriptoma de L. similis ...............63 

Tabela 10 - Sequência primária e características conservadas de novos membros da família 

Loxtox ......................................................................................................................................65 

Tabela 11 - Matriz deduzida a partir do alinhamento das sequências pertencentes ao grupo s1 

de Loxtox ..................................................................................................................................69 

Tabela 12 - Matriz deduzida a partir do alinhamento das sequências pertencentes ao grupo s11 

de Loxtox ..................................................................................................................................69 

Tabela 13 - Similaridade da sequência LsPLA₂-1 com proteínas homólogas identificadas por 

meio do BLASTP ......................................................................................................................71 

Tabela 14 - Metaloproteases (MPs) putativas da glândula de veneno de L. similis ....................76 

Tabela 15 - Matriz deduzida a partir do alinhamento das sequências pertencentes ao grupo s11 

de Loxtox ..................................................................................................................................78 

Tabela 16 - Lista de proteínas putativas do grupo de Toxinas Inseticidas na glândula de veneno 

de L. similis ...............................................................................................................................86 

Tabela 17 - Matriz deduzida a partir do alinhamento das sequências LsTx com toxinas 

inseticidas de L. intermedia ......................................................................................................88 

Tabela 18 - Sequência putativa de hialuronidase encontrada na glândula de veneno de L. similis 

...................................................................................................................................................90 

Tabela 19 - Efeito de diferentes concentrações das toxinas recombinantes recLoxtox s1A e 

recLoxtox s11A sobre a sobrevivência e mobilidade de larvas de Tenebrio molitor ...............101 

Tabela 20 - Efeito de diferentes concentrações maiores da toxina recombinante recLoxtox s1A 

sobre a sobrevivência e mobilidade de larvas de Tenebrio molitor .........................................102 

 

 

 



 
 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

ACD - ácito-citrato-dextrose 

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool 

CAM - Membrana Corioalantoica 

ESP - Espontânea 

FC -Fosfatidilserina 

FE - Fosfatidiletanolamina 

FG - Fibrinogênio 

FIV - Feritilização in vitro 

FS - Fosfatidilsetina 

GP - Glicoproteína 

ICK - Nó de Cisteína Inibidor (do inglês Inhibitor Cystine Knot) 

ID - Identidade 

HYAL - Hialuronidase 

ICK - Inhibitor Cystein Knot 

LALP - Loxosceles astacin-like metalloprotease 

LPA - Ácido Lisofosfatídico 

MP - Metaloprotease 

MMP - Metaloprotease de matriz 

NaV - Canal de sódio dependente de voltagem 

NGS - Sequenciamento de Nova Geração (do inglês Next-Generation Sequencing) 

OMS - Organização Mundial da Saúde 

PGE - Prostaglandina 

PHTK - software PHT-KAPPA 

PL - Plaquetas lavadas 

PLD - Fosfolipase D 

PPP - Plasma pobre em plaquetas 

PRP - Plasma rico em plaquetas 

QC - Query cover 

ROS - Espécies reativas de oxigênio 

Rpm - Rotações por minuto 

RPKM - Leituras por Quilobase por Milhão (do inglês Reads Per Kilobase Million) 



 
 

SIMIL. - Similaridade 

SM - Esfingomielina 

SMase D - Esfingomielinase D 

sPLA2 - Fosfolipase A2 secretada 

TCLE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

TCTP - Proteínas Tumorais Controladas por Tradução (do inglês Translationally Controlled 

Tumor Proteins) 

TL% - Percentual de letalidade 

vWf - Fator de von Willebrand 

WHO - World Healt Organization 

WSC - World Spider Catalog 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

SUMÁRIO 

1. INTRODUÇÃO ..........................................................................................................19 

1.1 Loxosceles spp.: Características gerais das aranhas do gênero Loxosceles ....................22 

1.2 Aspextos taxonômicos, biológicos e toxicológicos de Loxosceles similis .....................25 

1.3 As Loxtox e sua importância para o Loxoscelismo .......................................................33 

1.4 Diversidade enzimática do veneno de Loxosceles: além das Loxtox .............................34 

1.5 Loxoscelismo: Tendências e impactos dos acidentes ....................................................36 

1.6 Diagnóstico e abordagens terapêuticas do loxoscelismo: avanços e perspectivas .........40 

1.7 Manifestações clínicas do loxoscelismo com ênfase em L. similis ................................43 

1.8 O transcriptoma como ferramenta de estudo e o NGS ...................................................47 

2. JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA DO TRABALHO ..........................................49 

3. OBJETIVOS ...............................................................................................................50 

3.1 Objetivo geral ...............................................................................................................50 

3.2 Objetivos específicos ....................................................................................................50 

4. MATERIAIS E MÉTODOS ......................................................................................51 

4.1 Coleta das aranhas e extração do RNA ..........................................................................51 

4.2 Construção da biblioteca de cDNA e Sequenciamento de Nova Geração .....................51 

4.3 Análise bioinformática de dados de RNA-seq e montagem dos contigs ........................52 

4.4 Anotação e buscas diretas por proteínas de interesse utilizando o software PHT-KAPPA 

(PHTK)......................................................................................................................................52 

4.5 Construção da Árvore Filogenética ...............................................................................54 

4.6 Expressão e purificação das Loxtox s1A e s11A ...........................................................54 

4.7 Dosagem de proteínas ...................................................................................................55 

4.8 Eletroforese por SDS-PAGE .........................................................................................55 

4.9 Efeitos cutâneos das toxinas recombinantes em coelho .................................................56 

4.10 Ensaio de toxicidade de recLoxtox s1A e recLoxtox s11A em insetos (larvas de 

Tenebrio molitor) ......................................................................................................................57 

4.11 Atividade enzimática de recLoxtox s1A sobre a membrana corioalantoica (CAM) de 

ovos de galinha .........................................................................................................................58 

4.12 Ensaio de agregação plaquetária ...................................................................................59 

4.12.1 Plaquetas lavadas (PL) ......................................................................................59 

4.12.2 Plasma rico em plaquetas (PRP) ........................................................................60 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO ................................................................................60 



 
 

5.1 Construção da biblioteca de cDNA e sequenciamento NGS .........................................60 

5.2 Anotação dos contigs ....................................................................................................61 

5.3 Alinhamentos ................................................................................................................64 

5.3.1 Família Loxtox ..................................................................................................64 

5.3.2 Fosfolipase A2 ...................................................................................................70 

5.3.3 Metaloproteases ................................................................................................75 

5.3.4 Toxinas Inseticidas ............................................................................................84 

5.3.5 Hialuronidases ..................................................................................................89 

5.4 Expressão e purificação de recLoxtox s1A e recLoxtox s11A .......................................94 

5.5 Efeitos cutâneos de recLoxtox s1A e recLoxtox s11A em coelho .................................97 

5.6 Ensaio de toxicidade recLoxtox s1A e recLoxtox s11A em insetos (larvas de Tenebrio 

molitor) (Resultados preliminares) ...........................................................................................99 

5.7 Atividade enzimática de recLoxtox s1A sobre a membrana corioalantoica (CAM) de 

ovos de galinha (Resultados preliminares) ..............................................................................103 

5.8 A atividade de recLoxtox s1A e recLoxtox s11A na agregação plaquetária (Resultados 

preliminares) ...........................................................................................................................104 

6. CONCLUSÃO ...........................................................................................................109 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ...............................................................................110 

ANEXO I - Sequência das Loxtox previamente caracterizadas........................................132 

APÊNDICE I - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) ............................135 

APÊNDICE II - Artigo publicado: “Molecular evidence of Phospholipase A2 (PLA2) in 

the venom of Loxosceles similis ............................................................................................144 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 
 

1. INTRODUÇÃO 

As aranhas do gênero Loxosceles, popularmente conhecidas como aranhas-marrons, 

pertencem à família Sicariidae e constituem um grupo que compreende aproximadamente 148 

espécies (World Spider Catalog, Version 26, 2025), distribuídas em regiões de clima tropical e 

temperado nas Américas, Oceania, Ásia, África e Europa  (Cárdenas et al., 2017; Ministério da 

Saúde, 2025). Loxosceles é considerado um dos grupos de aranhas mais perigosos do mundo 

(Hauke & Herzig, 2017), e os acidentes envolvendo este gênero são reconhecidos como um 

problema de saúde pública na América do Sul, incluindo o Brasil, sendo as regiões Sul e Sudeste 

consideradas endêmicas para o loxoscelismo (Machado et al., 2005; Haas et al., 2013). A Figura 

1 ilustra a distribuição espacial dos acidentes por Loxosceles no Brasil, entre os anos de 2017 e 

2021 (Secretária de Vigilância em Saúde, 2022). 

 

Figura 1 - Distribuição espacial dos acidentes por Loxosceles nos anos de 2017 a 2021 - As áreas em 

tonalidades de azul representam a distribuição dos casos de loxoscelismo no território nacional, sendo que os tons 

mais escuros correspondem às regiões com maior número de registros. Figura adaptada do Boletim 

Epidemiológico da Secretaria de Vigilância em Saúde (Ministério da Saúde). 

 

Dados epidemiológicos do Ministério da Saúde da última década indicam que as aranhas 

do gênero Loxosceles são responsáveis pela maioria dos casos registrados de envenenamento 

por espécies de aranhas de relevância médica no Brasil, correspondendo a aproximadamente 

61% dos incidentes envolvendo espécies identificadas taxonomicamente. Em 2024, esses 

envenenamentos estiveram associados a 23 óbitos por agravo notificados, enquanto 20 já foram 

reportados ao final do terceiro trimestre de 2025 (Ministério da Saúde, 2025). Os acidentes 
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causados por essas aranhas podem resultar em danos locais, como lesões dermonecróticas, ou 

em comprometimentos sistêmicos, incluindo danos vasculares e insuficiência renal, condição 

conhecida como loxoscelismo. Essa condição é causada principalmente por um grupo de 

toxinas denominado Loxtox, que atua sobre diversos substratos, com destaque para os 

fosfolipídios (Binford and Wells, 2003; Kalapothakis et al., 2007; Kusma et al., 2008; Chaves-

Moreira et al., 2009; Chaim et al., 2011).  

Os acidentes envolvendo as aranhas do gênero Loxosceles geralmente ocorrem quando 

esses animais se abrigam em roupas ou calçados e são comprimidos contra o corpo, sendo que 

cerca de 31% dos acidentes ocorrem por picadas nas pernas (Figura 2). O diagnóstico é 

realizado por meio da identificação da aranha e da análise das manifestações clínicas. No 

entanto, apenas 23% dos casos de loxoscelismo são efetivamente notificados  (Lopes et al., 

2020). No Brasil, o Ministério da Saúde recomenda a administração de soro antiveneno para o 

tratamento de casos moderados a graves; entretanto, essa medida não é completamente eficaz 

para o tratamento da dermonecrose ou dos efeitos sistêmicos na maioria dos pacientes (Hogan 

et al., 2004). Além disso, os protocolos terapêuticos descritos na literatura ainda são 

controversos e podem exigir um longo período para apresentar eficácia (Lopes et al., 2020), o 

que gera a necessidade de aprimorar e/ou desenvolver novos tratamentos.   

 

Figura 2 - Percentual de acidentes com Loxosceles por local da picada. Figura adaptada do Boletim 

Epidemiológico da Secretaria de Vigilância em Saúde (Ministério da Saúde). 

 

Loxosceles similis é uma das 21 espécies de Loxosceles que ocorrem no Brasil (Machado 

et al., 2005; Chatzaki et al., 2012; Chaves-Moreira et al., 2017). Essa espécie é comumente 

encontrada habitando cavernas, incluindo locais de acesso turístico, como a Gruta da Lapinha, 

no estado de Minas Gerais (Figura 3), e cavernas turísticas do Mato Grosso do Sul (Andrade R. 
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M. G. et al., 2001). A espécie em questão também já foi encontrada no interior de habitações 

humanas, conforme demonstrado em estudo publicado pelo nosso grupo em 2005, que 

documentou sua presença em residências na cidade de Belo Horizonte. A diversidade de 

habitats nos quais essa espécie é capaz de se estabelecer contribui para sua expansão, além de 

conferir um caráter potencialmente sinantrópico, fator que aumenta o risco de ocorrência do 

loxoscelismo.  

 

 
Figura 3 - Registro de Loxosceles em ambiente cavernícola na Gruta da Lapinha, MG. – A, B e C espécimes 

de Loxosceles fotografadas na Gruta da Lapinha, uma caverna turística em Minas Gerais, Brasil. A variação na 

coloração da aranha pode estar relacionada a diferentes espécies ou ao momento em que ocorreu a última ecdise. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

As informações sobre a biologia, o comportamento e a distribuição desses animais são 

essenciais para evitar equívocos na identificação e podem contribuir para o conhecimento geral 

das áreas de risco de acidentes, além de auxiliar na definição de medidas profiláticas a serem 

adotadas pela população local e por profissionais de saúde (Vetter, 2009). Estudos conduzidos 

por nosso grupo demonstraram que o veneno de L. similis apresenta propriedades biológicas 

semelhantes às de outras espécies de importância médica no Brasil, como L. intermedia, L. 

gaucho e L. laeta. Esses achados sugerem que acidentes envolvendo a espécie L. similis podem 

desencadear manifestações clínicas compatíveis com aquelas tipicamente observadas no 

loxoscelismo.  

Algumas pesquisas têm demonstrado o potencial das proteínas recombinantes na 

caracterização das toxinas da família Loxtox (Kalapothakis et al., 2002; Chaim OM et al., 2011; 

Chatzaki M et al., 2012; Leal HG et al., 2020; Polli et al., 2021, 2024). Essa família de enzimas, 

fortemente associada aos principais efeitos tóxicos do envenenamento por Loxosceles, constitui 

uma importante ferramenta para o aprofundamento do conhecimento sobre os mecanismos de 

ação das toxinas. Nesse contexto, investigações adicionais sobre L. similis e outras espécies 
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potencialmente relevantes do ponto de vista médico, ainda pouco caracterizadas, são 

fundamentais para o avanço do conhecimento sobre o loxoscelismo e para o aprimoramento de 

métodos diagnósticos e terapêuticos mais específicos e adequados às diferentes regiões do país. 

 

1.1 Loxosceles spp.: características gerais das aranhas do gênero Loxosceles 

 

O gênero Loxosceles pertence à ordem Araneae, família Sicariidae, e é composto por 

pequenas aranhas, geralmente apresentando entre 1 e 5 cm, popularmente conhecidas como 

aranhas-marrons. Essas aranhas apresentam ampla distribuição mundial, sendo encontradas em 

regiões de clima tropical e temperado nas Américas, Oceania, Ásia, África e Europa (Cárdenas 

et al., 2017). As espécies do gênero Loxosceles (Figura 4) apresentam coloração 

predominantemente marrom, que pode variar entre tons mais claros ou mais escuros, pernas 

finas e longas e cefalotórax caracteristicamente em formato de violino. Além disso, essas 

aranhas possuem seis olhos organizados em três pares dispostos em conformação de "U", 

característica fundamental para sua identificação. Atualmente, o gênero conta com cerca de 148 

espécies descritas (World Spider Catalog 2025), 21 das quais são encontradas no Brasil, como 

mostrado na Tabela 1.   

 

Figura 4 - Espécies de aranhas do gênero Loxosceles de importância médica no Brasil – (A) Loxosceles 

gaucho, (B) Loxosceles intermedia, (C) Loxosceles laeta e (D) Loxosceles similis. Fonte: (A, B e C) Gremski et 

al. (2014); (D) foto de Luana Varela (Fundação Ezequiel Dias). 
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Tabela 1.  Espécies de Loxosceles registradas no Brasil segundo o World Spider Catalog (WSC - 2025). ♂♀ 

indica identificação de espécimes machos e fêmeas, respectivamente. As identificações do WSC estão mostradas 

na última coluna. 

Espécies Referência Código WSC 

WSC Loxosceles adelaida (Gertsch, 1967b) ♂♀  002658 

Loxosceles amazonica (Gertsch, 1967b) ♂♀ 002661 

Loxosceles anomala (Mello-Leitão, 1917)  ♂♀ 002662 

Loxosceles bodoquena (Bertani et al., 2024)  ♂♀ 059876 

Loxosceles boqueirao (Bertani et al., 2024) ♂♀ 059874 

Loxosceles cardosoi (R. Bertani, von Schimonsky, et al., 2018) ♂♀ 050781 

Loxosceles carinhanha (R. Bertani, von Schimonsky, et al., 2018) ♂♀ 050784 

Loxosceles chapadensis (Bertani et al., 2010) ♂♀ 043503 

Loxosceles ericsoni (R. Bertani, von Schimonsky, et al., 2018) ♂♀ 050782 

Loxosceles gaucho (Gertsch, 1967a) ♂♀ 002690 

Loxosceles hirsuta (Mello-Leitão, 1931) ♂♀ 002695 

Loxosceles immodesta (Mello-Leitão, 1917) ♂♀ 002697 

Loxosceles intermedia (Mello-Leitão, 1934) ♂♀ 002700 

Loxosceles karstica (R. Bertani, von Schimonsky, et al., 2018) ♂♀ 050783 

Loxosceles laeta Nicolet, 1849 (Rodrigues & Dornelles, 2003) ♂♀ 002708 

Loxosceles muriciensis (C. S. Fukushima et al., 2017) ♂♀ 049304 

Loxosceles niedeguidonae 

sdnnnnncccniedeguidonae 

niedeguidonae 

niedeguidonae 

niedeguidonae 

niedeguidonae 

(Gonçclves-de-Andrade et al., 2012) ♂♀ 044669 

Loxosceles planetaria (Bertani et al., 2024) ♂♀ 059875 

Loxosceles puortoi (Martins et al., 2002) ♂♀ 037520 

Loxosceles similis (Moenkhaus, 1898) ♂♀ 002735 

Loxosceles troglobia (Souza e Ferreira, 2018) ♂♀ 050349 

Loxosceles willianilsoni (Fukushima et al., 2017) ♂♀ 049303 

 

As aranhas-marrons são, em geral, sedentárias e não agressivas (R. M. G. De Andrade 

et al., 1999), apresentando hábito noturno e preferência por ambientes secos e escuros, como 

sob troncos, galhos ou rochas, além de copas de árvores e cavernas, onde conseguem completar 

seu ciclo reprodutivo. Essa característica foi confirmada tanto por observações de campo quanto 

pela manutenção de espécimes de L. similis em laboratório, onde foram registrados padrões 

comportamentais compatíveis com os descritos para o gênero. Por outro lado, o potencial 

sinantrópico das Loxosceles favoreceu a colonização de ambientes urbanos, especialmente em 

áreas residenciais e no interior de domicílios, onde esses animais podem se abrigar em porões, 

sótãos, móveis, roupas, sapatos e outros espaços de fácil acesso (Málaque et al., 2002). O 

sucesso das espécies sinantrópicas está principalmente associado à sua capacidade de dispersão 

e à elevada tolerância à escassez de alimento e água. Esse perfil ecológico, aliado ao aumento 

contínuo no número de acidentes reportados anualmente pelo Ministério da Saúde (TabNet / 

DATASUS, 2025), evidencia a necessidade de pesquisas mais detalhadas não apenas sobre as 

espécies atualmente reconhecidas como de importância médica, mas também sobre aquelas que, 

devido à sua fácil adaptação ao ambiente urbano, podem representar ameaça à saúde humana.  
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O veneno de Loxosceles consiste em uma complexa mistura de diferentes classes de 

toxinas e proteínas (Figura 5). Alguns destes componentes vêm sendo bem caracterizados 

biologicamente, trazendo assim informações sobre os mecanismos pelos quais o veneno causa 

seus efeitos deletérios (Chaves-Moreira et al., 2017). Muitos estudos vêm abordando 

importantes toxinas para a patofisiologia dos efeitos do envenenamento por Loxosceles, como 

é o caso das toxinas da família Loxtox (Kalapothakis et al., 2007), conhecidas por sua atividade 

característica em substratos dérmicos e seus efeitos no loxoscelismo sistêmico ((Barbaro et al., 

1996; Gremski et al., 2023). Além das Loxtox, outras enzimas que compõem o veneno 

apresentam relevância para o loxoscelismo, como as metaloproteases, que apresentam atividade 

sobre fibrinogênio, fibronectina e caseína (Da Silveira et al., 2007; Young & Pincus, 2001), 

hialuronidades, que podem atuam como um fator de espalhamento, facilitando a difusão das 

toxinas nos tecidos (Da Silveira et al., 2007; Ferrer et al., 2013) e as serinoproteases, que podem 

participar da degradação de proteínas da matriz extracelular e na modulação de processos 

inflamatórios e hemostáticos (Veiga et al., 2000). Além disso, peptídeos inseticidas também 

vêm sendo descritos (de Castro et al., 2004; Matsubara, et al., 2017)  o que possibilita a 

elucidação de novas moléculas com modos de ação específicos, uteis para o desenvolvimento 

de bioinseticidas mais eficientes, seletivos e ecologicamente sustentáveis. Estas descobertas 

tem sido atingidas principalmente através de estudos utilizando ferramentas de biologia 

molecular, como estudos de proteomicas, transcriptomica e também de expressão e purificação 

de toxinas recombinantes (Pedrosa et al., 2002; Kalapothakis et al., 2002; Dantas et al., 2016; 

Leal et al., 2020). 
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Figura 5 - Resumo esquemático dos principais componentes tóxicos do veneno de Loxosceles e seus efeitos 

no loxoscelismo. As Loxtox são os principais agentes necróticos, enquanto metaloproteases, hialuronidases, 

serinoproteases e peptídeos ICK atuam de forma complementar, promovendo inflamação, degradação tecidual, 

resposta imune e modulação da cicatrização. Existem outros componentes menos expressos que não são indicados 

no desenho esquemático. 

 

1.2 Aspectos taxonômicos, biológicos e toxicológicos de Loxosceles similis 

 

A espécie L. similis foi descrita pela primeira vez em 1898, no estado de São Paulo 

(Moenkhaus, 1898), sendo sua ocorrência mais frequentemente registrada nessa região, bem 

como nos estados do Pará, Bahia, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul (Figura 1) (Trajano & 

Gnaspini-Netto, 1990; Ferreira et al., 2000; Andrade et al., 2001). Essa espécie apresenta 

hábitos e habitats semelhantes aos relatados para L. gaucho e L. variegata, sendo comumente 

encontrada em ambientes domiciliares e construções, bem como em minas, cavernas e outros 

locais abrigados.  Nosso grupo reportou a presença de L. similis no interior de residências em 

Belo Horizonte, capital do estado de Minas Gerais, com aproximadamente 2,4 milhões de 

habitantes, reforçando a capacidade dessa espécie de adaptar-se a ambientes urbanos e 

sugerindo uma possível ocupação endêmica nessa área (Machado et al., 2005). 

Com base na morfologia, essa espécie pertence ao grupo Gaucho, juntamente com L. 

gaucho, L. adelaida e L. variegata. A identificação da espécie é realizada atualmente com base 

na chave taxonômica proposta que considera diversas características morfológicas, incluindo a 

estrutura do pedipalpo, um dos traços distintivos de L. similis, além da disposição dos três pares 

de olhos em formato de “U” característicos do gênero (Gertsch, 1967). A Figura 6 ilustra dois 

espécimes encontrados na Gruta da Lapinha, em Minas Gerais, que correspondem a um macho 
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(Figura 6A) e uma fêmea (Figura 6B), que geralmente possuem pernas proporcionalmente mais 

longas do que as observadas em outras espécies do mesmo gênero. 

 
 

Figura 6 - Exemplares macho e fêmea da espécie L. similis - Os espécimes ilustrados correspondem a macho 

(A) e fêmea (B) e foram encontrados no interior da Gruta da Lapinha, em Minas Gerais.  

 

Ensaios in vitro e in vivo com o veneno de L. similis, conduzidos em camundongos e 

coelhos e corroborados por análises microscópicas, confirmaram efeitos característicos do 

loxoscelismo, incluindo a ocorrência de dermonecrose, inflamação e hemólise, em consonância 

com as manifestações clínicas descritas para outras espécies do gênero Loxosceles. Essas 

evidências, detalhadas na Tabela 2, reforçam a inclusão do loxoscelismo causado por L. similis 

no mesmo quadro clínico já estabelecido para outras espécies do gênero.  
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Tabela 2. Resumo cronológico dos achados experimentais relacionados à caracterização do veneno de L. 

similis. A tabela apresenta os principais estudos que descrevem suas propriedades bioquímicas, toxicológicas e 

imunológicas, incluindo análises in vitro e in vivo, identificação de componentes do veneno e avaliação de suas 

atividades biológicas e potencial de neutralização. 

Ano Resultados Referências 

2005 O veneno de L. similis induz os efeitos dermonecróticos, 

hemolíticos e inflamatórios similares aos causados por L. 

intermedia. Além disso, a neutralização efetiva dos efeitos tóxicos 

por um antiveneno comercial reforça as similaridades 

bioquímicas e funcionais entre o veneno de L. similis e os venenos 

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

(Silvestre et al., 2005) 

2011 O veneno de L. similis contém esfingomielinase D (SMAse D), 

capaz de hidrolisar a esfingomielina e desempenhar um papel 

central nos efeitos tóxicos e pro-inflamatórios do veneno  

(Gomes et al., 2011) 

2012 O veneno de L. similis, até mesmo em pequenas doses (0,5 µg), 

induz uma resposta inflamatória severa caracterizada por lesão 

vascular e marcada pela ativação imunológica local  

(Pereira et al., 2012) 

2014 Apoptose, degranulação de mastócitos e degradação de colágeno 

desempenham papel central na patogênese da lesão cutânea 

induzida pelo veneno de L. similis 

(Pereira et al., 2014) 

2014 O veneno de L. similis induz a ativação de caspases dependentes 

de apoptose 

(Dantas et al., 2014) 

2016 A análise transcriptomica pelo método do NGS da glândula de 

veneno de L. similis revelou a presença de 23 sequências 

completas e 8 incompletas de enzimas Loxtox. As sequências 

encontradas foram classificadas em 12 grupos baseados em 

domínios conservados como o sítio catalítico e a região de ligação 

ao íon Mg+2. Além disso, foram identificadas três sequências 

PLD-like sem o domínio canônico que contém o sítio catalítico 

 

(Dantas et al., 2016) 

2018 A inclusão de epítopos selecionados de células B a partir de 

toxinas de L. similis em uma proteína multiepitópica 

recombinante melhora significativamente a resposta imune, 

repercutindo em uma alta titulação de anticorpos que reconhecem 

efetivamente e neutralizam as principais atividades do veneno, 

como as relacionadas com a ação de esfingomielinases D, 

hialuronidases e metaloproteases 

(Lima et al., 2018) 

2020 Duas isoformas recombinantes de Loxtox a partir do veneno de L. 

similis (recLoxtox s1A e recLoxtox s11A) foram caracterizadas 

funcionalmente. A isoforma recLoxtox s1A apresentou uma alta 

atividade sobre esfingomielina D em pH 7,4 e induziu lesões 

dermonecróticas mais severas em pele de coelho, mimetizando de 

forma bem parecida a atividade do veneno total. Em contraste, a 

recLoxtox s11A apresentou sua atividade máxima em pH 8,0 e 

causou lesões menos severas. As duas isoformas foram capazes 

de induzir a produção de anticorpos específicos capazes de 

neutralizar os efeitos tóxicos do veneno de L. similis em ensaios 

in vivo e in vitro, sendo que recLoxtox s1A revelou um maior 

potencial imunogênico e mais eficiência em neutralizar os efeitos 

tóxicos do veneno 

(Leal et al., 2020) 

2024 O veneno de L. similis estimula a agregação plaquetária, induz a 

hemólise e promove a degradação de fibrinogênio. 

(Magalhães et al., 2024) 
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O primeiro estudo biológico sobre o veneno de L. similis foi conduzido por Silvestre e 

colaboradores em 2005. Nesse trabalho, os autores caracterizaram o veneno por meio de 

proteômica bidimensional e ensaios funcionais. O veneno mostrou-se predominantemente 

composto por proteínas com massas moleculares entre 28 e 112 kDa, apresentando um perfil 

semelhante ao de L. intermedia. Ensaios funcionais demonstraram que o veneno de L. similis 

induz lesões dermonecróticas significativas em coelhos, comparáveis às causadas por L. 

intermedia, além de apresentar atividade hemolítica dependente do complemento e alta 

letalidade em camundongos (DL₅₀ = 0,32 mg/kg). Análises imunológicas por Western Blot e 

ELISA revelaram forte reatividade cruzada entre o veneno de L. similis e os antissoros 

produzidos contra L. intermedia, L. gaucho e L. laeta. Além disso, o soro antiveneno polivalente 

produzido pelo CPPI mostrou-se eficaz na neutralização dos efeitos dermonecróticos do veneno 

de L. similis. Por fim, análises microbiológicas detectaram a presença da bactéria Clostridium 

septicum nas quelíceras de L. similis, sugerindo um possível papel de infecção secundária que 

pode piorar as lesões dermonecróticas (Silvestre et al., 2005).  

Nosso grupo demonstrou que o veneno de L. similis é capaz de induzir lesões cutâneas 

significativas em coelhos, incluindo inflamação, trombose e dermonecrose. A pré-incubação 

com soro antiveneno específico da espécie (ɑ-L. similis e ɑ-L. intermedia) neutralizou de forma 

eficiente esses efeitos e inibiu a atividade de esfingomielinase. O veneno de fêmeas causou 

lesões mais severas e respostas imunológicas mais intensas; entretanto, tanto os venenos de 

machos quanto de fêmeas foram bem reconhecidos pelos soros antiveneno de L. similis e L. 

intermedia, evidenciando a eficácia e a reatividade cruzada dos anticorpos (Chatzaki et al., 

2012).  Por fim, um estudo publicado em 2014 investigou o efeito do veneno total de L. similis 

na indução de necrose e apoptose (Dantas et al., 2014), elucidando o envolvimento das caspases 

no processo de morte celular. O veneno de L. similis desencadeia uma cascata de sinalização 

apoptótica que inclui a ativação da caspase-9 (iniciadora) e das caspases-3, -6 e -7 (efetoras) 

em fibroblastos humanos primários da pele. 

A primeira descrição da família Loxtox no veneno de L. similis foi realizada pelo nosso 

grupo e apresentada no trabalho de Dantas (Dantas et al., 2016), que utilizou a tecnologia de 

NGS para analisar o transcriptoma da glândula de veneno dessa espécie. O estudo elucidou 12 

grupos pertencentes à família Loxtox, compostos por 23 sequências completas e 8 sequências 

proteicas incompletas (Tabela 3 e Anexo I). A numeração dos grupos (s1 a s12) reflete o 

agrupamento filogenético obtido a partir de uma árvore neighbor-joining com suporte bootstrap 

≥70, construída com base em um alinhamento múltiplo de sequências utilizando o algoritmo 

Clustal W. Além da análise filogenética, foram realizadas comparações com sequências de 
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fosfolipases-D (PLDs) previamente descritas e disponíveis nos bancos de dados GenBank e 

UniProt. As designações de subgrupos (A, B, C, D) indicam isoformas distintas dentro de um 

mesmo grupo filogenético, que compartilham alta similaridade entre suas sequências.  

Tabela 3. Agrupamento das toxinas da família Loxtox identificadas em L. similis. As toxinas foram 

classificadas de acordo com os subgrupos filogenéticos e seus respectivos níveis de expressão no transcriptoma da 

glândula de veneno. A primeira coluna apresenta o nome do grupo de cada sequência de toxina; a segunda coluna 

indica as toxinas, com base em análises filogenéticas e de similaridade entre sequências; a terceira coluna mostra 

a porcentagem de expressão relativa de cada toxina, calculada a partir da contagem normalizada de transcritos 

(RPKM). Fonte: Dantas et al., 2016. 

Grupos Toxinas % Expresssão 

Loxtox s1  s1A, s1B, s1C, s1D, s1E, s1F, s1G 53.9% 

Loxtox s2  s2A, s2B, s2C 6.2% 

Loxtox s3  s3A 8.6% 

Loxtox s4  s4A 1% 

Loxtox s5  s5A 0.01% 

Loxtox s6  s6A, s6B 0.03% 

Loxtox s7  s7A 0.12% 

Loxtox s8  s8A, s8B, s8C 0.73% 

Loxtox s9  s9A, s9B 8.3% 

Loxtox s10  s10A, s10B, s10C 2.6% 

Loxtox 11  s11A, s11B, s11C, s11D, s11F 18.5% 

Loxtox 12  s12A 0.002% 

 

Em relação a outras espécies, a família Loxtox já foi identificada em L. reclusa, L. 

intermedia, L. gaucho, entre outras, apresentando altos valores de similaridades entre as 

sequências, que variam entre 55% e 95% (Kalapothakis et al., 2002; Machado et al., 2005; 

Felicori et al., 2006; Dragulev et al., 2007;).  Embora mais de 200 sequências proteicas 

relacionadas à família Loxtox estejam disponíveis em bancos de dados públicos, apenas um 

número limitado delas foi investigado em detalhe quanto às diferenças em sua atividade 

biológica. A Tabela 4 apresenta a relação das toxinas Loxtox já caracterizadas em diferentes 

espécies de Loxosceles até o momento. Para a maioria das proteínas Loxtox descritas, a 

atividade catalítica sobre esfingomielina e a atividade dermonecrótica são conservadas. No 

entanto, também foram relatadas variantes com atividade dermonecrótica reduzida ou até 

ausente. 
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Tabela 4. Proteínas recombinantes Loxtox e suas atividades biológicas. Esta tabela resume as proteínas Loxtox 

recombinantes estudadas experimentalmente até o momento. A primeira coluna lista os nomes das proteínas 

juntamente com seus respectivos “Protein ID” entre parênteses, seguidos pela espécie de origem. A terceira coluna 

apresenta o percentual de identidade de aminoácidos com base no alinhamento de sequência com as proteínas 

Loxtox de L. similis. As colunas restantes descrevem as atividades biológicas demonstradas para cada proteína 

recombinante e citam as referências correspondentes. 

Loxtox Espécies %ID L. similis Atividades Biológicas Referências 

Smase D A1 

(AEQ93955) 

 

L. adelaida 89.35%  

Loxtox_s1E 

(ANY30964.1) 

Atividade SMase D, Hemólise 

(dependente do complemento), 

atividade dermonecrótica, 

dissociação de colágeno, 

degeneração muscular, infiltração 

de neutrófilos. 

(Tambourgi et al., 2011) 

Laz-Smase D 

(AAW22997) 

L. arizonica 79.79%  

Loxtox s1D 

(ANY30963.1) 

Atividade SMAse D, toxicidade 

em grilos (PD50 = 0,175µg) 

(Zobel-Thropp et al., 

2012) 

La_β1D1 

(AJV88487) 

L. arizonica 81.66%  

Loxtox_s10A 

(ANY30981.1) 

Atividade SMAse D e LPC  (Lajoie et al., 2015) 

Lb1 

(AAT66073) 

L. boneti 82.97%  

Loxtox_s1D 

(ANY30963.1) 

Atividade SMAse D, 

dermonecrótica e letalidade em 

camundongos (LD50 = 

5µg/camundongo) 

(Olvera et al., 2006; 

Ramos-Cerrillo et al., 

2004) 

Lb2 (UniProt 

P0C2K0) 

L. boneti 83.87%  

Loxtox_s1E 

(ANY30964.1) 

Atividade SMAse D e 

dermonecrótica 
(Ramos-Cerrillo et al., 

2004) 

Lb3 

(AAT66074) 

L. boneti 89.05%  

Loxtox_s11D 

(ANY30987.1) 

Sem atividade SMAse e 

dermonecrótica detectada  

(Ramos-Cerrillo et al., 

2004) 

LgRec1 DT1 

/ E32A-

D34A 

(AFY98967)  

L. gaucho 92.47%  

Loxtox_s1A 

(ANY30960.1) 

 

Atividade SMAse D, hemólise 

(dependente do complemento), 

atividade dermonecrótica, edema, 

eritema, equimose, infiltrado de 

células inflamatórias, agregação 

plaquetária (plasma-dependente). 

Anticorpos ɑ-LgRec1 foram 

capazes de neutralizar a 

dermonecrose induzida pelo 

veneno total de L. gaucho. A 

isoforma mutada é não-toxica, 

altamente imunogênica e capaz de 

induzir a produção de anticorpos 

neutralizantes 

(Magalhães et al., 2013; 

Polli et al., 2021, 2024; 

Shimokawa-Falcão et 

al., 2017) 

LgRec2 DT2 

(AQY63355) 

L. gaucho 80.36%  

Loxtox_s1C 

(ANY30962.1) 

Atividade SMAse D, hemólise, 

dermonecrose, edema, eritema, 

equimose, infiltrado de células 

inflamatórias e agregação 

plaquetária (maior que LgRec1) 

(Shimokawa-Falcão et 

al., 2017) 

LiRecDT1 / 

W230A 

(ABA62021)  

L. 

intermedia 

80.07%  

Loxtox_s1D 

(ANY30963.1) 

Atividade SMAse D, atividade 

dermonecrótica, edema,, 

exsudação de fibrina, infiltração 

de células inflamatórias, 

agregação plaquetária, 

nefrotoxicidade, hepatoxicidade, 

hemólise dependente e não-

dependente do complemento. A 

forma mutante não apresenta 

toxicidade, é altamente 

imunogênica e capaz de induzir a 

produção de anticorpos 

neutralizantes 

 

(Bertoni da Silveira et 

al., 2006; Chaim et al., 

2006; Chaves-Moreira et 

al., 2011; de Oliveira et 

al., 2008; Polli et al., 

2021, 2024) 
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LiRecDT2 

(AAP97092/ 

ABB69098) 

L. 

intermedia 

80.07%  

Loxtox_s1D 

(ANY30963.1) / 83.16%  

Loxtox_s1D 

(ANY30963.1)  

Atividade SMAse D, atividade 

dermonecrótica, edema, 

exsudação de fibrina, infiltração 

de células inflamatórias, aumento 

da permeabilidade vascular, 

agregação plaquetária e hemólise 

dependente do complemento  

(Bertoni da Silveira et 

al., 2006; Tambourgi et 

al., 2004) 

LiRecDT5 

(ABD91847) 

L. 

intermedia 

80.59%  

Loxtox_s10A 

(ANY30981.1) 

Baixa atividade SMAse D, 

atividade dermonecrótica, 

hemólise dependente do 

complemento, infiltração de 

células inflamatórias, aumento da 

permeabilidade vascular. Não letal 

a camundongos. Não induz 

agregação plaquetária  

(Bertoni da Silveira et 

al., 2006; Chaves-

Moreira et al., 2011) 

LiD1/Li 

rec/ 

recLiD/ LiDr 

(ABU43332) 

L. 

intermedia 

80.33%  

Loxtox_s1D 

(ANY30963.1) 

Atividade SMAse D, atividade 

dermonecrótica, hemólise 

dependente do complemento, 

edema. Induz agregação 

plaquetária e a liberação das 

citocinas e quimiocinas IL-6, IL-

8, CXCL1 e CXCL2. Anticorpos 

ɑ-rLiD1 foram capazes de 

neutralizar tanto a dermonecrose 

quanto a letalidade causada pelo 

veneno total de L. intermedia  

(Araujo et al., 2003; 

Felicori et al., 2006, 

2009; Gomes et al., 

2011; Horta et al., 2013; 

E. Kalapothakis et al., 

2002) 

P1 

(AAP97091/ 

AAQ16123) 

L. 

intermedia 

80.39%  

Loxtox_s1D 

(ANY30963.1) 

80.67%  

Loxtox_s1D 

(ANY30963.1) 

Alta atividade SMAse D, 

atividade dermonecrótica, 

infiltração de células 

inflamatórias, dissociação de 

colágeno, hemólise dependente do 

complemento, expressão de 

MMP-9 e MMP-2 em fibroblastos 

de pele  

(Tambourgi et al., 2004, 

2005) 

LiRecDT4 

(ABD91846) 

L. 

intermedia 

72.08%  

Loxtox_s2B 

(ANY30968.1) 

Alta atividade SMase D, atividade 

dermonecrótica, infiltração de 

células inflamatórias, aumento da 

permeabilidade vascular, 

agregação plaquetária, hemólise 

não dependente do complemento, 

não letal em camundongo 

 

(Bertoni da Silveira et 

al., 2006; Chaves-

Moreira et al., 2011) 

LiRecDT3 

(ABB71184 / 

ABD48088/ 

ABU43334) 

L. 

intermedia 

86.51%  

Loxtox_s11D 

(ANY30987.1) / 86.51% 

Loxtox s11D / 86.51% 

Loxtox_s11D 

Baixa atividade SMase D, sem 

atividade dermonecrótica, eritema, 

edema, infiltração de células 

inflamatórias, hemólise não 

dependente do complemento  

(Bertoni da Silveira et 

al., 2006; Chaves-

Moreira et al., 2011) 

LiRecDT6 

(ABO87656) 

L. 

intermedia 

69.06%  

Loxtox_s4A 

(ANY30971.1) 

Alta atividade SMase D, atividade 

dermonecrótica, edema, 

infiltração de células 

inflamatórias, dissociação de 

colágeno, aumento da 

permeabilidade celular, agregação 

plaquetária, letalidade em 

camundongos, hemólise não 

dependente do complemento  

(Appel et al., 2008; 

Chaves-Moreira et al., 

2011) 

LiRecDT7 

(AGN52903) 

L. 

intermedia 

79.48%  

Loxtox_s4A 

(ANY30971.1) 

Atividade SMase D, atividade 

dermonecrótica, edema, 

hemorragia, trombose, infiltração 

de células inflamatórias, aumento 

da permeabilidade vascular, 

hemólise dependente do 

complemento  

(Vuitika et al., 2013) 

SMaseI/ Ll1 / 

H17/ LlPLD1 

/ LlRecDT1 

L. laeta 67.09%  

Loxtox_s5A 

(ANY30972.1) 

Alta atividade SMase D, atividade 

sobre Lisofosfatidilcolina (LPC) 

(ligada a albumina), atividade 

dermonecrótica, dissociação de 

(Catalán et al., 2011; de 

Santi Ferrara et al., 2009; 

Fernandes Pedrosa et al., 

2002; M. T. Murakami et 
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H12A -H474  

(AAM21154) 

colágeno, edema, degeneração 

muscular, infiltração de células 

inflamatórias, hemólise 

dependente do complemento, 

letalidade em camundongos 

(LD50 = 11.3 μg/mouse), 

anticorpos ɑ-SMase I capazes de 

neutralizar a dermonecrose e 

hemólise induzidas pelo veneno 

total de L. laeta. A forma mutante 

não é tóxica, é altamente 

imunogênica e capaz de induzir 

anticorpos neutralizantes 

al., 2006; Olvera et al., 

2006; Polli et al., 2021, 

2024; Van Meeteren et 

al., 2004) 

SMase II / 

H10 

(AAM21156) 

L. laeta 82.24%  

Loxtox_s11B 

(ANY30985.1) 

Baixa atividade SMase D, 

atividade dermonecrótica, 

dissociação de colágeno, edema, 

degeneração muscular, infiltração 

de células inflamatórias, hemólise 

dependente do complemento  

(de Santi Ferrara et al., 

2009; Fernandes 

Pedrosa et al., 2002) 

Ll2 

(ABD15448) 

L. laeta 63.76%  

Loxtox_s5A 

(ANY30972.1) 

Alta atividade SMase D, 

letalidade em camundongos 

(LD50 ¼ 2.37μg/camundongo) 

(Olvera et al., 2006) 

LlPLD2 

(ADP00409) 

L. laeta 62.91%  

Loxtox_s5A 

(ANY30972.1) 

Sem atividade SMse, sem 

atividade hemolítica, sem 

atividade dermonecrótica. 

Anticorpos ɑ-rLlPLD2 capazes de 

neutralizar a dermonecrose e 

hemólise causada pelo veneno 

total de L. laeta  

(Catalán et al., 2011, 

2014) 

Smase I 

H13≈ Smase 

I 

(AAM21155) 

L. laeta 65.38%  

Loxtox s5A 

(ANY30972.1) 

Atividade SMase D, ativação da 

via clássica e alternativa do 

complemento, atividade 

dermonecrótica, edema, eritema e 

leve sensibilidade  

(Fernandes Pedrosa et 

al., 2002) 

Lr2 

(AAT66076/ 

ANY30984) 

L. reclusa 83.23%  

Loxtox_s1D 

(ANY30963.1) 

Atividade sobre SMase D, LPI, 

PLG, LPS, LPC, LPE, LBPA, 

LPCh, cLPA, hemólise 

dependente do complemento, 

migração de células do melanoma 

humano (A2058) sinalizada por 

receptores de LPA  

(Lee & Lynch, 2005; 

Ramos-Cerrillo et al., 

2004) 

Lr1 

(AAT66075) 

L. reclusa 99.34%  

Loxtox s11B 

(ANY30985.1) 

Atividade SMAse D, letalidade 

em camundongo (LD50 ¼ 

3.50μg/camundongo) 

(Olvera et al., 2006; 

Ramos-Cerrillo et al., 

2004; Silvestre et al., 

2005a) 

Rec-Loxtox 

s1A 

L. similis  

 

100% 

Loxtox_s1A 

(ANY30960.1) 

 

 

95.42% 

 Loxtox_s1B 

(ANY30961.1) 

Atividade SMAse D (maior em 

pH 7,4), atividade dermonecrótica 

e edema. Análises histológicas 

revelam necrose de folículo 

capilar, angiectasia (dilatação 

anormal dos vasos sanguíneos), 

hiperemia, dissociação de fibras 

musculares e infiltração de células 

inflamatórias (neutrófilos e alguns 

linfócitos). O soro imune 

produzido apresentou forte reação 

cruzada com o veneno total de L. 

similis. Os soros ɑ-recLoxtox s1A 

and ɑ –recLoxtox s1A/s11A 

neutralizaram significativamente 

as lesões necróticas, prevenindo a 

dissociação de fibras de colágeno, 

redução da necrose de fibras 

musculares e da infiltração de 

células inflamatórias  

(Leal et al., 2020) 

Rec-Loxtox 

s11A 

L. similis  

100% 

Atividade sobre SMase D (maior 

em pH 8,0), edema e eritema 

(Leal et al., 2020) 
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Loxtox_s11A 

(ANY30984.1) 

 

99.34% 

Loxtox_s11B 

(ANY30985.1) 

leves, com decréscimo no 

tamanho da lesão com o tempo. 

Análises histológicas revelam 

necrose do folículo capilar, mas 

não hemorragia. Nenhuma 

necrose observada em fibras 

musculares. O soro imune 

apresentou forte reação cruzada 

com o veneno total de L. similis. 

O soro ɑ –recLoxtox s11A foi 

capaz de neutralizar a resposta 

inflamatória  

(<recLoxtox s1A) 

  

 

1.3 As Loxtox e sua importância para o Loxoscelismo 

Os efeitos letais do loxoscelismo devem-se principalmente à atividade das Loxtox, que 

possuem uma massa molecular variando entre 30 a 35 kDa. Essas proteínas foram identificadas 

primeiramente como toxinas dermonecróticas devido à sua habilidade de causar danos na pele 

(Barbaro et al., 1996).  Essa família de proteínas (Kalapothakis et al., 2007) é expressa na 

glândula de veneno das aranhas do gênero Loxosceles e apresenta um alto grau de conservação 

entre suas isoformas, principalmente nos motivos PCDC/S (resíduos 51–54) na alça catalítica 

B, S/GDGITN (resíduos 191–196) na alça F e D/ENPW (resíduos 272–275) no domínio C-

terminal. As Loxtox também possuem resíduos conservados no sítio catalítico, como H12, E32, 

D34, H48, D92 e K94 (numeração referente à Loxtox LiD1 de L. intermedia). A proteína em sua 

forma madura possui cerca de 280 a 360 resíduos, contendo um peptídeo sinal seguido por um 

pró-peptídeo.  

O termo Loxtox foi proposto pelo nosso grupo e deriva da combinação dos termos 

“Loxosceles” e “toxina”, de forma a se referir tanto à origem quanto a atividade biológica dessas 

moléculas (Kalapothakis et al., 2007). Essas proteínas foram primeiramente descritas como 

esfingomielinases D (Kurpiewski et al., 1981); posteriormente, muitos autores começaram a 

utilizar o termo “Smase D” como sinônimo para toxinas de ação dermonecrótica nos venenos 

de aranhas marrons. A partir do momento em que algumas destas enzimas se mostraram capazes 

de hidrolizar outros tipos de lipídeos além da esfingomielina, o termo “Smase D” não era mais 

suficiente para nomear essa família de forma correta (Merchant et al., 1997), o que levou à 

utilização do termo “Fosfolipases D” (Van Meeteren et al., 2004; Lee and Lynch, 2005; Chaim 

et al., 2011). Entretanto, a atividades dessas proteínas em outros substratos ou ainda a 

elucidação de isoformas que não apresentam atividade dermonecrótica detectada (De Andrade 

et al., 2005; Bertoni da Silveira et al., 2006; S. A. Leal et al., 2020), trouxeram a necessidade 
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de um termo mais abrangente para designar essa família de proteínas; para isso foi estabelecido 

então o termo “Loxtox” (Kalapothakis et al., 2007). A introdução deste termo teve como 

objetivo agrupar de forma sistemática e funcional as várias isoformas dessa família de toxinas, 

já identificadas através de análises de sequências de cDNA e caracterizadas por pequenas 

variações em suas sequências e potencial atividade funcional. Portanto, “Loxtox” se tornou uma 

designação unificada para essa família, facilitando a classificação e estudos comparativos 

dessas toxinas dentro de diferentes espécies de Loxosceles. 

O primeiro membro da família Loxtox foi clonado por nosso grupo em 2002 (LiD1), a 

partir de L. intermedia (Kalapothakis et al., 2002), seguido pela identificação de clones de 

Loxtox de L. laeta ainda no mesmo ano (Fernandes Pedrosa et al., 2002). Desde então, diversos 

estudos demonstraram que as Loxtox recombinantes provenientes de venenos de Loxosceles 

atuam por múltiplas vias e são capazes de induzir respostas inflamatórias, dermonecrose, 

hemólise e agregação plaquetária, os sintomas mais proeminentes associados ao loxoscelismo 

(Tambourgi et al., 2004; de Santi Ferrara et al., 2009; V. et al., 2011; Catalán et al., 2011; 

Magalhães et al., 2013; Leal et al., 2020;). As Loxtox têm se destacado como alvos promissores 

para o desenvolvimento de ferramentas biotecnológicas inovadoras, incluindo a criação de 

terapias antiveneno mais eficazes para acidentes causados por Loxosceles (E. Kalapothakis et 

al., 2007; Dantas et al., 2016; Fingermann et al., 2020). Notavelmente, esses estudos mostraram 

que as Loxtox recombinantes reproduzem de forma bastante fiel os principais efeitos 

farmacológicos e fisiológicos induzidos pelo veneno total, sustentando seu uso tanto em 

modelos experimentais quanto em estratégias terapêuticas para o loxoscelismo. 

 

1.4 Diversidade enzimática do veneno de Loxosceles: além das Loxtox 

 

Outros componentes como hialuronidades, metaloproteases, serinoproteases, entre 

outros, também desempenham papéis importantes na toxicidade do envenenamento por 

Loxosceles (Figura 5), além de representarem potenciais alvos para o aprimoramento do 

diagnóstico, da especificidade do tratamento e para a bioprospecção de novos produtos de 

interesse biotecnológico.  

As hialuronidases são enzimas capazes de degradar glicosaminoglicanos, como o ácido 

hialurônico e o sulfato de condroitina, aumentando, assim, a permeabilidade tecidual no local 

do envenenamento e promovendo a difusão passiva do veneno através da matriz extracelular. 

A presença de hialuronidases no veneno do gênero Loxosceles foi relatada pela primeira vez 
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em 1973 (Wright et al., 1973). Nesse estudo, a presença da enzima no veneno de L. reclusa foi 

demonstrada por meio de um ensaio turbidimétrico, que avaliou a redução da turbidez de uma 

solução de ácido hialurônico após sua degradação enzimática. A atividade foi quantificada 

comparando-se a diminuição da absorbância a 600 nm ao longo do tempo, na presença do 

veneno. Posteriormente, isoformas de hialuronidase foram identificadas nos venenos de L. 

rufescens, L. laeta e L. intermedia, com massa molecular variando entre 41 e 43 kDa (Young 

& Pincus, 2001; Ferrer et al., 2013). A expressão e caracterização funcional, com base em uma 

biblioteca de cDNA da glândula de veneno de L. intermedia, foram abordadas no trabalho de 

Ferrer e colaboradores, cujos resultados reforçam a importância dessa enzima na ocorrência e 

agravamento de eritema, equimose e lesões dermonecróticas (Ferrer et al., 2013). 

Curiosamente, a potencialização da ação letal de venenos pela enzima hialuronidase também 

foi observada em outros animais peçonhentos, como demonstrado por Oliveira-Mendes e 

colaboradores no estudo com o veneno do escorpião Tityus serrulatus (de Oliveira-Mendes et 

al., 2019). 

A presença de metaloproteases (MPs) tipo astacina (20–30 kDa) nos venenos de 

Loxosceles, como as identificadas em L. intermedia, L. laeta, L. gaucho e L. reclusa (Da 

Silveira et al., 2007; Trevisan-Silva et al., 2010)  também contribui para suas atividades 

biológicas e pode representar um grupo proteico de relevância significativa para o 

loxoscelismo. Essas proteases são dependentes de zinco e caracterizadas pela presença do sítio 

de ligação ao metal (HEXXHXXGXXH) e pelo resíduo de metionina presente em uma região 

denominada “met-turn” (SXMXY) (Stöcker et al., 1995; Gomis-Rüth et al., 2012). A primeira 

descrição de metaloprotease no veneno desse gênero ocorreu em L. intermedia, com a 

elucidação de duas moléculas com atividades fibrinolítica, fibrinogenolítica e gelatinolítica 

(Feitosa et al., 1998). Silveira e colaboradores reforçaram essa atividade dependente de 

metaloproteases em extratos de glândulas de veneno de L. intermedia e L. laeta (Da Silveira et 

al., 2002). A existência dessas proteases também foi apontada nos venenos de L. gaucho 

(Zanetti et al., 2002) e L. rufescens (Young & Pincus, 2001), sendo que o último estudo 

demonstrou ainda a ocorrência de atividade caseinolítica. Metaloproteases de animais 

peçonhentos têm sido associadas a efeitos nocivos decorrentes de picadas ou mordidas, como 

hemorragia, necrose, citotoxicidade e edema; exemplos podem ser citados em serpentes (Fox 

& Bjarnason, 1995; Wu et al., 2001) e aranhas (Da Silveira et al., 2002; Feitosa et al., 1998). 

A atividade dessas enzimas no veneno pode representar um mecanismo biológico de dano 

tecidual, além de contribuir para a difusão de outras toxinas nos tecidos das vítimas. Algumas 

proteases também podem estar relacionadas a modificações pós-traducionais que aumentam a 
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letalidade das toxinas, como a remoção do peptídeo sinal e de resíduos da região terminal das 

toxinas (Carmo et al., 2014). 

Outras proteases, como as pertencentes à família das serinoproteases (85–95 kDa), 

envolvidas na degradação da matriz extracelular ou em distúrbios de coagulação, também foram 

descritas como componentes do veneno de Loxosceles (Veiga et al., 2000). Proteínas da família 

TCTP (Translationally Controlled Tumor Proteins) também foram detectadas no veneno deste 

gênero (Gremski et al., 2010; Matsubara et al., 2013); essas proteínas atuam como efetores na 

liberação de histamina, a qual desempenha um papel fundamental na regulação do sistema 

imune, podendo estar associadas ao eritema, à difusão do veneno, ao prurido, à dor e, mais 

raramente, a casos de hipersensibilidade  (Sade et al., 2012; Boia-Ferreira et al., 2019). Outro 

componente do veneno de Loxosceles é um grupo de peptídeos pertencentes à família Inhibitor 

Cystine Knot (ICK), variando de 3 a 10 kDa (Matsubara et al., 2013). Esses peptídeos, 

caracterizados por um motivo estrutural altamente estável composto por três pares de cisteínas 

que formam pontes dissulfeto entre C1–C4, C2–C5 e C3–C6, adquirindo uma conformação 

incomumente estável (Narasimhan et al., 1994; Pallaghy et al., 1994), estão principalmente 

envolvidos em efeitos neurotóxicos por modularem canais iônicos e são considerados 

candidatos promissores para aplicações farmacológicas e para o desenvolvimento de bio-

inseticidas. 

Por fim, enzimas como hidrolases, lipases, colagenases, fosfatases alcalinas, 5'-

ribonucleotidases e fosfohidrolases também foram identificadas em níveis de expressão mais 

baixos em aranhas Loxosceles (da Silva et al., 2004; Fernandes-Pedrosa et al., 2008). Embora 

ainda não haja evidências de que essas famílias de proteínas exerçam efeitos tóxicos, sua 

presença no transcriptoma da glândula de veneno sugere que devem ser investigadas mais 

detalhadamente para elucidar seus possíveis papéis biológicos. A composição do veneno parece 

ser altamente conservada entre as espécies, ressaltando a importância evolutiva dessas 

moléculas.  

 

1.5 Loxoscelismo: Tendências e impactos dos acidentes 

O loxoscelismo é a condição clínica resultante do envenenamento por aranhas do gênero 

Loxosceles, que envolve sintomas locais característicos, principalmente devido à ocorrência de 

lesões dermonecróticas decorrentes da ruptura do tecido conjuntivo por componentes do veneno 

que afetam a homeostase, como já demonstrado para L. similis (Pereira et al. 2014; Leal et al., 

2020), apresentando padrão semelhante ao observado para outras espécies de interesse do 
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gênero (Mota et al., 1995; Tambourgi et al., 1998; Lopes et al., 2020).  O primeiro sintoma 

após o acidente pode ocorrer entre 2 e 8 horas, manifestando-se com dor de intensidade variável, 

que posteriormente evolui para sensação de queimação local.  

Em até 24 horas, com a região da picada já apresentando eritema e edema, podem surgir 

manifestações sistêmicas atribuídas ao loxoscelismo (Figura 7), sendo a insuficiência renal a 

complicação mais grave, geralmente associada à hemólise e suas consequências. Estima-se que 

cerca de 16% dos casos evoluam para complicações sistêmicas que podem, inclusive, levar ao 

óbito (Sezerino et al., 1998; Málaque et al., 2002; Schenone F, 2003; Ríos et al., 2007). No 

entanto, uma análise conduzida pelo grupo de Tambourgi e publicada em 2020 relatou que 26% 

dos acidentes analisados resultaram em efeitos sistêmicos. Essas discrepâncias nas frequências 

reportadas podem estar relacionadas a um viés de publicação e notificação, no qual apenas os 

casos mais graves ou incomuns tendem a ser notificados e documentados na literatura (Lopes 

et al., 2020).  

 

Figura 7 - Tecidos e órgãos afetados pelo loxoscelismo sistêmico e cutâneo. Os principais sintomas são 

indicados na imagem. Setas para cima indicam valores aumentados. Setas para baixo indicam valores reduzidos. 

Adaptado de: (Gremski et al., 2023). 
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No Brasil, o número de acidentes envolvendo aranhas do gênero Loxosceles tem 

aumentado ao longo dos anos, embora ainda seja subestimado devido a falhas no sistema de 

notificação, bem como à falta de informação e conhecimento tanto da população quanto dos 

profissionais de saúde (Gremski et al., 2014). Em 2024, foram registrados 9.567 acidentes 

atribuídos a esse gênero (Ministério da Saúde, 2025). Aproximadamente 73% dos casos 

ocorreram na Região Sul (7.030 registros), enquanto a Região Sudeste ocupou a segunda 

posição, com 15,9% das notificações, sendo observado um aumento de cerca de 173% no 

número de acidentes nos últimos dez anos, o que possivelmente indica o estabelecimento de 

uma situação epidêmica nessa região (Ministério da Saúde, 2025; Secretária de Vigilância em 

Saúde, 2022)  (Figura 8).   

 

Figura 8 - Variação temporal do número de acidentes envolvendo aranhas do gênero Loxosceles nas cinco 

regiões do Brasil. (A) Norte, (B) Nordeste, (C) Centro-Oeste, (D) Sudeste e (E) Sul. Cada gráfico representa a 

tendência anual dos casos notificados em sua respectiva região, evidenciando diferenças regionais na ocorrência e 

distribuição dos acidentes no período de 2007 a 2024. Fonte dos dados: SINAN (Sistema de Informação de 

Agravos de Notificação), Ministério da Saúde do Brasil. 

 

A taxa de mortalidade, calculada a partir da relação entre o número de óbitos e o de 

notificações, aumentou de 0,08% em 2014 para 0,39% em 2024 (Tabela 5). Embora as Regiões 

Sul e Sudeste ainda concentrem a maior incidência de casos, outras regiões também vêm 

apresentando crescimento significativo no número de notificações de loxoscelismo. No 

Nordeste, por exemplo, foram registrados 106 acidentes envolvendo aranhas do gênero 

Loxosceles em 2014, número que aumentou para 495 em 2024 (Ministério da Saúde, 2025). 
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Dados recentes indicam que esses acidentes ocorrem tanto em áreas rurais quanto urbanas, 

sendo comum o atraso na busca por atendimento médico (Amorim et al., 2024).  

Tabela 5. Notificações de acidentes por Loxosceles ocorridos no Brasil entre 2000 e 2024. O número de 

notificações e óbitos é apresentado nas colunas centrais, enquanto a última coluna exibe a taxa de letalidade em 

percentual (TL%). O total de óbitos inclui tanto os casos classificados como decorrentes diretamente da condição 

notificada quanto aqueles atribuídos a complicações resultantes do acidente. 

Ano Notificações Óbitos TL% 
2007 9356 14 0.15 

2008 8088 6 0.07 

2009 8533 6 0.07 

2010 7971 9 0.11 

2011 8121 7 0.08 

2012 7542 3 0.04 

2013 7870 9 0.11 

2014 7263 6 0.08 

2015 7885 8 0.10 

2016 7474 7 0.09 

2017 8112 11 0.13 

2018 8665 11 0.12 

2019 8906 12 0.13 

2020 7236 10 0.14 

2021 6541 12 0.18 

2022 6778 10 0.14 

2023 

9 

8895 15 0.17 

2024 9657 38 0.39 

 

O aumento no número de casos de loxoscelismo pode ser consequência de 

desequilíbrios ecológicos associados ao desmatamento, à redução de predadores naturais, às 

mudanças climáticas e a práticas de manejo de pragas agrícolas, que podem favorecer o 

deslocamento das aranhas para áreas urbanas. Nesse contexto, a degradação ambiental, aliada 

à elevada capacidade de adaptação das aranhas do gênero Loxosceles ao ambiente urbano, pode 

ser apontada como uma das principais causas do crescimento no número de acidentes (Singer 

et al., 2011).  

Partindo dessa perspectiva, Machado e colaboradores (2005) reforçaram a adaptação 

urbana das aranhas-marrons ao reportarem a ocorrência de três espécies de Loxosceles (L. 

intermedia, L. laeta e L. similis) na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais. Esses achados 

evidenciam não apenas o estabelecimento de espécies de importância médica em áreas 

densamente povoadas, mas também o risco potencial à população. A coexistência de múltiplas 

espécies de Loxosceles em uma mesma região sugere que o ambiente urbano oferece condições 

ecológicas favoráveis à sua sobrevivência e proliferação, contribuindo para o aumento da 

incidência de casos de loxoscelismo (Machado et al., 2005). 
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Algumas estratégias vêm sendo propostas para o controle biológico de aranhas do 

gênero Loxosceles, especialmente em áreas urbanas. Entre elas destacam-se a utilização de 

predadores naturais, como determinadas espécies de vespas parasitas, pássaros insetívoros, 

lagartos e até fungos entomopatogênicos, como Beauveria brongniartii (G. Zimmermann, 

2007). Medidas de manejo ambiental, como o plantio de vegetação que favoreça a presença 

desses predadores, também podem contribuir para o controle ecológico. O controle biológico 

representa uma alternativa sustentável ao uso de pesticidas químicos, promovendo um ambiente 

mais equilibrado e saudável. No entanto, deve ser planejado com cautela a fim de evitar a 

introdução de organismos que possam se tornar pragas secundárias e comprometer a eficácia e 

segurança da estratégia (Wise, 1993; Roy & Pell, 2000; P. Cardoso et al., 2011). 

 

1.6  Diagnóstico e abordagens terapêuticas do loxoscelismo: avanços e 

perspectivas 

 

O acidente provocado por Loxosceles é caracterizado por uma picada indolor, cujos 

sinais clínicos e sintomas começam a se desenvolver apenas algumas horas após o incidente 

(em geral, entre 2 e 4 horas). Como a picada é praticamente imperceptível e a aranha raramente 

é capturada no momento do acidente, o diagnóstico e a identificação da espécie tornam-se um 

desafio. Atualmente, não há nenhum teste comercialmente disponível para a confirmação do 

loxoscelismo. Dessa forma, o diagnóstico é tipicamente presuntivo, baseado na análise dos 

dados clínicos e epidemiológicos coletados quando o paciente busca atendimento médico, 

geralmente entre 12 e 24 horas após o acidente, período no qual as lesões cutâneas tornam-se 

mais evidentes (Isbister et al., 2003; Da Silva et al., 2004; Hogan et al., 2004; Hubbardet et al., 

2011). A condição do paciente costuma ser subestimada e pode ser confundida com infecções 

cutâneas de origem bacteriana ou viral (Vetter & Isbister, 2008) ou ainda úlceras diabéticas 

(Vetter & Isbister, 2008).   

No Brasil, o tratamento para envenenamento por Loxosceles inclui a soroterapia com o 

soro Anti-Aracnídeo (SAAr IV), produzido pelo Instituto Butantan, que neutraliza os venenos 

do escorpião Tityus serrulatus e das aranhas Phoneutria nigriventer e Loxosceles intermedia. 

Outra alternativa é o soro Anti-Loxoscelico, produzido pelo Centro de Produção e Pesquisa de 

Imunobiológicos (CPPI), um antiveneno polivalente eficaz contra os venenos de L. laeta, L. 

gaucho e L. intermedia. O antiveneno é administrado por via intravenosa, e o número de doses 

depende da gravidade da condição clínica do paciente. Segundo a OMS, a soroterapia é a única 

terapia com eficácia comprovada para o tratamento do envenenamento por Loxosceles. 
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Entretanto, em 2024, apenas 13,3% dos casos reportados receberam esse tipo de imunoterapia, 

cuja eficácia alcançou sucesso em 87% dos pacientes tratados (Ministério da Saúde, 2025). 

Como o antiveneno é mais eficaz quando administrado precocemente, atrasos no diagnóstico e 

início do tratamento reduzem significativamente sua efetividade. Além disso, estratégias 

alternativas vêm sendo utilizadas de forma complementar, incluindo administração de dapsona 

para modulação da resposta inflamatória, corticosteroides, analgésicos, anti-histamínicos, 

excisão cirúrgica, oxigenioterapia e vacuoterapia (VAC) (da Silva et al., 2004; Hogan et al., 

2004; Swanson and Vetter, 2005; Tutrone et al., 2005; Abdulkader et al., 2008; Vetter and 

Isbister, 2008; Tambourgi et al., 2010; Andersen et al., 2011; Hubbard and James, 2011).  

Diferentes abordagens vêm sendo utilizadas para tratar o loxoscelismo ao redor do 

mundo. O desenvolvimento de novas terapias e novas possibilidades de diagnóstico vêm sendo 

abordadas em diferentes grupos de pesquisa. Chatzaki e colaboradores demonstraram que um 

anticorpo produzido contra o veneno de L. similis foi capaz de reduzir a ruptura do tecido 

conjuntivo e o edema na pele de coelhos, além de promover uma preservação parcial de 

colágeno e fibras reticulares (Chatzaki et al., 2012). A expressão de proteínas recombinantes 

também pode auxiliar no desenvolvimento de tratamentos específicos; um trabalho publicado 

pelo nosso grupo caracterizou parcialmente duas isoformas de Loxtox do veneno de L. similis 

que podem ser utilizadas como ferramenta imunológica contra o loxoscelismo: recLoxtox s1A 

e recLoxtox s11A (Leal et al., 2020). A complexidade da membrana basal e da matriz 

extracelular contando com diferentes tipos e/ou isoformas de colágenos, proteoglicanos, 

laminina, nidogenio/enanctina e várias outras moléculas (Kalluri, 2003; Kim et al., 2011; 

Yurchenco, 2011) sugere que muitos outros alvos para o tratamento específico de loxoscelismo 

podem ser identificados em futuros estudos. 

A eficácia da administração tópica de tetraciclina em modelos in vivo de loxoscelismo 

foi avaliada através da investigação de potencial como ferramenta terapêutica para o tratamento 

de lesões dermonecróticas. Os resultados do estudo indicaram que a aplicação da tetraciclina 

cerca de seis horas após o envenenamento por Loxosceles reduz significativamente a formação 

de lesões dermonecróticas, associada à diminuição dos níveis de expressão da metaloprotease 

de matriz-2 (MMP-2) e à inibição da atividade de MMP-9, por meio da ação quelante sobre o 

íon Zn²⁺. Dessa forma, ao inibir metaloproteases envolvidas na degradação da matriz 

extracelular, a tetraciclina desponta como uma opção promissora de potencial terapêutico para 

o loxoscelismo cutâneo (Paixão-Cavalcante et al., 2007). O grupo de Okamoto avaliou o efeito 

da tetraciclina administrada por via intraperitoneal de camundongos no dano renal induzido 

pelo veneno de L. intermedia e por uma toxina isolada denominada P1 (AY304471.2). Os 
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resultados indicam que a ativação de MMP-2 e MMP-9 está envolvida no dano renal causado 

pelo envenenamento por Loxosceles, e que a administração de tetraciclina exerce efeito protetor 

contra esse dano. Esses achados tornam esse antibiótico uma opção promissora para o 

tratamento do loxoscelismo sistêmico (Okamoto et al., 2017). Considerando ainda a possível 

ocorrência de infecções bacterianas secundárias associadas ao loxoscelismo (Monteiro et al., 

2002; Silvestre et al., 2005) a tetraciclina pode contribuir para o tratamento dessas infecções, 

devido à sua ação antibiótica. 

Uma outra abordagem terapêutica inovadora envolve o uso combinado dos antibióticos 

netilmicina (300 mg, via intramuscular, uma vez ao dia) e cefixima (400 mg, via oral, uma vez 

ao dia) por um período de 10 dias. A netilmicina é um antibiótico aminoglicosídeo efetivo 

principalmente contra bactérias Gram-negativas, enquanto a cefixima, uma cefalosporina de 

terceira geração, proporciona cobertura principalmente contra bactérias Gram-positivas. 

Pacientes submetidos a esse tratamento relatam significativa melhora na dor local e na 

inflamação após cinco dias. Essa estratégia tem se mostrado mais eficaz do que tratamentos 

convencionais, que geralmente utilizam apenas uma classe de antibióticos. A combinação de 

cefixima e netilmicina se apresenta, portanto, como uma ferramenta promissora para o 

tratamento das lesões necróticas decorrentes do loxoscelismo (Giorgio et al., 2025). 

Isoformas recombinantes mutadas de Loxtox, isoladas a partir de espécies de Loxosceles 

sul-americanas de relevância médica, têm sido investigadas como potenciais antígenos para o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas contra o loxoscelismo. Um estudo publicado 

em 2021 descreveu o desenvolvimento de uma vacina protetora baseada em Loxtox 

recombinantes mutadas como antígenos no protocolo de imunização, a qual foi capaz de 

prevenir tanto os efeitos letais induzidos pelo veneno total de L. intermedia quanto o surgimento 

de lesões cutâneas decorrentes da ação dos venenos de L. intermedia, L. laeta e L. gaucho. 

(Polli et al., 2021). A imunização preveniu de forma eficaz a maioria dos edemas provocados 

pelos venenos totais, conferindo aproximadamente 90% de proteção em comparação ao grupo 

controle não vacinado. Em relação à dermonecrose, a resposta protetora foi observada frente 

aos três venenos avaliados 24 horas após a administração, alcançando taxas de proteção de 97% 

para L. intermedia, 97,3% para L. laeta e 95,8% para L. gaucho. Adicionalmente, a estratégia 

vacinal demonstrou eficácia contra a letalidade induzida pelo veneno de L. intermedia, 

reduzindo a mortalidade em cerca de 80% dos camundongos desafiados com o veneno total. 

Para os ensaios que avaliaram o desenvolvimento de dermonecrose e edema, os animais 

foram desafiados 15 dias após a última etapa de imunização, a qual contou com duas doses de 

reforço (booster) administradas em um intervalo de 30 dias. Já os estudos de letalidade foram 
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conduzidos 10 dias após a última imunização. A produção e manutenção dos anticorpos 

neutralizantes foram monitoradas por um período de 90 dias após a imunização, evidenciando 

níveis sustentados durante todo esse intervalo. Descobertas recentes indicam que o número de 

doses de reforço possui impacto mais significativo na neutralização efetiva do que a dose do 

antígeno utilizada, promovendo redução expressiva da dermonecrose, edema, dano renal e 

letalidade. Esses resultados destacam o elevado potencial das isoformas recombinantes de 

Loxtox como antígenos para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas, capazes de 

combater tanto as manifestações cutâneas quanto sistêmicas associadas ao loxoscelismo (Polli 

et al., 2024). 

 

1.7 Manifestações clínicas do loxoscelismo com ênfase em L. similis 

 

O envenenamento causado por aranhas do gênero Loxosceles pode manifestar-se sob 

formas cutânea, viscerocutânea ou sistêmica, variando em gravidade conforme a quantidade de 

veneno inoculada, resposta individual do paciente e tempo levado para procurar assistência 

médica e iniciar a soroterapia. As toxinas presentes no veneno desencadeiam processos 

inflamatórios, hemolíticos e necróticos que resultam em lesões locais e, em casos mais severos, 

comprometimentos sistêmicos como febre, hemólise e insuficiência renal aguda. Nesse 

contexto, a Tabela 6 sintetiza as principais manifestações clínicas relacionadas ao 

envenenamento por diferentes espécies de Loxosceles, complementando a ilustração da Figura 

7. 
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Tabela 6. Manifestações clínicas do loxoscelismo. – Resumo das principais manifestações clínicas associadas ao 

envenenamento por aranhas do gênero Loxosceles.  

CATEGORIA MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS DESCRIÇÃO 

Cutânea 
Eritema, edema local, placa livedoide, 

bolha hemorrágica, úlcera necrótica 

Lesão inicial dolorosa com eritema e 

descoloração violácea, evoluindo para 

formação de placa livedoide, bolha 

hemorrágica e ulceração necrótica em 

24-72 horas 

Sistêmico leve 
Febre, mal-estar, mialgia, náusea, dor de 

cabeça, artralgia 

Sintomas sistêmicos inespecíficos que 

podem acompanhar lesão cutânea. 

Hematológico 
Hemólise intravascular, anemia aguda, 

icterícia, hemoglobinúria, leucocitose 

Desencadeada principalmente pelas 

Loxtox; pode resultar em anemia 

hemolítica. 

Renal 
Proteinúria, hemoglobinúria, Lesão 

Renal Aguda (LRA) 

Obstrução dos túbulos renais, redução 

da filtração glomerular e insuficiência 

renal aguda 
 

Coagulopatias 

Coagulação Intravascular Disseminada 

(CID), trombocitopenia, alteração no 

tempo de coagulação 

Manifestação secundária à ativação 

sistêmica da cascata de coagulação 

desencadeada por danos endoteliais e 

liberação exacerbada de mediadores 

inflamatórios, resultando em formação 

disseminada de micro-trombos, 

consumo plaquetário e disfunção 

hemostática que culminam em 

trombocitopenia e alterações nos 

tempos de coagulação 

Cardiovascular 
Hipotensão, taquicardia, choque 

circulatório 

Observado em casos sistêmicos 

severos com síndrome da resposta 

inflamatória. 

Neurológico Irritabilidade, confusão mental (raro) 
Raro e tipicamente associado com 

loxoscelismo sistêmico severo. 

Fontes 

NICHOLSON and NICHOLSON, 1962; Rees, O’Leary and King, 1983; Wasserman and Anderson, 

1983; Williams et al., 1995; Qiu et al., 2009; Dias-Lopes et al., 2010; Chatzaki, C. C. Horta, et al., 

2012b; Del Brutto, 2013; Boia-Ferreira et al., 2019; Gremski et al., 2023; Rafaela Silva-Magalhães et 

al., 2024. 

 

A lesão cutânea característica do loxoscelismo inicia-se com uma resposta inflamatória 

aguda, evidenciada por edema localizado no sítio da picada, seguida por intensa infiltração de 

células inflamatórias, hemorragia dérmica e progressivo dano tecidual (Figura 9). Esse processo 

pode evoluir para uma intensa infiltração de neutrófilos, acompanhada de hiperemia, edema 

acentuado e hemorragia leve, como demonstrado no estudo de Núbia Pereira e colaboradores, 

que investigou os mecanismos inflamatórios e de dano tecidual induzidos pelo veneno de L. 
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similis. Os resultados evidenciaram que o veneno desencadeia apoptose significativa, 

degranulação de mastócitos e degradação de fibras de colágeno implantadas em esponjas, 

mimetizando as lesões dermonecróticas observadas em casos de envenenamento. Esses achados 

reforçam a natureza multifatorial da patogênese do loxoscelismo, destacando o papel do veneno 

de L. similis em induzir morte celular, liberação de mediadores inflamatórios e destruição da 

matriz extracelular, fatores que, em conjunto, contribuem para a severidade da lesão tecidual 

(Pereira et al., 2014). Esses modelos de esponjas implantadas representam uma metodologia 

inovadora para o estudo do loxoscelismo, pois permitem mimetizar em camundongos os efeitos 

do veneno total e de toxinas isoladas, que, em condições normais, não induzem lesões cutâneas 

em resposta ao veneno de Loxosceles.  

 

 

Figura 9 - Loxoscelismo cutâneo - (A) paciente picada na coxa. A lesão (2 dias após a picada) é caracterizada 

por edema e eritema, palidez, áreas hemorrágicas e formação de bolhas com conteúdo hemorrágico. (B) Paciente 

picada na panturrilha, dois dias após a picada. A lesão apresenta hematomas serosos que progrediram rapidamente 

para conteúdo hemorrágico e dor com a presença adicional de erupções cutâneas, mialgia e tontura. Vinte dias 

após a picada, o paciente apresentou descamação no local da ferida sem formação de úlcera. (C e D) paciente 

picado na parte interna da coxa. Quatro dias após a picada (C), danos locais presentes e caracterizados por edema, 

eritema, palidez e áreas hemorrágicas (placa marmórea). (D) mostra a área necrosada 20 dias após a picada. Este 

é um caso de suposto loxoscelismo, uma vez que a aranha não foi levada para identificação (Fonte: (Gremski et 

al., 2014). 

Um estudo conduzido pelo nosso grupo objetivou investigar os mecanismos de morte 

celular (apoptose e necrose) induzidos pelo veneno total de L. similis em fibroblastos dérmicos 

humanos primários. Os resultados demonstraram que o veneno é capaz de ativar uma via 

apoptótica intrínseca, que se inicia pela ação da caspase-9 que, subsequentemente, inicia uma 
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cascata de ativação das caspases efetoras 3, 6 e 7. Uma redução significativa da viabilidade 

celular foi observada (EC₅₀ ~ 40 µg/mL), assim como sinais claros da ocorrência de apoptose. 

A utilização de inibidores específicos das caspases 6 e 7 bloquearam parcialmente a apoptose 

induzida pelo veneno, confirmando a função dessas enzimas no processo. Dessa forma, esse 

estudo foi capaz de promover uma forte evidência de que o veneno de L. similis é capaz de 

induzir a morte celular através de um mecanismo de apoptose dependente de caspase (Dantas 

et al., 2014). 

O loxoscelismo sistêmico é caracterizado pela ocorrência de hemólise intravascular, 

agregação plaquetária e lesão renal aguda (Okamoto et al., 2024). A redução na produção de 

urina (oliguria) e o escurecimento da mesma, que podem ser uma evidência de hemólise 

intravascular extensiva, pode resultar em insuficiência renal, o que geralmente é a causa 

primária de morte associada ao loxoscelismo (Gremski et al., 2014). A insuficiência renal pode 

ocorrer devido à hemólise intravascular causada pela ruptura dos glóbulos vermelhos pela ação 

das toxinas Loxtox; a hemoglobina liberada nesse processo é filtrada pelos glomérulos e pode 

precipitar nos túbulos renais, causando obstrução do fluxo urinário. Esse processo pode gerar 

espécies reativas de oxigênio (ROS), o que causa dano oxidativo ao tecido renal e induz a 

necrose tubular aguda. A ocorrência da hemólise massiva combinada com a obstrução e dano 

oxidativo aos túbulos renais pode levar a uma filtração glomerular reduzida, resultando na 

insuficiência renal.  

Evidências experimentais já demonstraram a ocorrência de necrose tubular aguda 

causada pela deposição de material eosinofílico nos túbulos proximal e distal (Petricevich, et 

al., 1998; Luciano et al., 2004; Okamoto et al., 2017; Tambourgi); o aparecimento de edema e 

a presença de eritrócitos no espaço extracelular também já foram descritos (Luciano et al., 

2004). Por fim, um estudo recente conduzido por Okamoto e colaboradores demonstrou que o 

sistema do complemento pode contribuir para a patologia renal induzida pelo veneno de 

Loxosceles. Além disso, os autores sugerem que pacientes com loxoscelismo sistêmico 

poderão, no futuro, se beneficiar de abordagens terapêuticas baseadas no uso de inibidores de 

metaloproteases e de componentes do sistema do complemento. No entanto, essa possibilidade 

ainda requer validação em estudos pré-clínicos e clínicos adicionais. (Okamoto et al., 2024). 

A lesão causada pelo envenenamento por Loxosceles pode resultar ainda em uma 

infecção secundária causada por espécies de bactérias anaeróbicas do Gênero Clostridium, 

como C. perfringens e C. septicum, que podem ser encontradas no veneno ou nas presas de 

aranhas Loxosceles (Silvestre et al., 2005). Estudos já demonstraram que a C. perfringens é 

capaz de produzir cinco toxinas distintas: alfa (a mais toxica e ativa entre elas, que desempenha 
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atividade necrótica, hemolítica e letal), beta, gama, delta e neuranimidase (Hatheway, 1990; 

Monteiro et al., 2002). Essa bactéria apresenta ampla distribuição na natureza, sendo encontrada 

no solo, na água, em partículas suspensas no ar, em plantas e nas fezes de animais, e seus 

esporos podem permanecer viáveis por longos períodos (L., H.D et al., 1991; Murray et al., 

2000; Monteiro et al., 2002). 

 

1.8 O transcriptoma como ferramenta de estudo e o NGS 

 

O transcriptoma corresponde ao conjunto completo de moléculas de RNA produzidas 

em uma célula em um determinado momento, refletindo seu estado de desenvolvimento e 

condição fisiológica específica (Z. Wang et al., 2009). As principais metas dos estudos de 

transcriptoma envolvem o levantamento completo dos tipos de transcritos presentes, 

abrangendo mRNAs, RNAs não codificantes e pequenos RNAs. A partir dessa identificação, é 

possível definir a estrutura transcricional de cada gene, incluindo o local de início da 

transcrição, as extremidades 5′ e 3′, os padrões de splicing e outras modificações pós-

transcricionais. Além disso, busca-se quantificar as variações nos níveis de expressão de cada 

transcrito em diferentes condições biológicas e estágios de desenvolvimento. 

O sequenciamento do RNA (RNA-seq) foi introduzido em 2008 (Holt & Jones, 2008; 

Lister et al., 2008; Mortazavi et al., 2008; Nagalakshmi et al., 2008) e tem se tornado cada vez 

mais utilizado devido principalmente à diminuição dos custos. O protocolo de RNA-seq inicia-

se com a conversão do RNA em cDNA por meio da reação de transcrição reversa. Em seguida, 

as moléculas de cDNA são fragmentadas e recebem adaptadores que possibilitam sua posterior 

identificação (Figura 10A). A biblioteca é então carregada em uma célula de fluxo (Figura 10B), 

onde os fragmentos hibridizam à sua superfície e são amplificados por amplificação em ponte, 

formando clusters. Cada fragmento é sequenciado em uma plataforma de alto rendimento, 

gerando leituras curtas obtidas a partir de uma das extremidades (sequenciamento single-end) 

ou de ambas (sequenciamento paired-end) (Figura 10C). Durante o sequenciamento, 

nucleotídeos marcados com fluorescência são incorporados, e a célula de fluxo é fotografada 

para registro das emissões de cada cluster. A base inserida é identificada conforme o 

comprimento de onda e a intensidade da fluorescência. As leituras resultantes podem ser 

alinhadas a um genoma de referência (Figura 10D) ou, na ausência deste, reconstruídas por 

estratégias de montagem de novo (Figura 10E). O comprimento das reads geralmente varia 

entre 30 e 400 pares de bases, dependendo da tecnologia de sequenciamento empregada (Koch 

et al., 2018; Z. Wang et al., 2009).  
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Figura 10 - Fluxograma do processo de construção da biblioteca de cDNA e sequenciamento. (A) Preparo da 

biblioteca de cDNA por fragmentação do DNA genômico e adição de adaptadores. (B) Amplificação dos clusters 

por hibridização e amplificação em ponte na célula de fluxo. (C) Sequenciamento com nucleotídeos fluorescentes 

e registro óptico das emissões. (D e E) Alinhamento e análise das leituras em relação a um genoma de referência 

ou por montagem de novo, respectivamente. 
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O estudo das glândulas de peçonha de L. similis por meio do NGS já foi anteriormente 

aplicado à investigação das Loxtox (Dantas et al., 2016). Essa tecnologia possibilita uma análise 

abrangente do transcriptoma, acelerando a identificação de proteínas e peptídeos expressos nas 

glândulas de veneno. Embora o método de sequenciamento de Sanger também permita a 

descoberta de novos genes, sua eficiência na detecção de transcritos de baixa abundância é 

limitada (Quintero-Hernández et al., 2011). Estratégias complementares de anotação 

funcionam como ferramentas adicionais para revelar esses transcritos menos expressos, 

ampliando a compreensão do conteúdo molecular do veneno (Yan Kalapothakis & Evanguedes 

Kalapothakis, 2021). Assim, este estudo apresenta uma análise do transcriptoma das glândulas 

de veneno de L. similis utilizando a abordagem NGS, com o objetivo de identificar proteínas 

potencialmente envolvidas nos efeitos tóxicos do veneno, além das Loxtox já descritas. 

 

2 JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA DO PROJETO 

 

O envenenamento causado por aranhas do gênero Loxosceles representa um relevante 

problema de saúde pública, devido à gravidade das manifestações clínicas associadas e à ampla 

distribuição dessas espécies no território brasileiro. Entretanto, aspectos relacionados à 

composição molecular e aos mecanismos de ação do veneno de L. similis permanecem pouco 

explorados, limitando o entendimento das bases biológicas do loxoscelismo. 

A aplicação de tecnologias de NGS constitui uma abordagem robusta para a 

caracterização global do transcriptoma de tecidos especializados, como a glândula de veneno, 

possibilitando a identificação de genes expressos e de moléculas Loxtox destacam-se como os 

principais agentes responsáveis pelos efeitos dermonecróticos e inflamatórios, embora suas 

variações estruturais e funcionais ainda não estejam completamente esclarecidas. 

Dessa forma, o presente estudo justifica-se pela necessidade de aprofundar o 

conhecimento sobre o perfil transcriptômico da glândula de veneno de L. similis e avaliar 

experimentalmente as atividades biológicas de proteínas recombinantes do grupo Loxtox, 

contribuindo para o avanço na compreensão dos mecanismos moleculares do loxoscelismo e 

para o desenvolvimento de futuras aplicações nas áreas de biotecnologia e saúde pública 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Realizar a caracterização transcriptômica da glândula de veneno de Loxosceles similis 

por meio de tecnologias de NGS e investigar as propriedades bioquímicas e biológicas de 

proteínas recombinantes do grupo Loxtox, visando ampliar o conhecimento sobre os 

mecanismos moleculares associados à toxicidade e às respostas fisiopatológicas do 

loxoscelismo. 

 

3.2 Objetivos específicos 

a) Caracterizar o transcriptoma da glândula de veneno de L. similis, identificando 

as principais famílias de toxinas envolvidas na composição do veneno; 

b) Classificar e analisar os grupos de proteínas putativas quanto a suas funções 

moleculares, com ênfase em enzimas relacionadas à toxicidade, como Loxtox, metaloproteases, 

hialuronidases e outros componentes auxiliares; 

c) Fazer a busca por sequências consenso utilizando o programa PHT-Kappa; 

d) Expressão e purificação de Loxtox recombinantes; 

e) Realizar análises biológicas integradas das toxinas recLoxtox s1A e recLoxtox 

s11A afim de compreender variações estruturais associadas às diferenças de atividade entre as 

isoformas, contribuindo assim para o entendimento dos mecanismos moleculares do 

envenenamento e de potenciais aplicações biotecnológicas. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Coleta das aranhas e extração do RNA 

 

Foram coletados 35 espécimes de L. similis na “Gruta da Lapinha”, uma gruta turística 

localizada no Parque Estadual do Sumidouro, em Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil (43°57′W, 

19°33′S) (Dantas et al., 2016). O local apresenta um número significativo de aranhas, que 

podem ser facilmente localizadas através do padrão característico de suas teias, que se 

assemelha a algodão.  A coleta foi conduzida sob licença concedida pelo Instituto Estadual de 

Florestas de Minas Gerais (IEF/MG; N° 047.2012). 

A identificação das aranhas foi realizada principalmente pela análise de características 

morfológicas, sendo analisadas principalmente a presença de seis olhos agrupados em pares, 

corpo em formato de violino e as pernas longas e finas (Gertsch, 1967). A coloração observada 

é predominantemente marrom, sendo possível a observação de coloração mais escura e opaca 

nos espécimes antes da ecdise.  

As glândulas de veneno foram removidas por meio de dissecção manual sob 

microscopia. Primeiramente, as aranhas foram imobilizadas e anestesiadas por exposição ao 

gelo, para então o cefalotórax ser cuidadosamente separado do abdome com o auxílio de pinças 

finas e micro tesouras.  Uma vez expostas, as glândulas de veneno, que se apresentam como 

estruturas alongadas conectadas às quelíceras, foram removidas e transferidas para tubos de 1,5 

mL no gelo. Foi feito um pool com as glândulas e o RNA total foi extraído com a utilização do 

reagente TRI (Sigma-Aldrich, MO, USA), de acordo com as instruções do fabricante. O RNA 

purificado foi quantificado através de leitura no fluorometro Qubit 2.0 (Life Technologies, MD, 

USA), e armazenado a -80°C até a utilização na construção da biblioteca de cDNA. A qualidade 

e integridade do RNA obtido foi avaliada por corrida de eletroforese em gel de agarose 1%. 

 

4.2 Construção da biblioteca de cDNA e Sequenciamento de Nova Geração 

 

A construção da biblioteca de cDNA foi realizada a partir de 1 µg de RNA total, 

utilizando o kit TruSeq™ RNA Sample Preparation Kit, V2 (Illumina, CA, USA), seguindo 

rigorosamente as recomendações do fabricante para garantir a qualidade e a integridade da 

preparação da biblioteca. Após a preparação, a biblioteca foi quantificada utilizando o kit 

KAPA (Illumina®), que permite uma avaliação precisa da concentração e qualidade do DNA 

da biblioteca, assegurando sua adequação para o sequenciamento. 
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O sequenciamento de Nova Geração (NGS) foi conduzido em um sequenciador 

automático do tipo MiSeq (NextSeq 550 System - Illumina®), utilizando o kit MiSeq Reagent 

(ver. 3; 300 ciclos – 2 x 150) e adotando a estratégia de leitura paired-end, que proporciona 

uma maior precisão na montagem dos fragmentos. Todos os procedimentos foram realizados 

seguindo as orientações do fabricante. 

 

4.3  Análise bioinformática de dados de RNA-Seq e montagem de contigs 

 

Para assegurar a confiabilidade e a consistência dos dados utilizados nas análises, foi 

realizado um pré-processamento das leituras que envolveu as etapas de trimming, filtragem e 

montagem de novo, empregando o software Geneious Prime, versão 2022.1.1. As leituras brutas 

(raw reads) foram submetidas ao corte (trimming) e à filtragem de qualidade, aplicando-se o 

parâmetro Phred ≥ 30, de modo a eliminar sequências de baixa qualidade. Os adaptadores 

Illumina® foram automaticamente removidos durante o processo. Após essas etapas, foram 

retidas aproximadamente 14,3 milhões de reads de alta qualidade. 

A montagem de novo foi executada utilizando um valor de k-mer igual a 24 e um 

tamanho de bolha (bubble size) de 150, parâmetros que favorecem o agrupamento eficiente das 

sequências em contigs (Y. Kalapothakis et al., 2021). Como resultado, foram obtidos 114.227 

contigs, os quais foram empregados nas análises subsequentes. 

Os contigs gerados no Geneious foram analisados quanto à similaridade com sequências 

depositadas em bancos de dados utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment 

Search Tool), disponível em: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. As sequências 

identificadas foram agrupadas de acordo com os principais componentes do veneno, com base 

na comparação de suas sequências de aminoácidos. A sequência de aminoácidos foi obtida com 

o auxílio da ferramenta Expasy Translat (https://web.expasy.org/translate/) e PHTK. 

 

4.4 Anotação e buscas diretas por proteínas de interesse utilizando o software PHT-

KAPPA (PHTK) 

 

Foi conduzida uma busca direcionada por proteínas de interesse a partir de sequências 

consenso conhecidas, utilizando a ferramenta PHTK (https://phtk-jpbahiazs-

projects.vercel.app/). Para essa análise, os contigs foram traduzidos nas seis frames de leitura e 

foram gerados arquivos no formato FASTA contendo as sequências de aminoácidos. No 

programa PHTK podemos buscar um padrão tanto em um arquivo de proteína (sequências de 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://web.expasy.org/translate/
https://phtk-jpbahiazs-projects.vercel.app/
https://phtk-jpbahiazs-projects.vercel.app/
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aminoácidos) quanto em um arquivo de DNA (sequências de nucleotídeos). Ao colocar 

sequências consensos de domínios catalíticos, padrões de cisteínas ou outros trechos bem 

conservados entre os grupos, novos componentes que possuem esse padrão podem ser 

identificados independente da similaridade do restante da sua sequência primária com toxinas 

já descritas na literatura. Dessa forma, é possível fazer uma busca e análise manual dos contigs 

selecionados. As sequências identificadas foram submetidas ao BLASTP e posteriormente 

agrupadas conforme o respectivo grupo enzimático. 

A busca é realizada com base na correspondência de aminoácidos idênticos entre as 

sequências, considerando o número de resíduos que variam entre elas. A Tabela 7 apresenta os 

principais grupos investigados e exemplos das respectivas sequências consenso utilizadas em 

cada busca. Além das sequências padrão características de cada grupo, previamente descritas 

na literatura, também foram incluídas sequências identificadas a partir dos alinhamentos 

realizados no software MEGA 7 (Kumar et al., 2016) empregando o algoritmo CLUSTAL W 

(Thompson et al., 1997).  

Tabela 7. Exemplos de padrões utilizados no PHT-KAPPA. A primeira coluna indica o grupo de toxina 

analisado, a segunda apresenta o padrão de sequência empregado na busca pelo programa PHTK e a terceira mostra 

a sequência efetivamente utilizada pelo algoritmo para a detecção dos elementos correspondentes. 

Grupo de Toxinas Padrão Sequência que será procurada 

Loxtox M1L17G MxLxxxxxxxxxxxxxxxxxxG 

PCDC PCDC 

Metaloproteases HE2H2G2H HExxHxxGxxH 

S1M1Y SxMxY 

PLA2 

IFPGTKWCG IFPGTKWCG 

DLG3DTDXCCRAHDxC DLGxxxDTDxCCRAHDxC 

LTN1SPFT1LSCKCD1DFY1C LTNxSPFTxLSCKCDxDFYxC 

C20CC CxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxCC 

C24C2C CxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxCxxC 

Toxinas Inseticidas 
ETHR1L ETHRxL 

CRC3C CRCxxxC 

Hialuronidase IIDWEAW IIDWEAW 

 

As figuras de alinhamento foram geradas no Geneious Prime 2022.2, considerando um 

alinhamento global com matriz de custo BLOSUM62 que consiste em comparar sequências ao 

longo de toda a sua extensão, buscando o melhor pareamento possível entre todos os seus 

resíduos. A matriz BLOSUM62 atribui pontuações para substituições de aminoácidos com base 

em sua similaridade com valores positivos para substituições conservadas e negativos para 

trocas menos prováveis. No Geneious, esse método permite avaliar o grau de identidade e 

similaridade entre proteínas homologas, destacando regiões conservadas e divergentes. 
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4.5 Construção da Árvore Filogenética 

 

A análise filogenética foi conduzida utilizando o software MEGA versão 12 (Kumar S., 

et al 2016), a partir de sequências de aminoácidos representativas de espécies do gênero 

Loxosceles. Inicialmente, as sequências foram alinhadas e a árvore filogenética foi reconstruída 

pelo método de Máxima Verossimilhança (Maximum Likelihood), empregando o modelo de 

substituição de aminoácidos Jones–Taylor–Thornton (JTT). A confiabilidade dos 

agrupamentos foi avaliada por meio de análise de bootstrap com 1000 réplicas, sendo 

colapsados os ramos correspondentes a partições reproduzidas em menos de 50% das réplicas. 

Os valores de bootstrap, expressos como a porcentagem de árvores nas quais os táxons 

associados se agruparam, foram indicados ao lado dos ramos. As árvores iniciais para a busca 

heurística foram geradas automaticamente pelos algoritmos Neighbor-Joining (NJ) e BioNJ, 

com base em uma matriz de distâncias pareadas estimadas segundo o modelo JTT, sendo 

posteriormente selecionada a topologia com maior valor de log-verossimilhança.  

 

4.6 Expressão e Purificação das Loxtox s1A e s11A 

 

Os clones utilizados na etapa de expressão foram desenvolvidos para um trabalho já 

publicado pelo nosso grupo (Leal et al., 2020). Toxinas recombinantes foram projetadas a partir 

das sequências nucleotídicas que codificam para as regiões maduras das proteínas Loxtox s1A 

(GenBank: KU891936) e Loxtox s11A (GenBank: KU891960) descritas anteriormente (Dantas 

et al., 2016). A sequência madura Loxtox s1A recombinante (recLoxtox s1A) e s11A 

(recLoxtox s11A) recombinantes foram otimizadas e sintetizadas pela GenScript Company e 

clonada no vetor de expressão pET11-a com uma sequência N-terminal adicional contendo 8 

resíduos de histidina. 

As construções recLoxtox s1A e recLoxtox s11A foram eletrotransformadas nas cepas 

E. coli BL21 (DE3) e E. coli Origami 2 (DE3), respectivamente. Uma colônia de cada linhagem 

foi cultivada em 10 mL de caldo LB com 50 μg/mL de canamicina a 37 °C e 200 rpm por 24 h, 

e posteriormente transferida para 1 L do mesmo meio. As culturas foram incubadas sob as 

mesmas condições até alcançar OD600 de 0,6, quando a expressão protéica foi induzida com 

0,06 mM de IPTG por 4 h. 

As células de E. coli foram centrifugadas a 3000 g por 10 minutos a 4 °C e 

ressuspendidas em tampão de lise (Tris 50 mM, pH 7,5, NaCl 0,5 M). A lise celular foi realizada 
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por sonicação para liberar as toxinas recombinantes. Após a lise, recLoxtox s1A e recLoxtox 

s11A foram recuperadas nas frações solúvel e insolúvel, respectivamente. A fração insolúvel 

da recLoxtox s11A foi separada por centrifugação (3000 g, 10 min, 4 °C) e solubilizada durante 

a noite em tampão de ligação contendo 6 M de uréia.  

A purificação das proteínas recLoxtox s1A e recLoxtox s11A foi realizada por 

cromatografia de afinidade utilizando a coluna HP HisTrap™ 5 mL (GE Healthcare 

Lifesciences), conforme protocolo do fabricante. A coluna foi equilibrada e a ligação da 

amostra conduzida em tampão contendo Tris 50 mM (pH 7,5), NaCl 0,5 M e imidazol 40 mM. 

A eluição foi realizada com tampão semelhante, porém com imidazol na concentração de 0,5 

M. Para remoção de sais da recLoxtox s1A, foi realizada dialise em tampão de Tris 50 mM (pH 

7,5) e NaCl 0,1 M, com três trocas de tampão sob agitação e refrigeração. No caso da recLoxtox 

s11A, a uréia 6 M foi gradativamente eliminada por redução progressiva da concentração 

durante as trocas de tampão no processo de diálise (Tris 50 mM (pH 7,5) e NaCl 0,1 M contendo 

4M, 2M, 1M e 0M de ureia). 

 

4.7 Dosagem de proteínas 

 

A concentração proteica das amostras foi determinada empregando o método do ácido 

bicinconínico (BCA), conforme descrito (Smith et al., 1985), utilizando o kit Bicinchoninic 

Acid Kit for Protein Determination (SIGMA-ALDRICH) e seguindo as instruções do 

fabricante. A curva padrão foi construída com soluções de albumina de soro bovino (BSA) nas 

concentrações de 200 a 1000 μg/mL. O ensaio baseia-se na redução do íon cúprico (Cu²⁺) pelas 

proteínas em meio alcalino, com posterior formação de um complexo corado entre o Cu2⁺ e o 

BCA, cuja intensidade e absorbância a 562 nm aumentam proporcionalmente à concentração 

de proteína presente na amostra. O produto final apresenta coloração roxa estável, permitindo 

quantificação precisa por espectrofotometria.  

 

4.8 Eletroforese por SDS-PAGE 

 

As toxinas recombinantes foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida com 

dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE), conforme o descrito(Laemmli, 1970). 

Aproximadamente 10 μg de proteína, previamente solubilizada em tampão redutor (Tris-HCl 

0,5 M, glicerol 20%, SDS 4%, azul de bromofenol 0,01%, β-mercaptoetanol 10%), foram 

aplicadas em géis de poliacrilamida a 12% (espessura de 1 mm). O gel de separação (12%) foi 
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preparado com acrilamida 30%, bis-acrilamida 0,8%, SDS 10%, persulfato de amônio (PSA) 

10%, TEMED (1:2000) e Tris-HCl 1,5 M, pH 8,8. O gel de concentração (4%) consiste em 

tampão Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8. As corridas eletroforéticas foram realizadas em sistema Bio-

Rad a 150 V. Após a eletroforese, os géis foram fixados em solução de ácido acético 10%, 

álcool etílico 25%, corados por 30 minutos com Coomassie Brilliant Blue R-250 0,25% em 

metanol 45% e ácido acético 9%, e posteriormente descorados solução de etanol 4,5%, ácido 

acético 9% para a visualização das bandas. 

 

4.9 Efeitos cutâneos das toxinas recombinantes em coelho 

 

Um coelho da raça Netherland Dwarf (6 semanas, 0,432 kg) foi submetido à tricotomia 

na região próxima à cauda, realizada inicialmente com tesoura para aparar os pelos, seguida da 

aplicação de creme depilatório Veet® para peles delicadas, que inclui uma lâmina plástica para 

remoção dos pelos. Esse método foi substituiu o uso de lâminas de corte para evitar lesões na 

pele, que é fina e ressecada. 

O animal foi então utilizado em um teste in vivo para avaliar e comparar a atividade 

dermonecrótica das toxinas recombinantes. Injeções intradérmicas de 2,5 µg e 5,0 µg de cada 

toxina foram aplicadas, além de uma dose de solução salina como controle negativo, totalizando 

100 µL por ponto, com o volume das toxinas completado com salina. A Figura 11 ilustra os 

pontos de aplicação das doses. 
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Figura 11 – Representação esquemática dos pontos de aplicação das toxinas recombinantes recLoxtox s1A 

e recLoxtox s11A. Os círculos vermelhos indicam as regiões de aplicação de recLoxtox s1A, os círculos azuis 

correspondem às aplicações de recLoxtox s11A e o círculo verde representa o ponto de aplicação da solução salina 

(controle). Círculos maiores correspondem à dose de 5,0 µg, enquanto os menores indicam a dose de 2,5 µg. 

CEUA UFMG, licença de ética animal número 257/2017. 

 

4.10 Ensaio de toxicidade de recLoxtox s1A e recLoxtox s11A em insetos (larvas de 

Tenebrio molitor) 

 

Larvas gigantes de Tenebrio molitor foram utilizadas para avaliar a toxicidade e 

letalidade das toxinas recombinantes recLoxtox s1A e recLoxtox s11A para que fosse 

estabelecido um modelo de toxicidade para Loxtox em inseto.  As larvas foram adquiridas via 

loja Darly I T Stip (CNPJ 37.407.424/0001-85, NF-e n° 000.012.111) e mantidas em terrário 

com alimentação ad libitum à base de ração comercial. 

 Para os experimentos, foram utilizadas larvas no 10º e 12º estágios, sem lesões 

corporais evidentes e sem sinal de melanização (de Souza et al., 2015). As injeções foram feitas 

entre o segundo e terceiro esternitos visíveis acima das pernas da larva (Lozoya-Pérez et al., 

2021), de forma a evitar que órgãos fossem atingidos durante o processo. Após a inoculação, 

os animais foram mantidos a 37 °C em frascos PET identificados, com a tampa furada e algodão 

úmido para evitar a desidratação. Os animais mortos foram definidos como aqueles de corpo 

rígido (irritabilidade ausente) e melanização corporal extensa. 

O volume de injeção previamente estabelecido foi 15 µL, compatível com aplicação 

segura utilizando seringa de insulina (agulha 30 G). Testes prévios com solução salina foram 
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realizados em grupos de 5 larvas para confirmar que o veículo e o volume não ocasionavam 

mortalidade. 

Grupos contendo três larvas foram expostos a doses progressivas nas concentrações de 

3 ng/mL, 6 ng/mL, 12 ng/mL e 24 ng/mL de cada toxina, administradas em volume total de 15 

µL por amostra diluída em salina. Em etapas subsequentes, foram testadas doses maiores nas 

concentrações de 1,3 µg/mL, 3,3 µg/mL e 6,6 µg/mL em grupos de 10 larvas. Como controles, 

foram utilizados solução salina, como negativo, e veneno total de L. intermedia (50 µg), como 

positivo. As soluções de recLoxtox s1A, recLoxtox s11A e veneno total foram preparadas em 

solução salina estéril no dia do experimento e mantidas em gelo até a inoculação. 

Os animais foram observados imediatamente após a inoculação e monitorados duas 

vezes ao dia (manhã e tarde) durante 7 dias. Foram registrados: tempo para aparecimento de 

sinais clínicos (letargia, prostração), presença de melanização, redução da mobilidade e 

mortalidade. A definição de óbito seguiu critérios padronizados: rigidez corporal (ausência de 

resposta a estímulos táteis) e melanização extensa. A eutanásia das larvas foi realizada através 

de resfriamento e congelamento a -20°C.  

 

4.11 Atividade enzimática de recLoxtox s1A sobre a membrana corioalantoica 

(CAM) de ovos de galinha 

 

Considerando o caráter altamente vascularizado da membrana corioalantoide (CAM) do 

ovo de galinha, foi realizado um ensaio piloto para avaliar a ação da recLoxtox s1A neste 

sistema baseando-se em protocolo previamente estabelecido (Nowak-Sliwinska et al., 2014). 

Um ovo fértil foi incubado em estufa a 37 °C e umidade em torno de 65% por 10 dias, tempo 

em que a CAM se apresenta desenvolvida e acessível. Antes da manipulação, a superfície da 

casca foi desinfetada com álcool 70%. No terceiro dia após a fertilização foi feita uma janela 

de cerca de 3mm na superfície da casca em área avascular, para que a pressão interna do ovo 

fosse alterada, prevenindo assim a adesão da CAM à casca. O orifício formado foi tampado 

com plástico filme durante todo o experimento, com o intuito de se evitar desidratação e 

possíveis infecções. No dia 10 após a fertilização, utilizando uma lâmina estéril, a janela criada 

na casca do ovo foi aumentada para cerca de 3 cm². 

A aplicação da toxina foi realizada utilizando seringa de insulina estéril, pela injeção de 

20 µg de recLoxtox s1A em um volume total de 20 µl diretamente sobre a superfície da CAM, 

evitando grandes vasos. Imediatamente após a aplicação, a janela foi vedada com filme plástico, 
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e o ovo foi realocado na estufa para monitoramento e posteriores análises dos efeitos 

provenientes da ação da recLoxtox s1A. 

 

4.12 Ensaio de agregação plaquetária 

4.12.1 Plaquetas Lavadas (PL) 

 

A fim de avaliar o efeito da recLoxtox s1A e recLoxtox s11A sobre a função plaquetária, 

foram realizados ensaios de agregação utilizando sangue humano, de acordo com protocolo 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Ezequiel Dias (CEP, número CAAE: 

89112225.2.0000.9507, parecer 7.626.236), uma vez que o ensaio foi realizado na FUNED no 

Laboratório SBVA (Serviço de Bioquímica de Venenos Animais). Amostras de sangue foram 

coletadas de voluntários saudáveis, não medicados há pelo menos 10 dias, em tubos BD 

Vacutainer® contendo solução ácido-citrato-dextrose (ACD). O sangue foi centrifugado a 1300 

rotações por minuto (rpm) por 15 minutos a 37 °C para obtenção do plasma. O Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) assinado pelos voluntários encontra-se no Anexo 

II. 

As plaquetas foram lavadas segundo metodologia adaptada da literatura (Oliveira et al., 

2019; Sanchez et al., 2016). O plasma foi transferido para tubos Falcon de 15 mL, centrifugado 

novamente (1300 rpm, 10 min), e os pellets foram ressuspensdidos em tubos de 2 mL contendo 

PGE1 0,5μM  (1,4 μL. Após homogeneização, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm 

por 90 segundos a 37 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet dissolvido em tampão Tyrode 

pH 6,2, (NaCl 137 mM, NaH2PO4 3 mM, NaHCO3 3 mM, KCl 2,7 mM, Hepes 10 mM, glicose 

5,6 mM,) pré-aquecido. Adicionou-se 1,2 μL de PGE1, e a etapa de centrifugação foi repetida 

duas vezes (na segunda, 0,8 μL de PGE1 em 2 mL de plaquetas). Finalmente, os pellets foram 

dissolvidos em 750 μL de Tyrode pH 7,4 e reunidos em tubo Falcon de 50 mL. 

A contagem de plaquetas foi realizada no equipamento Fully-Auto - Hematology 

Analyzer (Mindray). A suspensão de plaquetas foi ajustada para 2,5×10⁵ plaquetas/μL no 

tampão Tyrode pH 7,4 e ativada por adição de CaCl₂ 2 mM e MgCl₂ 1 mM. 

O agregômetro utilizado (AggRam Helena Laboratories, Beaumont, TX, USA) é 

composto de 8 canais, e um deles era reservado para o controle somente com plaquetas 

(“espontânea” = ESP) e outro para o controle das plaquetas na presença do agonista, sem as 

enzimas. Todo o experimento é conduzido a uma temperatura de cerca de 37°C, o tempo de 

incubação dos agonistas com as plaquetas é de 3 minutos e após a aplicação da enzima o 

monitoramento da curva de agregação é feito por 10 minutos. 
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4.12.2 Plasma rico em plaquetas (PRP) 

 

Amostras de sangue foram coletadas de voluntários saudáveis, não medicados há pelo 

menos 10 dias, em tubos BD Vacutainer® contendo solução ácido-citrato-dextrose (ACD). O 

sangue foi centrifugado a 800 rpm para que fosse separado o PRP com auxílio de uma pipeta 

pasteur em tubos Falcon de 15 mL. Os tubos dos quais o PRP foi separado foram submetidos 

a uma segunda centrifugação (15 minutos a 3200 rpm) para obtenção do Plasma Pobre em 

Plaquetas (PPP) que seria utilizado como branco no aparelho. O restante do experimento foi 

conduzido no agregômetro conforme detalhado no item anterior. 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Construção da Biblioteca de cDNA e Sequenciamento NGS 

 

O NGS resultou em um total de 7.188.319 clusters, correspondendo a 14.376.638 

leituras brutas (raw reads) obtidas a partir da biblioteca de cDNA construída com 1 µg de RNA 

total. Após a geração dos dados, as leituras passaram por um processo de trimagem e filtragem 

de qualidade, etapas essenciais para remover sequências com baixa qualidade de base, 

adaptadores residuais e fragmentos curtos, garantindo que apenas leituras de alta qualidade 

(13.994.548) fossem utilizadas nas análises subsequentes. 

A montagem de novo foi conduzida no Geneious Prime (versão 2022.1.1), uma vez que 

o genoma de L. similis ainda não está disponível em bancos de dados públicos, o que inviabiliza 

o alinhamento baseado em genoma de referência. Essa abordagem permitiu a reconstrução de 

transcritos a partir das leituras limpas, resultando em 114.227 contigs. Para assegurar a 

confiabilidade das sequências montadas, foram selecionados 40.567 contigs com cobertura 

mínima de 50%, eliminando fragmentos redundantes e transcritos parcialmente montados. Esse 

conjunto final representa os transcritos de maior qualidade e representatividade do 

transcriptoma das glândulas de veneno de L. similis, constituindo a base para as análises 

funcionais e anotação subsequentes. O fluxo de processamento das leituras de RNA-seq está 

ilustrado na Tabela 8. 
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Tabela 8 – Fluxo de processamento das leituras de RNA-Seq de L. similis. O sequenciamento gerou 7.188.319 

clusters e 14.376.638 leituras brutas (raw reads). Após trimagem e filtragem de qualidade (remoção de 

adaptadores, bases com Phred ≥20 e fragmentos ≥50 pb), foram obtidas 13.994.548 leituras de alta qualidade. A 

montagem de novo no Geneious Prime v2022.1.1 resultou em 114.227 contigs, dos quais 40.567 apresentaram 

cobertura ≥ 50%, compondo. 

 

 

5.2 Anotação dos contigs 

 

Os contigs gerados no Geneious foram analisados quanto à similaridade com sequências 

depositadas em bancos de dados por meio da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment 

Search Tool). A tradução das sequências de nucleotídeos foi realizada com o auxílio do Expasy 

Translate, e as proteínas de interesse foram investigadas a partir de sequências consenso 

conhecidas, utilizando a ferramenta PHTK. Para essa análise, os contigs foram traduzidos nos 

seis frames de leitura e exportados para arquivos no formato FASTA contendo as sequências 

de aminoácidos. O PHTK foi empregado para detectar padrões conservados de domínios 

catalíticos, motivos de cisteínas e outras regiões características de toxinas, permitindo a 

identificação de novos componentes mesmo quando a similaridade global com sequências 

previamente descritas era baixa.  

As buscas foram conduzidas considerando identidade mínima de 40%, E-value ≤ 

1×10⁻⁴, e a presença de domínios estruturais compatíveis com o sítio catalítico. As sequências 

identificadas foram posteriormente submetidas ao BLASTP (ferramenta para o alinhamento de 

sequencias de aminoácidos) e agrupadas conforme o respectivo grupo enzimático. 

Por meio dessa abordagem integrada, foram identificadas 98 sequências putativas de 

proteínas Loxtox, reconhecidas como os principais componentes tóxicos dos venenos de 

Loxosceles. Essas proteínas apresentam motivos conservados relacionados à atividade catalítica 

e são responsáveis por parte significativa dos efeitos dermonecróticos observados nos 
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envenenamentos.  Além das Loxtox, foram identificadas 71 sequências putativas de 

metaloproteases contendo os motivos conservados de ligação ao zinco e a estrutura “met-turn”, 

ambos essenciais para a atividade catalítica dessas enzimas. Também foram detectadas 

sequências únicas correspondentes a hialuronidase, fosfolipase A₂ e serinoprotease, 

representando diferentes classes de enzimas potencialmente envolvidas na degradação de 

componentes extracelulares e na disseminação das toxinas. 

Adicionalmente, foram identificadas duas sequências associadas a toxinas alergênicas, 

possivelmente relacionadas a respostas imunogênicas, e 17 sequências compatíveis com 

peptídeos inseticidas, caracterizadas por tamanhos reduzidos e motivos conservados típicos 

dessa classe de moléculas. Outras 26 sequências apresentaram similaridade parcial com toxinas 

descritas em venenos de diferentes organismos, mas sem definição clara quanto à função 

biológica, o que indica a necessidade de análises complementares para confirmação de suas 

atividades. 

Por fim, 264 sequências não apresentaram similaridade significativa com proteínas 

conhecidas em bancos de dados públicos, sendo classificadas como “no matches”. Essas 

sequências podem representar genes novos ou pouco anotados expressos nas glândulas de 

veneno de Loxosceles. Para sustentar essa classificação, foram selecionadas algumas dessas 

sequências para análise manual, observando-se que, embora apresentem tamanho compatível 

com possíveis transcritos codificantes, padrões de cisteínas e ausência de domínios funcionais 

reconhecíveis, não exibem similaridade significativa em buscas através do BLAST, 

corroborando sua inclusão na categoria “no matches” (Tabela 9). 
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Tabela 9 – Total de sequencias putativas identificadas no transcriptoma de L. similis. A primeira coluna 

apresenta as famílias de toxinas identificadas, enquanto a segunda coluna indica o número total de sequências 

detectadas pelas análises baseadas em homologia e pelas buscas guiadas por motivos conservados utilizando o 

programa PHTK. O conjunto de dados abrange os principais componentes do veneno, como proteínas Loxtox e 

metaloproteases, além proteínas alergênicas, peptídeos inseticidas, outras toxinas e no matches, evidenciando tanto 

constituintes conhecidos quanto potenciais novas moléculas do veneno. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Essa análise revelou um conjunto diversificado de transcritos associados à produção de 

toxinas e enzimas com potencial papel na toxicidade. A identificação de 98 sequências putativas 

de Loxtox confirma a predominância desse grupo no veneno. As 71 metaloproteases detectadas, 

com motivos conservados de ligação ao zinco e estrutura met-turn, indicam a presença de 

enzimas ativas envolvidas na degradação tecidual e na amplificação da lesão local e sugerem 

grande importância dessa família de enzimas para a toxicidade do veneno de L. similis. De 

forma complementar, as sequências únicas de hialuronidase, fosfolipase A₂ e serinoprotease 

apontam para a participação de enzimas acessórias na difusão e potencialização dos efeitos 

tóxicos. 

A detecção de toxinas alergênicas e peptídeos inseticidas evidencia a complexidade 

funcional do veneno e sugere que, além de moléculas com potencial tóxico em mamíferos, L. 

similis produz componentes com possível papel em defesa ou predação. Já as 26 sequências de 

similaridade com grupos menos estudados representam candidatos promissores a novas toxinas, 

cuja caracterização funcional requer análises adicionais. Por fim, foi um achado expressivo a 

presença de 264 sequências sem similaridade com proteínas conhecidas (“no matches”), 

indicando a existência de um reservatório genético inexplorado. Essas sequências podem 

representar novos genes específicos da espécie ou transcritos pouco conservados, reforçando a 

diversidade molecular do veneno e a importância de estudos transcriptômicos nesse contexto. 

Família N° sequências putativas 

Loxtox 98 

Metaloprotease 71 

Hialuronidase 1 

Fosfolipase A2 1 

Toxinas alergenicas 2 

Serinoproteases 1 

Peptídeos inseticidas 17 

Outras toxinas 26 

No Matches 264 
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De modo geral, a abordagem combinada utilizando BLAST, Expasy Translate e PHTK 

mostrou-se eficiente para identificar tanto toxinas conhecidas quanto moléculas inéditas, 

revelando que o veneno de L. similis é um sistema molecularmente complexo, com potencial 

biotecnológico e relevância para o entendimento evolutivo do gênero Loxosceles. 

 

5.3 Alinhamentos 

5.3.1 Família Loxtox 

 

Além das sequências já identificadas anteriormente pelo nosso grupo (Dantas et al., 

2016) e indicadas no Anexo I, quatro novas sequências da família Loxtox foram detectadas, 

sendo duas pertencentes ao grupo s1 (Loxtox s1H e Loxtox s1I) e duas relacionadas ao grupo 

s11 (Loxtox s11G e Loxtox s11H). Adicionalmente, foi encontrada a sequência completa da 

Loxtox s1F abordada de forma parcial do trabalho de Dantas.  

Os alinhamentos conduzidos pelo BLASTP e MEGA 12, considerando o algoritmo 

Clustal W, permitiu agrupar as sequências putativas de Loxtox encontradas com aquelas já 

determinadas nos grupos s1, s2, s3, s4, s5, s6, s7, s8, s9, s10, s11 e s12, baseando na similaridade 

entre os seus aminoácidos. Após identificar e confirmar o grupo ao qual pertenciam, as novas 

Loxtox foram nomeadas seguindo a lógica previamente estabelecida (E. Kalapothakis et al., 

2007): Loxtox + grupo + letra sequencial. 

A Tabela 10 representa as sequencias identificadas e as informações obtidas por 

BLASTP, incluindo a classificação, E-value, similaridade (SIMIL.), identidade (ID) e Query 

cover (QC). Para as sequencias parciais encontradas, apenas aquelas contendo pelo menos 150 

aminoácidos foram consideradas para este trabalho, visto que as Loxtox apresentam geralmente 

cerca de 300 aminoácidos em suas sequencias. 

O peptídeo sinal, determinado pela ferramenta SIGNAL IP 6.0 (disponível em: 

https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/)  e que se destaca sublinhado na Tabela 

10, possui a sequência deduzida: MXLXXXXXXXXXXXXXXXXXG, comum a todas as 

sequências de Loxtox analisadas. Adicionalmente, o motivo característico do loop catalítico 

(PCDC), descrito para as Loxtox de L. intermedia (E. Kalapothakis et al., 2007), encontra-se 

destacado em vermelho. As histidinas e o triptofano envolvidos na atividade catalítica dessas 

enzimas foram identificados e destacados em verde, enquanto o sítio de ligação do Mg2+ está 

indicado em amarelo.  

 

https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/
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Tabela 10 – Sequência primária e características conservadas de novos membros da família Loxtox. O 

peptídeo sinal, identificado pela ferramenta Signal IP 6.0, está sublinhado, e os aminoácidos identicos estão 

destacados em negrito. Os aminoácidos do loop catalítico estão destacados em vermelho (-PCDC). As histidinas 

e o triptofano envolvidos na catálise dessas enzimas estão marcados em verde, enquanto o sítio de ligação ao Mg²⁺ 

está destacado em amarelo. O primeiro aminoácido da sequência madura destaca-se em azul ciano. Para os 

resultados dos alinhamentos, em afiliação (P) corresponde à sequência completa de aminoácidos com o peptídeo 

sinal; (M) corresponde à proteína madura. As colunas à direita apresentam a similaridade (SIMIL.) identidade 

percentual (ID) e a cobertura do alinhamento (QC). 

LOXTOX  

TOXINA SEQUENCIA DE AMINOÁCIDOS AFILIAÇÃO  
E-

VALUE 
SIMIL. ID QC 

Loxtox 

s1F 

MLLHIALILSCWSALSEGNQTNVGERAYKRRPI

WIMGHMVNSIAQIDEFVNLGSNSIETDVSFDKK

ANPEYTYHGIPCDCGRNCLRWEYFNEFLKGLRK

ATTPGNSKYHKKLILVVFDLKTGSLYDDQAHVA

GTKLADNLLQHYWNNGNNGGKAYIILSIPNTKH

YKLIKGFKETLKNEGHEKLLKKVGYDFSGNDNI

TDIQKTYKKAGVTGHVWQSDGITNCLLRGFTRV

NAAVAKRDSADEFINKVYYWTVDRRATTRKSLD

AKVDGIMTNYPDVIADVLNEDAYKKNFRVATYR

DNPWKTFKN 

 

(P) 
Loxtox_s1A 

(ANY30960.1) 

Loxosceles similis 
 

 

 

0.0 91% 
85.2

5% 
99% 

(M) 

Loxtox_s1D 

(ANY30963.1) 
Loxosceles similis 

 

0.0 91% 
86.2

7% 
99% 

Loxtox 

s1H 

 

MLLNVALILSCWSALSEGVQIDVEERADKRWPI

WIMGHMVNGISQIDEFVNLGSNSIETDVAFDSQ

ANPEFTSHGVPCDCGRNCLKKEKIADFLKALRS

ATTPGESKYHDKLILVMFDLKTKTLYDNQAYDA

GKNLAKNLLQYYWKNGNNDGRAYIILSIPNLNH

YKLITGFQQKLKDKGHEELLDKIGYDFSGNDDI

SDVQKTYNKVGVTGHVWQSDGITNCLPRGLSRV

KAAVANRDSGSGIINKVYYWTVDKRATTRGALD

AKVDGIMTNYPDVIADVLNEDAYKNKFRVATYE

DNPWETFKE 

 

 

(P) 
Loxtox s1B 

(ANY30961.1) 

Loxosceles similis 
 

 

0.0 90% 85% 100% 

(M) 
Loxtox s1B 

(ANY30961.1) 

Loxosceles similis 
 

0.0 90% 
85.2

6% 
99% 

Loxtox 

s1I 

 

 

MLLHIALILGCWSALSEGAQTEVGERADKRRPI

WIMGHMVNSLAQIDEFVNLGSNSIETDVSFDKQ

ANPEYTYHGIPCDCGRSCTHSTNFNDFLKGLRK

ATTPGDSKYHEKLILVVFDLKTGSLYDNQAYDA

GTKLAKXXSPTLLEQWQQWWKSIHNTIHTKPEP

L 

(P) 

Loxtox_s1A 
(ANY30960.1) 

Loxosceles similis 

 

7e-97 92% 
91,0

8% 
94% 

(M) 
Loxtox_s1A 

(ANY30960.1) 

Loxosceles similis 

3e-79 91% 
89.6

3% 
93% 

Loxtox 

s11G 

MLLSAVIFFIGSAVVFQNVNGYVEERADNRKPI

WDIAHMVNDLKLVDEYLDDGANALELDVAFKKD

GTAEKMYHGVPCDCFRNCKRTEEFTKYMDYIRE

LTTPGNSKFRSQLIMLIMDLKLKRIKPNIAYAA

GNSVAEKLLSSYWQNGKSGARAYIVLSLETITR

PDFIKGFKDAIIKSKHEELFEKIGWDFSGNEDL

GDIRRMYQRYGIEDHIWQGDGITNCVMRGDYRL

KEAMKKKNDPDYKYTLKVYTWSIDKKSSIRHAL

RLGVDAVMTNYPARVKSILQEKEFSGSHRMATY

DDNPWQK 

(P) 
Loxtox s11D 

(ANY30987.1) 

Loxosceles similis 

 

 

0.0 87.17% 87% 100% 

(M) 

Loxtox s11D 

(ANY30987.1) 
Loxosceles similis 

 

0.0 89.36% 89% 100% 

Loxtox 

s11H 

MWLSAVLSFLELAVVYQVVNGHVEERADSRKPI

WDIAHMVNDLELVDEYLGDGANGLELDVAFTKD

GTAEKMYHGIPCDCFRSCKRTEEFTKYMDYIRQ

LTTPGNAKFRSELIMLIMDLKLKDIEPNVAYAA

GKSVAEKLLSSYWLNGESGARAYIVLSLETITR

PDFINGFKDAIYKSGHDELFEKXRLGFLWQRGL

GRHP 

(P) Loxtox_s11C 
(ANY30986.1) 

Loxosceles similis 

 
 

8e-134 95% 
95.4
8% 

98% 

(M) Loxtox_s11C 

(ANY30986.1) 
Loxosceles similis 

 

2e-116 94% 
94.9
2% 

98% 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ANY30963.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VKKP2E8Y013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ANY30963.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VKKP2E8Y013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ANY30961.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VKK9YE1C013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ANY30961.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VKK9YE1C013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ANY30960.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VSJBS8BB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ANY30960.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=VSJBS8BB013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ANY30987.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=VKJJFJB401N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ANY30987.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=VKJJFJB401N
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As novas sequências identificadas foram alinhadas com aquelas pertencentes ao mesmo 

grupo e previamente depositadas em bancos de dados públicos, a fim de avaliar o grau de 

conservação estrutural e funcional entre os membros da família Loxtox. O alinhamento foi 

conduzido no Geneious Prime 2022.2, considerando um alinhamento global com matriz de 

custo BLOSUM62, e é apresentado na Figura 12.  As regiões totalmente conservadas (100% de 

identidade) estão representadas em azul escuro, aquelas com 80–99% de conservação em azul 

claro, e os resíduos com 60–79% de similaridade em lilás. As posições não destacadas indicam 

conservação inferior a 60%. Observa-se que os resíduos catalíticos característicos dessa família 

de enzimas permanecem altamente conservados, indicando manutenção da estrutura funcional 

essencial para a atividade enzimática. O loop catalítico (P77C78D79C80) encontra-se destacado 

em vermelho, enquanto as histidinas (H38 e H74) e o triptofano (W255), diretamente envolvidos 

no processo catalítico, estão indicados com setas verdes. O sítio de ligação ao íon Mg²⁺, 

fundamental para a estabilidade e atividade da enzima, é indicado em amarelo (E58X59D60). A 

numeração dos aminoácidos nesse caso foi realizada com base na posição dos resíduos na 

sequência da Loxtox s1A.  
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Figura 12 – Alinhamento múltiplo de sequências do grupo s1A das Loxtox. Regiões 100% conservadas estão 

em azul escuro, aquelas com 80–99% em azul claro e com 60–79% em lilás; áreas não destacadas indicam 

conservação <60%. O peptídeo sinal está delimitado por retângulo preto. O loop catalítico (P77C78D79C80) aparece 

em vermelho, as histidinas (H38, H74) e o triptofano (W255) estão marcados com setas verdes (    ), e o sítio de 

ligação ao Mg²⁺ (E58X59D60) está em amarelo. Os asteriscos (*) indicam as sequências elucidadas neste trabalho. 

 

 

O alinhamento apresentado na Figura 13, numerado de acordo com os resíduos de 

aminoácidos da sequência da Loxtox s11A, indica a presença dos mesmos domínios e regiões 

característicos da família Loxtox. Conforme estabelecido no alinhamento anterior, regiões 

100% idênticas estão em azul escuro, as 80–99% conservadas em azul claro, e as 60–79% em 

lilás; áreas não coloridas apresentam conservação abaixo de 60%. O loop catalítico com 

destaque em vermelho corresponde a P78C79D80C81, as histidinas e triptofano correspondem a 

H38, H74, e W253 e são apontados por setas verdes e, por fim, o sítio de ligação ao Mg²⁺ 

(E58X59D60). Os aminoácidos do alinhamento estão numerados de acordo com a sequência da 
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Loxtos s11A e esses resultados reforçam a conservação dos elementos estruturais críticos das 

Loxtox, sugerindo que as novas sequências identificadas mantêm o potencial funcional típico 

dessa família de toxinas. 

 

 
Figura 13. Alinhamento múltiplo de sequências do grupo s11A das Loxtox. Regiões 100% conservadas estão 

em azul escuro, aquelas com 80–99% em azul claro e com 60–79% em lilás; áreas não destacadas indicam 

conservação <60%. O peptídeo sinal está delimitado por retângulo preto. O loop catalítico (P77C78D79C80) aparece 

destacado em vermelho, as histidinas (H38, H74) e o triptofano (W253) estão marcados com setas verdes (    ), e o 

sítio de ligação ao Mg²⁺ (E58X59D60) está indicado em amarelo. Os asteriscos (*) indicam as sequências elucidadas 

neste trabalho. 

 

Para complementar as análises de alinhamento, foram construídas as matrizes de 

similaridade correspondentes a cada grupo de sequências (Tabelas 11 e 12). Essas matrizes 

permitem quantificar o grau de identidade e divergência entre as sequências analisadas, 

fornecendo uma representação visual da proximidade evolutiva e funcional entre os diferentes 

membros da família Loxtox. A construção dessas matrizes é fundamental para identificar níveis 

de conservação intra e intergrupos, evidenciando possíveis subgrupos de toxinas com funções 

ou especificidades distintas. Valores elevados de identidade indicam forte conservação 

estrutural, sugerindo manutenção de propriedades catalíticas semelhantes, enquanto 
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divergências pontuais podem refletir mutações adaptativas relacionadas à variação de substrato 

ou à modulação da atividade enzimática. Dessa forma, as matrizes de alinhamento constituem 

uma ferramenta essencial para inferir relações evolutivas e delimitar a diversidade molecular 

dentro da família de toxinas analisada. 

 

Tabela 11. Matriz deduzida a partir do alinhamento das sequências pertencentes ao grupo s1 de Loxtox. A 

figura foi construída por meio do agrupamento de similaridade utilizando o programa Geneious Prime (versão 

2022.2). As porcentagens de identidade entre as sequências estão indicadas na matriz. 

 s1A  s1B s1C s1D s1E s1F s1G s1H s1I 

s1A  95,42 88,24 90,85 80,56 85,25 81,67 83,33 91,08 

s1B 95,42  92,81 89,22 80,21 82,95 93,33 84,97 85,99 

s1C 88,24 92,81  87,58 79,24 82,95 98,33 82,68 83,33 

s1D 90,85 89,22 87,58  78,82 85,25 78,33 82,35 86,96 

s1E 80,56 80,21 79,24 78,82  77,43 78,33 79,17 72,61 

s1F 85,25 82,95 82,95 85,25 77,43  82,76 76,72 86,86 

s1G 81,67 93,33 98,33 78,33 78,33 82,76  73,33 81,67 

s1H 83,33 84,97 82,68 82,35 79,17 76,72 73,33  70,70 

s1I 91,08 85,99 76,43 86,96 72,61 86,86 81,67 70,70  

 

 

Tabela 12. Matriz deduzida a partir do alinhamento das sequências pertencentes ao grupo s11 de Loxtox. 

A figura foi construída por meio do agrupamento de similaridade utilizando o programa Geneious Prime (versão 

2022.2). As porcentagens de identidade entre as sequências estão indicadas na matriz. 

 
s11A s11B s11C s11D s11E s11F s11G s11H 

s11A 
 

99.34 89.47 84.87 85.33 59.09 86.51 79.90 

s11B 99.34 
 

90.13 85.20 85.33 59.09 86.84 80.40 

s11C 89.47 90.13 
 

95.07 88.89 56.88 86.84 95.48 

s11D 84.87 85.20 95.07 
 

88.89 56.88 87.17 95.48 

s11E 85.33 85.33 88.89 88.89 
 

57.97 87.01 88.89 

s11F 59.09 59.09 56.88 56.88 57.97 
 

55.05 56.88 

s11G 86.51 86.84 86.84 87.17 87.01 55.05 
 

80.90 

s11H 79.90 80.40 95.48 95.48 88.89 56.88 80.90 
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5.3.2 Fosfolipase A2 

 

Pela primeira vez na literatura, uma sequência apresentando similaridade com o grupo 

das Fosfolipases de Classe A2 (PLA2) foi encontrada entre os transcritos da glândula de veneno 

de L. similis e designada LsPLA2-1 (Figura 14), onde “Ls” se refere a L. similis, “PLA2” a 

Fosfolipase A2 e o sufixo “-1” indica que essa é a primeira sequência desta família de enzimas 

identificada nessa espécie. A LsPLA2-1 é uma proteína de alto peso molecular (~33kDa) e pI 

de 7,94, de acordo com o EXPASY ProtParam (disponível em: 

https://web.expasy.org/protparam/), com possível atividade enzimática na degradação de 

componentes da matriz extracelular.  

 

Figura 14 - Sequência de cDNA e aminoácidos da LsPLA2-1. As sequências de nucleotídeos e de aminoácidos 

deduzida da LsPLA₂-1 (GenBank PX396025) são apresentadas. Na sequência proteica, o peptídeo sinal predito 

pela ferramenta SignalIP 5.0 está destacado em cinza. A lisina (K) em ciano indica o primeiro aminoácido da 

proteína madura, composta por 295 aminoácidos. 

 

A sequência referente a LsPLA2-1 também está indicada na Tabela 13, onde são 

destacados o peptídeo sinal e os resíduos de cisteína do sítio catalítico (Krayem & Gargouri, 

2020) predito pelo Inter Pro (disponível em: https://www.ebi.ac.uk/interpro/), assim como sua 

afiliação relacionada a sequência primária e proteína madura. Sequencias similares já foram 

reportadas em análises transcriptomicas de outras espécies de aranhas, como Pamphobeteus 

     atg gtg gtg cgc gat tat acc att gtg tgc tgg gtg ctg ctg ctg ttt ctg ctg ttt aac 

1     M   V   V   R   D   Y   T   I   V   C   W   V   L   L   L   F   L   L   F   N 

     gtg agc gat ggc aaa aaa cgc gat aaa gtg ttt att ctg cag aaa gaa aac ccg gat cat 

21    V   S   D   G   K   K   R   D   K   V   F   I   L   Q   K   E   N   P   D   H 

     ccg aaa ccg aaa ctg ctg gtg gtg acc tgg agc agc gaa aaa gaa ggc gat ttt ggc ggc 

41    P   K   P   K   L   L   V   V   T   W   S   S   E   K   E   G   D   F   G   G 

     tgc gaa ttt ttt gat gat cag aac ctg att gat gaa gtg ctg agc agc gcg agc gat agc 

61    C   E   F   F   D   D   Q   N   L   I   D   E   V   L   S   S   A   S   D   S 

     gaa att cag acc acc agc gaa gaa gaa atg gaa gat ctg ctg gaa gat tgc acc cag gtg 

81    E   I   Q   T   T   S   E   E   E   M   E   D   L   L   E   D   C   T   Q   V 

     agc ctg cgc aaa aaa cgc cag gtg tat ttt cag tat ccg ggc gtg ccg aac ttt aac gat 

101   S   L   R   K   K   R   Q   V   Y   F   Q   Y   P   G   V   P   N   F   N   D    

     cgc gcg cag agc acc aac ctg cgc cgc cgc agc ggc aaa cag cgc cgc agc gaa agc acc 

121   R   A   Q   S   T   N   L   R   R   R   S   G   K   Q   R   R   S   E   S   T  

     acc aaa agc acc acc gaa agc aac ctg gaa atg gaa ggc ccg aaa cag gaa gcg gcg acc 

141   T   K   S   T   T   E   S   N   L   E   M   E   G   P   K   Q   E   A   A   T   

     gaa ggc tat gat ggc tgg aac gtg att ttt ccg ggc acc aaa tgg tgc ggc gcg ggc gat 

161   E   G   Y   D   G   W   N   V   I   F   P   G   T   K   W   C   G   A   G   D      

     att gcg aaa aac tat gat gat ctg ggc ctg cat gaa gat acc gat aaa tgc tgc cgc gcg 

181   I   A   K   N   Y   D   D   L   G   L   H   E   D   T   D   K   C   C   R   A 

     cat gat ctg tgc aac gat acc ctg gcg ccg ggc gcg acc cgc aac aac ctg acc aac aac 

201   H   D   L   C   N   D   T   L   A   P   G   A   T   R   N   N   L   T   N   N    

     agc ccg ttt acc aaa ctg agc tgc aaa tgc gat cag gat ttt tat aac tgc ctg gat cgc 

221   S   P   F   T   K   L   S   C   K   C   D   Q   D   F   Y   N   C   L   D   R 

     gtg aac agc att att agc aac aaa att ggc aac gtg tat ttt aac gtg ctg cgc cgc gat 

241   V   N   S   I   I   S   N   K   I   G   N   V   Y   F   N   V   L   R   R   D 

     tgc tat gaa ctg gat tat ccg ctg acc aaa aaa tgc aaa acc ttt cgc agc ctg ctg aaa 

261   C   Y   E   L   D   Y   P   L   T   K   K   C   K   T   F   R   S   L   L   K    

     att acc tgc aaa gaa tat gcg cgc aac acc aaa gcg ccg aaa gtg tat cag tgg aaa agc 

281   I   T   C   K   E   Y   A   R   N   T   K   A   P   K   V   Y   Q   W   K   S 

     gcg aaa gtg tat aaa aaa ctg ccg ttt ccg ggc ccg att acc gtg acc ctg ccg ttt 

301   A   K   V   Y   K   K   L   P   F   P   G   P   I   T   V   T   L   P   F 

https://web.expasy.org/protparam/
https://www.ebi.ac.uk/interpro/
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verdolaga (Estrada-Gómez, Vargas-Muñoz, Latorre, et al., 2021) and Phoneutria boliviensis 

(Estrada-Gomez et al., 2015). 

Tabela 13 – Similaridade da sequência LsPL ₂-1 com proteínas homólogas identificadas por meio do 

BLASTP. O peptídeo sinal, predito pela ferramenta SignalP 5.0, está sublinhado, e o primeiro aminoácido da 

proteína madura é indicado em azul ciano. As doze cisteínas estão destacadas em amarelo, sendo dez localizadas 

dentro do domínio catalítico e destacadas em negrito. O sítio catalítico, conforme anotação do InterPro, está 

realçado em vermelho. As colunas finais apresentam a identidade de sequência (ID) e a cobertura da consulta (QC) 

em relação às proteínas de referência. P indica a sequência primária e M indica a proteína madura. 

LsPLA2 

SEQUÊNCIA DE AMINOÁCIDOS AFILIAÇÃO E-VALUE SIMIL. ID QC 

 
MVVRDYTIVCWVLLLFLLFNVSDGKKRDKVFILQ

KENPDHPKPKLLVVTWSSEKEGDFGGCEFFDDQN

LIDEVLSSASDSEIQTTSEEEMEDLLEDCTQVSL

RKKRQVYFQYPGVPNFNDRAQSTNLRRRSGKQRR

SESTTKSTTESNLEMEGPKQEAATEGYDGWNVIF

PGTKWCGAGDIAKNYDDLGLHEDTDKCCRAHDLC

NDTLAPGATRNNLTNNSPFTKLSCKCDQDFYNCL

DRVNSIISNKIGNVYFNVLRRDCYELDYPLTKKC

KTFRSLLKITCKEYARNTKAPKVYQWKSAKVYKK

LPFPGPITVTLPF 

 

(P) 

Phospholipase A2-

like 

(KFM82483.1) 

Stegodyphus 

mimosarum 

9e-117 64% 49.72% 99% 

(M) 

Phospholipase A2-

like 

(KFM82483.1) 

Stegodyphus 

mimosarum 

1e-113 66% 52.66% 99% 

 

As PLA2, também conhecidas como fosfatidilcolina-2-acil hidrolase, pertencem a uma 

superfamília de enzimas encontradas em vários organismos, incluindo vertebrados e 

invertebrados (Ivanušec et al., 2022; Muntean & Florea, 2025). Essa superfamília é 

classificada em 15 grupos distintos, organizados em cinco tipos principais PLA2 secretadas 

(sPLA2), PLA2 citosólicas (cPLA2), PLA2 independentes de cálcio (iPLA2), platelet-activating 

factor acetylhydrolase Fator acetil-hidrolase ativador de plaquetas (PAF-AH) e PLA2 

lisossomal (M. Murakami et al., 2020). Os venenos de animais podem apresentar em sua 

composição as sPLA2, que são, por sua vez, subdivididas em 16 subgrupos: IA, IB, IIA, IIB, 

IIC, IID, IIE, IIF, III, V, X, XIIA, XIIB, XIII, XIV, and XV. O grupo mais estudado é o IA 

derivado de serpentes da família Elapidae. 

A LsPLA₂-1 corresponde a uma sequência completa que mantém os resíduos de cisteína 

essenciais para a formação das pontes dissulfeto características da família de PLA₂ (Burke & 

Dennis, 2009; Muntean & Florea, 2025). A sequência primária e a proteína madura 

apresentaram 64% e 65% de similaridade, respectivamente, com a PLA₂ da aranha 

Stegodyphus mimosarum (UniProt A0A087U096) (Tabela 12) pertencente ao Grupo XV de 

PLA₂, uma enzima lisossomal e independente de cálcio, responsável por degradar 

glicerofosfolipídios e transferir grupos acila para ceramidas. Essa classe de PLA₂ é bem 

caracterizada em mamíferos, nos quais desempenha um papel central na degradação 
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lisossomal de fosfolipídios, atuando de forma ótima em pH ácido e independente de íons 

cálcio.  

No veneno de aranhas, a sPLA₂ provavelmente facilita a degradação das membranas 

celulares da presa e promove a digestão tecidual, contribuindo para a citotoxicidade, 

imobilização rápida da presa e interações sinérgicas com outros componentes do veneno, que 

amplificam os efeitos tóxicos gerais. Em um estudo conduzido por Estrada-Gómez e 

colaboradores, um dos contigs obtidos da análise transcriptômica da aranha P. verdolaga 

apresentou aproximadamente 80% de similaridade de sequência com a PLA₂ de S. mimosarum 

e também semelhança com sequências de PLA₂ de outros táxons, como insetos, lagartos e 

carrapatos, sugerindo que múltiplos eventos de duplicação gênica contribuíram para a ampla 

diversificação das PLA₂ em P. verdolaga, fornecendo suporte filogenético (>50%) para a alta 

similaridade dessas sequências com proteínas descritas em diferentes famílias de aranhas 

(Estrada-Gómez et al., 2021). 

Embora relativamente poucos estudos tenham se concentrado nas enzimas PLA₂ de 

venenos de aranhas, diversas sequências já foram identificadas e depositadas em bancos de 

dados públicos. O refinamento dos parâmetros do BLASTP para o alinhamento da LsPLA₂-1 

com isoformas de aranhas revelou similaridades significativas entre as sequências. Os 

resultados do alinhamento estão apresentados na Figura 15, destacando os principais motivos 

catalíticos: IFPGTKWCG (resíduos 304–318), DLGXXXDTDXCCRAHDXC (resíduos 322–

339) e LTNXSPFTXLSCKCDXDFYXC (resíduos 352–372). Foi identificado um conjunto 

conservado de 12 resíduos de cisteína, dos quais 10 estão localizados dentro do domínio 

catalítico, conforme destacado em amarelo na Figura 15: C311, C332, C333, C339, C363, C365, C372, 

C396, C407 e C418. A numeração dos resíduos de aminoácidos corresponde à proteína madura 

LsPLA₂-1.  
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Figura 15 –  linhamento da LsPL ₂-1 com sequências de PL ₂ de outras espécies de aranhas. Os resíduos 

de cisteína conservados estão destacados em amarelo (▼), resíduos idênticos em azul escuro. Os destaques em 

azul claro correspondem a similaridades entre 80 a 99% e lilás entre 60 a 79%. Aminoácidos não marcados 

correspondem a regiões com menos de 60% de similaridade. S. mimosarum (KFM82483.1), L. murina 

(WBW70078.1), S. dumicola (XP_035222170.1), P. tepidariorum (XP_071035760.1), T. clavipes (GFX25397.1) 

e P. suteri (QHA25180.1). A numeração dos resíduos foi atribuída de acordo com a sequência da LsPLA₂-1 

(PX396025). 

 

Embora o conhecimento atual sobre PLA₂ em aranhas ainda seja limitado, estudos mais 

abrangentes estão disponíveis para escorpiões, cujas sequências também apresentam 

similaridades com LsPLA₂-1, sugerindo uma possível conservação estrutural ou funcional entre 

linhagens distantes de aracnídeos. No contexto dos escorpiões, um estudo anterior do nosso 

grupo forneceu a primeira evidência de atividade funcional de PLA₂ no veneno de Tityus melici, 

confirmada por meio de um ensaio hemolítico indireto. A análise transcriptômica identificou 

um gene de sPLA₂ com 98% de similaridade de sequência em relação ao seu homólogo em 

Tityus serrulatus (Y. Kalapothakis et al., 2021, 2024).  A Figura 16 mostra o alinhamento da 

LsPLA₂-1 com as sequências de PLA₂ de T. serrulatus e T. melici, destacando o sítio catalítico 

parcialmente similar e a conservação de 8 resíduos de cisteínas. Embora a atividade enzimática 

de sPLA₂ ainda não tenha sido demonstrada em venenos de Loxosceles, a potencial contribuição 

dessas enzimas para o loxoscelismo ressalta a importância de investigações adicionais sobre 

seu possível papel funcional nos venenos de aranhas. 
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Figura 16 –  linhamento da LsPL ₂-1 com sequências de PL ₂ de escorpiões. Os resíduos de cisteína 

conservados estão destacados em amarelo (▼), resíduos idênticos em azul escuro. Os destaques em azul claro 

correspondem a similaridades entre 80 a 99% e lilás entre 60 a 79%. Aminoácidos não marcados correspondem a 

regiões com menos de 60% de similaridade. T. melici (WLF82745.1) e T. serrulatus (JAW07019.1). A numeração 

dos resíduos foi atribuída de acordo com a proteína madura LsPLA₂-1. 

 

A identificação da LsPLA₂-1 em L. similis representa um avanço significativo na 

compreensão atual da composição do veneno dessa espécie, uma vez que análises 

transcriptômicas anteriores haviam detectado apenas enzimas fosfolipases D, como as proteínas 

da família Loxtox, como os principais contribuintes para a toxicidade do veneno (Dantas et al., 

2016). Assim, a detecção da LsPLA₂-1 introduz uma nova classe enzimática no conjunto de 

componentes do veneno de L. similis, revelando uma maior diversidade de tipos de fosfolipases 

entre as aranhas do gênero Loxosceles. 

Embora transcritos semelhantes a PLA₂ já tenham sido identificados nos transcriptomas 

das glândulas de veneno de outras aranhas, suas funções biológicas precisas ainda permanecem 

pouco esclarecidas. A descoberta de PLA₂ em Loxosceles sugere uma história evolutiva mais 

complexa das proteínas de veneno e levanta novas questões relevantes para pesquisas 

funcionais e farmacológicas sobre a toxicidade do veneno das aranhas marrons. 

Diante desses achados, ainda não está claro se a LsPLA₂-1 de L. similis atua como uma 

toxina secretada no veneno, uma enzima endógena, ou ambas. Tipicamente, as PLA₂ secretadas 

estão envolvidas nos mecanismos de envenenamento, contribuindo para a imobilização da presa 

e danos teciduais, enquanto as PLA₂ endógenas participam de processos celulares, como 

remodelamento de membranas, transdução de sinais e produção de eicosanoides, não estando 

diretamente relacionadas à toxicidade do veneno. Determinar o contexto biológico de expressão 

e atividade da LsPLA₂-1 é, portanto, essencial para compreender o significado funcional dessa 

enzima no veneno de L. similis. 
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5.3.3 Metaloproteases 

 

Em relação às metaloproteases (MPs), foram identificadas pela primeira vez 11 

sequências completas e 2 parciais relacionadas a essa família de proteínas entre os transcritos 

das glândulas de veneno de L. similis (Tabela 14). As sequências foram designadas com o 

prefixo “LsMP” (Ls = L. similis / MP = metaloprotease), seguido por um número de 

identificação de acordo com sua ordem de descoberta. 

Essas sequências apresentaram conservação do sítio de ligação ao zinco 

(HEXXHXXGXXH) além do motivo estrutural Met-turn (SXMXY)  (Gomis-Rüth et al., 

2012; Stöcker et al., 1995). Além disso, o tamanho das sequências foi consistente com a faixa 

esperada de aproximadamente 200–250 resíduos de aminoácidos, critério que foi utilizado 

durante o processo de identificação. 

A família das metaloproteases é caracterizada por uma ampla diversidade e seletividade 

de substratos, e todas as enzimas desse grupo possuem a sequência de ligação ao metal no 

domínio catalítico. Elas são produzidas como moléculas zimogênicas, sendo secretadas na 

forma de pro-enzimas latentes que necessitam passar por uma clivagem proteolítica do domínio 

amino-terminal para serem ativadas (Gomis-Rüth et al., 2012). 
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Tabela 14 – Metaloproteases (MPs) putativas da glândula de veneno de L. similis. As sequências de 

metaloproteases de L. similis foram alinhadas com sequências do banco de dados. O peptídeo sinal previsto pelo 

SignalP 6.0 se encontra sublinhado; pró-peptídeos identificados por Pfam 37.4/InterPro aparecem com letras azuis; 

o primeiro aminoácido previsto da proteína madura está marcado em azul ciano. Motivos de ligação ao zinco estão 

destacados em vermelho e o Met-turn em magenta. A tabela também apresenta os escores de alinhamento obtidos 

no BLASTp tanto para a sequência primária (P) quanto para a proteína madura (M). Dados de E-value, 

similaridade, identidade e QC também são indicados. 

METALOPROTEASES 

TOXIN SEQUÊNCIA DE AMINOÁCIDOS AFILIAÇÃO E-VALUE SIMIL. ID QC 

LsMP 1 

 

 

 
MIRLLWFFFVLSGVLGFQSEEDIADENQFQVEEDTALRED

ELMERNAVLQDRRLWPNGVIIYSIDEKVKSSTKVIRRVMK

HIEDTTCIRFKERTDERYYLLIRRSKKHPFSCFAHVGFYP

TELHMSLAPLCSRFGLILHEMGHVIGFYHEHNRPDRDDYL

TVKFKNIPKKYRKSFEKLSPSSTRTIGPFDYDSIMIYSYF

TFSKAPGLLKVLNPKQKGAVLQHPLYKHKLSDWDIKKINI

LYKCDEKSRQQAPDKTSS 

(P) 

Astacin-line 
metaloprotease toxin 

3 (C9D7R3.1) 

Loxosceles 
intermedia  

8e-60 60% 44.49% 95% 

(M) 

Astacin-line 

metaloprotease toxin 
3 (C9D7R3.1) 

Loxosceles 

intermedia 

2e-56 63% 48.04% 96% 

LsMP 2 

 

 

 
MTRRPPVIPHSKLKVEVVAAHKEKYDCRSIKCFLTTFSRL

FHRGTLLCCFLLTPLTTMVNPVILAILVGGLCISIEAATI

SHDPAPEDVDLAEEDMLLGEEPLEERNAIKYDTRLWPDKT

VIYYIDGLRLYSRRIKKAMRHIEENTCIKFKERENEKGYV

KIYNGKLFTCFADAGYYPFEQRMSLGLGCRRFGAIVHELV

HVLGFYHEHQRPDRDNYVTVNEDNLKEGAAREYEIKDADK

IRVYGPFDYDSIMIYGETDASKDAARLKTMTAKQSGVTLK

NPALKSGLTDLDIKKINSLYDCPGKDKFPET 

(P) 

Astacin-line 

metaloprotease toxin 
3 (C9D7R3.1) 

Loxosceles 

intermedia 

9e-103 72% 61.57% 82% 

(M) 

Astacin-line 

metaloprotease toxin 
3 (C9D7R3.1) 

Loxosceles 

intermedia 

1e-102 78% 61.57% 99% 

LsMP 3 

 

 

 

 
MIHFLWFVFVISGVLCFQSEEDEDHFGIEEDMALREDELM

ERNAISPDSRLWPNGVITYSIDEKVKGSKNVIRRVMKHIE

DTTCIRFKERTNERYYLLIRRSKKHPFSCFADVGFYEGEM

HMSLAPLCSRFGLILHEMGHVIGFHHEHNRLDRDDYLTVN

LENVPEKHRRYLEKVRPSSTRTIGPFDYDSIMIYSYFTYS

KAPGILKVLDPKEKGAVLQHPLYKHKLSDWDIKKINILYK

CDEKSRQQAPDKTSS 

(P) 
Astacin-line 

metaloprotease toxin 

3 (C9D7R3.1) 
Loxosceles 

intermedia 

3-58 59% 42,98% 95% 

(M) 
Astacin-line 

metaloprotease toxin 

3 (C9D7R3.1) 
Loxosceles 

intermedia 

4e-60 62% 47.06% 96|% 

LsMP 4 

 

 

 

MIHFLWFVFVISGVLGFQSEEDTVDENHFGIEGDMALRED

ELMERNAISPDSRLWPNGVITYSIDEKVRGSKNVIQRVMK

HIEDTTCIRFKERTNERYYLLIRRSKKHPFSCFADVGFYE

GDMHMSLAPLCSRFGLILHEMGHVIGFHHEHNRLDRDDYL

TVNLENVPEKHRRYLEKVRPSSTRTIGPFDYDSIMIYSYF

TYSKAPGILKVLDPKEKGAVLQHPLYKHKLSDWDIKKINI

LYKCDEKSRQQAPDETSS 

(P)  

Astacin-line 
metaloprotease toxin 

2 (C9D7R2.1) 

Loxosceles 
intermedia 

6e-59 58% 41.41% 97% 

((M) 

Astacin-line 
metaloprotease toxin 

3 (C9D7R3.1) 

Loxosceles 
intermedia 

3e-60 62% 47.55% 96% 

LsMP 5 

 

 

 
MIRYICVLGCFFSVFGDHFETDPYPLGDGTYLVEDDILLR

EDELLERNAVPSDKQLWPNGVVAYTISPKLKWFENKIKKA

MKHYEDRTCIRFKERTNERNYLNIFRGRMFTCYAEVGMKG

MEQRMSLGYGCRWFGVILHELGHVIGFHHEHSRVDRDEYV

TINYNNIIKGEEHNYDKLNPNKTRTIGPFDYDSIMLYAHY

GASKFPGVLKVMEAKKKGAYLWSVSQKGKLSDWDVKKINI

LYKCDEKNTTTT 

(P) 

Astacin-line 
metaloprotease toxin 

1 (A0FKN6.1) 

Loxosceles 
intermedia 

4e-77 64% 52.76% 98% 

(M)  

Astacin-like 

metalloprotease 
toxin 1 

(A0FKN6.1) 

L. intermedia 

1e-75 56% 56.16% 98% 
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LsMP 6 

 

 

 
MNMRRVACFFTFLVVTFGYYFKTGDGKYLVEEDMILGKDS

LMERNAVPTDSRLWPNGVVIYEIDPKLSLVTGLIKKAMKH

YEDRTCIRFKERTNERSYVGIRRSESHPFTCFSDVGFFQS

EMQMALGTTCTIFGVILHELGHVVGFYHEHRRVDRDDYLN

INIKNVPKAYLKYMEKLSPNNTRTIGPFDYNSIMMYSDFT

YSKFPGILKVIKPKQKGXFLKSVAQKTKLSDWDVKKINXL

XXCDKNINFLDVPITQFGFLRNTFQENTLLLRLDYFQNTR

KFRVGKIGVHHYRVIVKRSNCSRVIWTSRK 

(P) 
Astacin-line 

metaloprotease toxin 

1 (A0FKN6.1) 
Loxosceles 

intermedia 

2e-60 60% 46.53% 75% 

(M)  
Astacin-like 

metalloprotease toxin 

1 (A0FKN6.1) 
L. intermedia 

 

2e-61 63% 48.26% 75% 

LsMP 7 

 

 

 

MKDIGVRILTLLLGGISACIGTDAANDDSLPKGRRLVGDM

LIREDQLSERNAVLEDSQLWPNGTIYYTVDLGWLNVLFKI

RLESAMRYYEENTCLKFKERTNEKYYVKIYKGKDGVCFSD

VGYFPIGEMRMSLGDGCRKYGIMLHELGHVIGFYHEHSRP

DRDDYINVNTKNLAVANDPDFVKLASNRTRMIGPFDYDSI

MIYGEYDGSKDNTKLKVMTAKKPGVILKNPVEKDKITAAD

IKKINTLYKCPNKDKYT 

(P) Astacin-like 
metalloprotease toxin 

2 (C9D7R2.1) 

Loxosceles 
intermedia   

1e-82 68% 52.16% 98% 

(M) Astacin-like 

metalloprotease toxin 

2 (C9D7R2.1) 
Loxosceles 

intermedia   

3e-77 70% 53.62% 100% 

LsMP 8 

 

 

 

MLQYIAVLVLYFGEICFGFEAVRRRRPWENKSLFEGDIVA

RRGITDRSAVAKDKYLWPEGIIYYGIAPSLESDRETIESA

MRHIESKTCIRFKENTDTTAYVLIVKDTGCYSHIGRDGVP

QPLSLGRGCLDFGTIVHELLHSVGFYHEHTRSDRDDYIDI

YWDNIDPEYEEQFDKLLPTKNRLINDFDYNSIMMYGELAF

SIDDISPTMKPKKSGVKLIEVHEKKGLSESDIERVNTLYK

CSTRVSHQSSV 

(P) 
Astacin-line 

metaloprotease toxin 

1 (A0FKN6.1) 
Loxosceles 

intermedia 

9e-67 59% 46.37% 96% 

(M) Astacin-line 

metaloprotease toxin 
1 (A0FKN6.1) 

Loxosceles 

intermedia 

7e-60 62% 50.00% 95% 

LsMP 9 

 

 

 

MKLYILASLLLGAVCAYEDLEVNLGDLPMQNPDLFLGDIL

GISGPDDRNAIPSLARRWFKKEVPYEIDSSLTAYKKQIVD

AMEDYHIKTCVKFKERTTEKNYIRLFAGQGCYSYVGMMGM

PAQPVSLGRGCIFKGTIVHELGHALGFFHEQNRSDRDDHL

IIYWQNIQKGMETQFALLKPHENLLLDKFDYNSIMLYGNT

AFSKDGRSLTMVAKTGVPLKETYDKPGLSISDVVRVKKMY

NC 

 

(P) Astacin-line 

metaloprotease toxin 

1 (A0FKN6.1) 

Loxosceles 

intermedia 

3e-57 57% 41.49% 97% 

(M) Astacin-line 
metaloprotease toxin 

1 (A0FKN6.1) 

Loxosceles 
intermedia 

3e-54 82% 44.95% 100% 

LsMP 10 

 
MIPHVCLLVLLTAGFFMCIASAPTDPDADDPTFEGRIVFE

GDILIRKEQLTMERNAISFENMRWPNATIVYKLAGIYALF

PGDIKKAMRHIEENTCIKFKPRKNEEGYVKIYKGNKESCF

ADIGYFAKEQRLSLGSGCKIFGRILHEMGHTIGLFHEHTR

PDRDQYITVHEDNIRPSSKRNYKKTPASMTRLIGPFDYHS

IMIYGENAGSIDPMHLKTMEANTPGVTLISSRYKDRLTDL

DIKKINTLYNCPGKDKFN 

(P) Astacin-like 

metalloprotease 

toxin 2 
(C9D7R2.1)  

Loxosceles 

intermedia   

9e-166 89% 84.88% 100% 

(M) Astacin-like 

metalloprotease 

toxin 2 
(C9D7R2.1) 

Loxosceles 

intermedia   

1e-140 93% 89.22% 100% 

LsMP 11 

 

MFETAVMKSTKIIAILAGVLYLCIEAELEAREILETDDML

LEETPLMERNALNQPSKLWPNGVVVYKFTGLRLYRGLLRR

VMKHISDNTCIQFKEKTASEKAHVDIYNGKLFTCFADMGY

FPNARHRLSLGFGCRSFGAILHEFGHVLGLYHEHQRPDRN

TYVTVNFDNIQQGANKDFKMRFYNNTRVIGPFDYDSIMIY

GENDARKSSFGPATLKPTQAGVTLLNPAQKSAMTALDIKK

INTLYNCAGKDKFPE 

 

(P) Astacin-line 
metaloprotease toxin 

3 (C9D7R3.1) 

Loxosceles 
intermedia 

4e-118 77% 64.78% 97% 

(M) Astacin-line 

metaloprotease toxin 
3 (C9D7R3.1)  

Loxosceles 

intermedia 

2e-106 81% 70.97% 99% 

LsMP 12 

(parcial) 

 

 

 

MILGKDSLMERNAVPTDSRLWPNGVVIYEIDPKLSLVTGL

IKKAMKHYEDRTCIRFKERTNERSYVRIRRSESHPFTCFS

DVGFFQSEMQMALGTTCTIFGVILHELGHVIGFYHEHRRV

DRDDYLTINIKNVPKAYLKYMEKLSPNNTRTIGPFDYNSI

MMYSDFTYSKFPGILKVIKPKQKGVFLKSVAQKTKLSDWD

VKKINILYKCDKKI 

 

Astacin-like 

metalloprotease toxin 
1 (A0FKN6.1) 

Loxosceles 
intermedia 

2e-66 64% 48.78% 95% 
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LsMP 13 

(parcial) 

 

 

>LsMP13 parcial 
 

MKHIEDRTCLKFKEYTGLEDGYIRIFSGEGCYSYWGRVGG

MQPVSLGRGCEPLGTIIHELVHAIGFDHEQNRSDRDDYLI

IYWNNIMKGAIDQFDKLKPHENRLITPFDYDSIMLYGERS

FSKMVSKTMVAKKRA 

 
 

Astacin-like 

metalloprotease toxin 

1 (A0FKN6.1) 
Loxosceles 

intermedia 

3e-42 67% 53.49% 94% 

 

A matriz construída com o propósito de analisar as porcentagens de identidade entre as 

sequências de LsMPs sugere a existência de classes distintas de metaloproteases (MPs) em L. 

similis (Tabela 15). Observa-se que as sequências LsMP1, LsMP3 e LsMP4 apresentam elevada 

similaridade entre si, indicando que provavelmente pertencem ao mesmo grupo. De modo 

análogo, LsMP6 e LsMP12 exibem alto grau de homologia, o que permite inferir que possam 

constituir uma segunda classe. As demais sequências, embora contenham todos os domínios 

conservados esperados para MPs, não apresentam porcentagens de identidade suficientes para 

sustentar sua inclusão em um grupo. 

 

Tabela 15. Matriz deduzida a partir do alinhamento das sequências pertencentes ao grupo s11 de Loxtox. 

A figura foi construída por meio do agrupamento de similaridade utilizando o programa Geneious Prime (versão 

2022.2). As porcentagens de identidade entre as sequências estão indicadas na matriz 

 

A árvore filogenética construída pelo método de Máxima Verossimilhança, utilizando 

o modelo de substituição de aminoácidos JTT, permitiu observar o padrão existente entre as 

MPs identificadas em L. similis e aquelas descritas em L. intermedia, L. gaucho e L. laeta. O 

agrupamento das sequências apresentou elevado suporte estatístico, conforme indicado pelos 

valores de bootstrap obtidos a partir de 1000 réplicas, refletindo a confiabilidade das relações 

inferidas. De forma consistente com a matriz de identidade, as proteínas LsMP1, LsMP3 e 

LsMP4 formaram um clado bem definido, sugerindo que essas enzimas compartilham um 

 LsMP1 LsMP2 LsMP3 LsMP4 LsMP5 LsMP6 LsMP7 LsMP8 LsMP9 LsMP10 LsMP11 LsMP12 LsMP13 

LsMP1  47,37 83,33 82,56 53,60 58,13 45,24 40,09 33,66 41,39 44,63 65,88 46,46 

LsMP2 47,37  46,12 48,62 47,98 49,30 53,97 39,18 36,63 51,99 55,25 49,77 44,53 

LsMP3 83,33 46,12  96,12 58,26 57,92 49,10 33,73 31,55 41,57 42,39 64,79 43,31 

LsMP4 82,56 48,62 96,12  52 61,57 46,12 36,56 30,35 42,62 41,80 64,32 43,31 

LsMP5 53,60 47,98 58,26 52  59,59 48,80 41,94 41,50 44,14 45,95 64,32 52,52 

LsMP6 58,13 49,30 57,92 61,57 59,59  49,78 40,62 37,14 41,89 45,16 96,26 42,75 

LsMP7 45,24 53,97 49,10 46,12 48,80 49,78  39,36 34,65 51,17 45,85 50,92 46,04 

LsMP8 40,09 39,18 33,73 36,56 41,04 40,62 39,36  45,53 41,89 35,43 41,78 56,72 

LsMP9 33,66 36,63 31,55 31,55 41,50 37,14 34,64 45,53  34,50 30,35 38,57 66,41 

LsMP10 41,39 52,99 41,57 42,62 44,14 41,89 51,17 41,89 34,50  45,06 44,88 43,70 

LsMP11 44,63 55,69 42,39 41,39 45,95 45,16 45,45 35,43 31,55 44,66  45,12 41,27 

LsMP12 65,88 49,77 64,79 64,32 64,32 96,26 50,92 41,78 38,57 44,88 46,51  46,46 

LsMP13 46,46 44,53 43,31 43,31 52,52 42,75 46,04 56,72 66,41 43,70 41,27 46,46  
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ancestral comum recente e, possivelmente, funções biológicas semelhantes. De maneira 

análoga, as sequências LsMP6 e LsMP12 também se agruparam em um mesmo ramo. Por outro 

lado, LsMP2 e LsMP11 se posicionaram próximas à LALP3, enquanto LsMP10 mostrou maior 

afinidade com LALP2, o que pode indicar uma conservação de domínios estruturais ou 

funcionais entre essas proteínas de diferentes espécies (Figura 17).  

 

Figura 17 – Análise evolutiva de metaloproteases de Loxosceles pelo método de Máxima Verossimilhança.  

A árvore filogenética foi construída no programa MEGA 12 (Kumar S., et al 2016) utilizando o método de Máxima 

Verossimilhança e o modelo baseado na matriz JTT (Jones D.T., et al 1992). A árvore de consenso bootstrap foi 

inferida a partir de 1000 réplicas (Felsenstein J. 1985). Ramos correspondentes a partições reproduzidas em menos 

de 50% das réplicas bootstrap foram colapsados. O percentual de árvores de réplica nas quais os táxons associados 

se agruparam no teste de bootstrap é apresentado ao lado dos ramos. As árvores iniciais para a busca heurística 

foram obtidas automaticamente pela aplicação dos algoritmos Neighbor-Join e BioNJ a uma matriz de distâncias 

pareadas estimadas com o modelo JTT, sendo então selecionada a topologia com o maior valor de log-

verossimilhança. Esta análise envolveu 19 sequências de aminoácidos, com um total de 456 posições no conjunto 

de dados final.  

 

O alinhamento múltiplo das sequências encontradas com sequências do banco de dados 

demonstrou que as metaloproteases de L. similis apresentam alta similaridade com aquelas de 

L. intermedia: LALP1(Da Silveira et al., 2007), LALP2, e LALP3 (Morgon et al., 2016) . 

Especificamente, LsMP5, LsMP6, LsMP8, LsMP9, LsMP12 e LsMP13 mostraram forte 

similaridade com LALP1 (Figura 18A), enquanto LsMP10 e LsMP7 agruparam-se mais 

próximo de LALP2 (Figura 18B). Em contraste, LsMP1, LsMP2, LsMP3, LsMP4 e LsMP11 

exibiram maior identidade com LALP3 (Figura 18C). Todas as sequências analisadas 

demonstraram conservação quanto aos domínios catalíticos esperados para as MPs, bem como 
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motivos importantes para a estrutura terciária das mesmas, uma vez que foi identificado além 

do met-turn um padrão conservado de cisteínas, essencial para estabilização da estrutura 

tridimensional da proteína e, consequentemente, para a manutenção da função enzimática. 
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Figura 18. Alinhamento múltiplo de sequências das LALPs de L. intermedia e das novas metaloproteinases 

de L. similis. Os painéis A, B e C apresentam, respectivamente, os alinhamentos com LALP1, LALP2 e LALP3. 

O retângulo preto indica a região correspondente ao peptídeo sinal, enquanto a seta azul horizontal (→) destaca o 

pro-peptídeo. O motivo de ligação ao zinco está realçado em vermelho, e o met-turn é assinalado por asteriscos 

em magenta (***). Resíduos idênticos são mostrados em azul escuro; regiões conservadas entre 80–99% aparecem 

em azul claro, e aquelas com conservação entre 60–79% em lilás. Aminoácidos não marcados indicam conservação 

inferior a 60% em relação às sequências das LALPs. O padrão de cisteínas está evidenciado em amarelo (▼), e o 

primeiro resíduo da proteína madura, previsto pela base Pfam, está indicado em azul ciano (▼). 

 

A primeira evidência da presença de metaloproteases no veneno de aranhas do gênero 

Loxosceles foi relatada por Feitosa L. e colaboradores em 1998. Nesse estudo, foram 

caracterizadas duas metaloproteases denominadas Loxolisina A (~28 kDa) e Loxolisina B (~32 

kDa), que exibiram atividades específicas sobre gelatina, fibronectina e fibrinogênio (Feitosa 

et al., 1998). Em 2001, proteases foram detectadas no veneno das aranhas marrons, 

predominantemente metaloproteases dependentes de zinco, sensíveis a EDTA e 1,10-

fenantrolina (Da Silveira et al., 2002b); essas proteases também degradam colágeno, 

fibronectina e fibrinogênio in vitro. Os resultados sugerem que essas enzimas são 

potencialmente responsáveis por parte dos efeitos tóxicos locais observados no loxoscelismo. 

Em 2007, Silveira e colaboradores identificaram, clonaram, expressaram e 

caracterizaram uma metaloprotease tipo astacina do veneno de L. intermedia (Da Silveira et al., 

2007). Essa enzima, denominada LALP1, apresentou significativa atividade proteolítica, sendo 

capaz de induzir perda de adesão e lise de células endoteliais, além de promover a degradação 

de fibronectina, fibrinogênio e gelatina. A análise transcriptômica da glândula de veneno de L. 

intermedia revelou que cerca de 9,8% dos transcritos correspondem a metaloproteases do tipo 

astacina (Gremski et al., 2010). Perfis proteômicos semelhantes também foram identificados 

nos venenos de L. laeta e L. gaucho, com evidências indicando a presença de metaloproteases 

tipo astacina com composições distintas e diferentes níveis de atividade enzimática (Trevisan-

Silva et al., 2013). Em estudo conduzido por nosso grupo, um banco de dados derivado da 

biblioteca de cDNA de L. laeta peruana, previamente sequenciado pela plataforma Illumina, 

foi reanalisado e os dados comparados com sequências disponíveis de toxinas de Loxosceles; 

este levantamento comparativo indicou que aproximadamente 20,72% dos transcritos 

correspondem a metaloproteases (Medina-Santos et al., 2022). 

A sequência da LALP2 de L. intermedia foi depositada diretamente no banco de dados, 

e em 2016, foi realizada a expressão e caracterização da isoforma LALP3 (~24 kDa). A LALP3 

compartilha 47–50% de identidade com LALP1 e LALP2 e apresenta similaridade com 

metaloproteases do tipo astacina de outros artrópodes e nematoides (Morgon et al., 2016). Os 
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resultados atuais destacam o potencial para avanços na pesquisa sobre metaloproteases 

derivadas de venenos de aranhas marrons. Além disso, a LALP3 pode ter aplicações 

promissoras na entrega de fármacos como adjuvante, servindo como estrutura para o desenho 

racional de novas moléculas, como agonistas ou inibidores, e até mesmo como candidato 

terapêutico, especialmente em intervenções trombolíticas (Senff-Ribeiro et al., 2008; Chaim, 

Trevisan-Silva, et al., 2011).  

Em 2019, nove potenciais isoformas de LALPs foram identificadas na análise 

transcriptômica da glândula de veneno de L. laeta do Peru, exibindo variações estruturais 

significativas de forma similar aos achados para LsMPs de L. similis. A diversidade de MPs na 

composição do veneno, atrelado a características moleculares e funcionais, podem explicar a 

maior severidade dos casos de loxoscelismo relacionados a L. laeta e L. similis (Andrade R. M. 

G. et al., 2001; Machado et al., 2005; Silvestre et al., 2005; Chatzaki et al., 2012; Medina-

Santos et al., 2019; Oliveira-Mendes et al., 2020).  

Todas essas observações contrastam com os resultados relatados por Foradori e 

colaboradores, que investigaram se proteases digestivas contribuem para a necrose e 

concluíram que essas enzimas não atuam com essa capacidade (Foradori et al., 2001). É 

importante destacar que sua análise focou nas proteases presentes no fluido digestivo 

regurgitado, que são distintas daquelas contidas no próprio veneno. Portanto, embora 

metaloproteases provenientes das secreções digestivas possam não induzir diretamente o 

loxoscelismo, elas ainda podem potencializar os efeitos patológicos do envenenamento por 

Loxosceles. Ademais, toxinas proteolíticas encontradas nos venenos de diversos animais têm 

sido relatadas quanto ao seu papel significativo nos efeitos nocivos observados após o 

envenenamento, tais como edema, hemorragia e necrose (Fox & Bjarnason, 1995; Veiga et al., 

2001; Luciano et al., 2004; Dantas et al., 2014; Oliveira-Mendes et al., 2020; Silvestre et al., 

2005). 

Esses achados indicam que, além das toxinas Loxtox, proteases podem contribuir para 

a dermonecrose e outros efeitos locais do envenenamento por Loxosceles, degradando 

componentes da matriz extracelular. Além disso, a atividade dessas enzimas pode facilitar a 

difusão de outras toxinas, atuando como fatores de espalhamento. Ressalta-se que as toxinas 

Loxtox podem promover a ativação indireta de metaloproteases endógenas, mecanismo que 

possivelmente contribui para os efeitos patológicos observados no loxoscelismo. A liberação 

de ácido lisofosfatídico (LPA) pela ação catalítica das Loxtox pode estimular a expressão de 

citocinas pró-inflamatórias, as quais atuam na indução e ativação de metaloproteases 
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envolvidas na degradação tecidual. Isso foi demonstrado por Paixão-Cavalcante e 

colaboradores, que mostraram que a exposição a Loxtox induz apoptose em queratinócitos 

humanos, acompanhada de aumento na expressão das metaloproteases MMP-2 e MMP-9 

(Paixão-Cavalcante et al., 2006).  

Estudos de caracterização utilizando moléculas purificadas ou metaloproteases 

recombinantes podem fornecer importantes insights sobre o papel dessas enzimas no 

loxoscelismo, especialmente no que se refere às manifestações sistêmicas. 

 

5.3.4 Toxinas Inseticidas 

 

Entre os diversos constituintes químicos presentes nos venenos de aranhas, um grupo 

relevante apresenta potentes propriedades inseticidas e é principalmente responsável pela 

paralisia rápida observada nas presas, efeito associado ao bloqueio da transmissão 

neuromuscular (Parks et al., 1991). Essas moléculas possuem baixo peso molecular (3–8 kDa) 

e podem agir com especificidade tanto para vertebrados quanto para insetos, interagindo com 

canais iônicos localizados nas membranas celulares, interferindo assim em processos 

fisiológicos essenciais (Gomez et al., 2002). Essas toxinas apresentam a estrutura conhecida 

como knottins, também chamadas peptídeos Inhibitor Cystine Knot (ICK), caracterizadas por 

resíduos de cisteína conservados que formam três pontes dissulfeto intramoleculares (C1–C4, 

C2–C5 e C3–C6) (F. C. Cardoso & Lewis, 2019). Essas pontes dobram a cadeia polipeptídica 

em um nó globular compacto com quatro laços distintos, que atuam principalmente como sítios 

de interação com alvos biológicos, como canais iônicos. A arquitetura única confere 

estabilidade térmica, ácida e proteolítica excepcionais, enquanto a cauda C-terminal estendida 

contribui para a especificidade e afinidade pelos canais de sódio e outros alvos moleculares 

(Norton and Pallaghy, 1998; Chaves-Moreira et al., 2017; Matsubara, et al., 2017; Gremski et 

al., 2021). 

A estrutura estável dos peptídeos ICK confere resistência térmica, química e biológica, 

permitindo que permaneçam estáveis por dias em soro humano e fluidos gástricos (Herzig & 

King, 2015; Matsubara, et al., 2017). Esses peptídeos atuam principalmente nos canais iônicos 

regulados por voltagem no sistema nervoso animal, modulando canais de sódio (NaV) e 

possivelmente de cálcio (CaV) (F. C. Cardoso et al., 2015; L. Zimmermann et al., 2013). Tal 

atividade induz paralisia flácida e pode levar à morte de insetos, o que torna os knottins como 
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candidatos promissores para o desenvolvimento de bioinseticidas (Zobel-Thropp et al,2012; 

Meissner et al., 2016; Chaves-Moreira et al., 2017; Matsubara et al., 2017). 

Nas últimas décadas, avanços substanciais na toxinologia de aracnídeos levaram à 

identificação, purificação e caracterização molecular de um amplo repertório de peptídeos 

inseticidas presentes nos venenos de aranhas. Esses esforços, apoiados por técnicas de biologia 

molecular e tecnologias recombinantes, permitiram o sucesso em clonar várias dessas toxinas, 

ampliando o conhecimento atual sobre sua diversidade estrutural, atividades biológicas e 

potenciais aplicações (Corzo et al., 2000; Figueiredo et al., 1995; Penaforte et al., 2000). 

Como parte das contribuições do nosso grupo de pesquisa, toxinas inseticidas foram 

purificadas a partir do veneno de L. intermedia. O veneno apresentou toxicidade acentuada 

contra várias espécies de Lepidoptera, incluindo Spodoptera frugiperda, S. cosmioides, Agrotis 

ipsilon e Diatraea saccharalis, com valores de DL₅₀ variando aproximadamente entre 0,9 e 1,9 

µg/g. Foram isolados peptídeos inseticidas designados LiTx1, LiTx2 e LiTx3, com massas 

moleculares aproximadas de 7,4, 7,9 e 5,6 kDa, respectivamente. Sequências parciais de 

aminoácidos obtidas por degradação de Edman possibilitaram a identificação dos cDNAs 

correspondentes. Análises preditivas indicaram possíveis modificações pós-traducionais, 

incluindo N-miristoilação e fosforilação. Comparações de sequências sugeriram que LiTx3 atua 

em canais de sódio, enquanto LiTx1 e LiTx2 estão mais relacionados a toxinas que atuam em 

canais de cálcio (de Castro et al., 2004). Complementando esses achados, a análise 

transcriptômica da glândula de veneno de L. intermedia revelou que peptídeos tipo knottin da 

família LiTx são toxinas abundantes, representando grande parte dos transcritos codificadores 

de toxinas, depois das enzimas Loxtox (toxinas dermonecrotizantes) e metaloproteases do tipo 

astacina (Gremski et al., 2010b). 

Sequências de transcritos com similaridade a toxinas inseticidas foram identificadas 

pela primeira vez na glândula de veneno de L. similis (Tabela 16). Para essa análise, 

consideraram-se transcritos que exibiam >50% de identidade com sequências de toxinas de 

aranhas conhecidas depositadas em bancos de dados. As sequências identificadas foram 

designadas como LsTxN, onde N indica a ordem de descoberta.  
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Tabela 16 – Lista de proteínas putativas do grupo de Toxinas Inseticidas na glândula de veneno de L. similis. 

O peptídeo sinal previsto pelo SIGNAL IP 6.0 está sublinhado, o primeiro aminoácido da proteína madura destaca-

se em azul ciano e as cisteínas estão destacadas em amarelo. A tabela também apresenta os escores de alinhamento 

obtidos no BLASTp tanto para a sequência primária (P) quanto para a proteína madura (M). Dados de E-value, 

similaridade, identidade e QC também são indicados. 

TOXINAS INSETICIDAS 

TOXINA 
SEQUÊNCIA DE 

AMINOÁCIDOS 

AFILIAÇÃO E-VALUE SIMIL. ID QC 

LsTx1 

 

 

MKLLFGGFLVLVLVAFAVAEFDSD

AEEWESLISEERACKGEGVKGCAS

QPDDWCCKKTPCKCPAWSSTSECR

CTQPCNPSCRGKRALMLAPETHRL

LFPEE 

(P) 

LiTx2 (Q6B4T4.1) 

Loxosceles intermedia  

3e-52 89% 80.41% 96% 

(M) 

LiTx3 (Q6B4T3.1)  

Loxosceles intermedia 

1e-38 86% 82.28% 96% 

LsTx2 

 

 

MRFLVASLLIFVLVACATAFESEA

EAFKSLVVEERKCHGDGSKGCATQ

PDDWCCKNAPCKCPAWSSTSECRC

AIDCSRRCRGKRALLLPIETHRLL

FPEQW 

(P) 

 LiTx1 (Q6B4T5.1) 

Loxosceles intermedia  

6e-52 96% 88.12% 100% 

(M) 
 LiTx1 (Q6B4T5.1) 

Loxosceles intermedia 

3e-49 97% 91.46% 100% 

LsTx3 

 

 

MRFLVGALLVAVLVACATAFESDV

ENFKSLVVEERKCHGDGSKGCATK

PDDWCCKNAPCKCPAWSSTSECRC

AIDCSRRCRGKRALLLPVETHRLL

FPEEW 

(P) 
LiTx1 (Q6B4T5.1) 

Loxosceles intermedia  

5e-52 96% 92,08% 100% 

(M) 

 LiTx1 (Q6B4T5.1) 
Loxosceles intermedia 

3e-49 96% 92.68% 100% 

LsTx4 

 

 

MRFLVGALLVVVLVACATAFESDVENF

KSLVVEERKCHGDGSKGCATQPDDWCC

KNAPCKCPAWSSTSECRCAIDCSRRCR

GKRALLLPVETHRLLFPEEW 

 

 

(P) 

 LiTx1 (Q6B4T5.1) 
Loxosceles intermedia  

1e-51 97% 92.08% 100% 

(M) 

LiTx1 (Q6B4T5.1) 

Loxosceles intermedia 

8e-49 96% 91.46% 100% 

LsTx5 

MKSGTFLFAAILLVMYVAASGKEEPES

IMEQSEERDCIAMFDTCGERAGKGTNC

CADSKYPVACRCPAWKGGLCKCNPSCP

SSGCNWGR 

(P) 

 LiTx3 (Q6B4T3.1)  

Loxosceles intermedia 

8e-10 50% 38.55% 93% 

(M) 
LiTx3 (Q6B4T3.1)  

Loxosceles intermedia 

2e-05 53% 43.94% 93% 

LsTx6 

MRTAIVLIITLFLLTHEVLADEGSQSD

WSILNKFLDPEQRACIPRYETCGSNQG

KGLNCCPGWKYKSKCSCPTTWSGDPCK

CQPVCPSRGCDWSRP 

(P) 
 LiTx3 (Q6B4T3.1)  

Loxosceles intermedia 

4e-12 50% 37.89% 99% 

(M) 
LiTx3 (Q6B4T3.1)  

Loxosceles intermedia 

6e-08 56% 48.33% 79% 

LsTx7 

MKAGLFAFTTFLLVVFHAMGEEEE

SQVMFQPSYLRWVYPRLKSARNAM

EGEFENTEQRACMPSGTKCGKSAG

MPTNCCGSWKYKGKCLCATIWSAQ

GCKCSLDCPSRGCDHSKP 

  

(P) 

 LiTx3 (Q6B4T3.1)  
Loxosceles intermedia 

9e-11 46% 35.40% 99% 

(M) 

LiTx2 (Q6B4T4.1) 
Loxosceles intermedia 

1e-10 59% 43.06% 77% 

 

As toxinas LsTx2, LsTx3 e LsTx4 encontradas na glândula de veneno de L. similis 

apresentaram alta similaridade com as toxinas LiTx1 (Q6B4T5.1) e LiTx3 (Q6B4T3.1) de L. 

intermedia (Figura 19), enquanto a sequência LsTx1 mostrou maior similaridade com LiTx2 

(Q6B4T4.1) (Figura 20).  
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Figura 19 - Alinhamento de LsTx2, LsTx3 e LsTx4 de L. similis com LiTx1 e LiTx3 de L. intermedia. 

Resíduos idênticos são mostrados em azul escuro; regiões conservadas entre 80–99% aparecem em azul claro, e 

aquelas com conservação entre 60–79% em lilás. Aminoácidos não marcados indicam conservação inferior a 60% 

em relação às sequências de LiTx. O padrão de cisteínas está evidenciado em amarelo (▼), e o primeiro resíduo 

da proteína madura, está indicado em azul ciano (▼). O peptídeo sinal previsto pelo Signal IP 6.0 está indicado 

no retângulo preto. 

 

 
Figura 20 - Alinhamento de LsTx1 L. similis com LiTx2 de L. intermedia. Resíduos idênticos são mostrados 

em azul escuro; regiões conservadas entre 80–99% aparecem em azul claro, e aquelas com conservação entre 60–

79% em lilás. Aminoácidos não marcados indicam conservação inferior a 60% em relação às sequências de LiTx. 

O padrão de cisteínas está evidenciado em amarelo (▼), e o primeiro resíduo da proteína madura, está indicado 

em azul ciano (▼). O peptídeo sinal previsto pelo Signal IP 6.0 está indicado no retângulo preto. 

 

Por fim, apesar de LsTx5, LsTx6 e LsTx7 exibirem resíduos menos conservados em 

comparação às outras sequências analisadas, mantiveram o padrão característico de cisteína 

observado em todas as sequências (Tabela 17). Essa conservação das cisteínas, confirmada pelo 

alinhamento múltiplo das sequências maduras no Geneious Prime 2022.2, é crítica, pois 

mantém a estrutura de pontes dissulfeto que formam o nó característico, essencial para a 

estabilidade estrutural e atividade inseticida dessas toxinas. Além das cisteínas, alguns um 

trecho se destaca por sua conservação em todas as sequências: ETHRXL, correspondentes aos 

resíduos 100-105, numerados de acordo com LiTx1 (Figura 21). 
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Tabela 17. Matriz deduzida a partir do alinhamento das sequências LsTx com toxinas inseticidas de L. 

intermedia. A figura foi construída por meio do agrupamento de similaridade utilizando o programa Geneious 

Prime (versão 2022.2). As porcentagens de identidade entre as sequências estão indicadas na matriz. 

 

 

 

Figura 21 - Alinhamento múltiplo das sequências maduras de LsTx e LiTx. Resíduos idênticos são mostrados 

em azul escuro; regiões conservadas entre 80–99% aparecem em azul claro, e aquelas com conservação entre 60–

79% em lilás. Aminoácidos não marcados indicam conservação inferior a 60% em relação às sequências de LiTx. 

O gráfico de identidade inferido pelo Geneious Prime 2022.2 destaca regiões idênticas em verde, resíduos 

relativamente conservados em bege e pouca conservação em vermelho. 

 

Em 2013, um novo peptídeo do tipo ICK da glândula de veneno de L. intermedia foi 

clonado, expresso de forma heteróloga e caracterizado imunologicamente. Esse peptídeo, 

denominado U2-SCRTX-Li1b, apresentou alta similaridade de sequência (86%) com LiTx3 e 

demonstrou potencial imunogênico. Ensaios de imunoblotting revelaram a presença de epítopos 

semelhantes a U2-SCRTX-Li1b no veneno bruto de L. intermedia, quando testados com soro 

hiper-imune contra o peptídeo recombinante (Matsubara et al., 2013). Posteriormente, em 2016, 

o mesmo grupo de pesquisa relatou por meio de análise bioinformática que o peptídeo 

 LiTx1 LiTx2 LiTx3 LsTx1 LsTx2 LsTx3 LsTx4 LsTx5 LsTx6 LsTx7 

LiTx1  59.74 67,95 70,37 88,12 92,08 92,08 - - 30,19 

LiTx2 55,67  84,00 80,41 54,64 55,67 55,67 31,11 - - 

LiTx3 67,09 84,00  82,28 64,56 65,82 64,56 28,57 - - 

LsTx1 67,33 80,41 82,28  65,35 67,33 68,32 33,72 25,53 32,20 

LsTx2 88,12 54,64 64,56 65,35  90,10 91,09 29,76 - 30,14 

LsTx3 92,08 55,67 65,82 67,33 90,10  98,02 - - 29,17 

LsTx4 92,08 58,44 64,56 71,60 91,09 98,02  - - 30,88 

LsTx5 29,76 31,11 - 33,72 29,76 28,57 29,76  40,00 34,23 

LsTx6 - - - 25,53 - - - 40,00  35,96 

LsTx7 30,19 - - 32,20 30,14 29,17 30,14 34,23 37,96  
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recombinante exibiu forte conservação dos resíduos de cisteína e similaridade estrutural com a 

neurotoxina μ-hexatoxina-Mg2a, um conhecido inibidor de canais de sódio em insetos presente 

no veneno de L. intermedia (Meissner et al., 2016). Além disso, a atividade inseticida de U2-

SCRTX-Li1b foi avaliada, demonstrando sua capacidade de induzir paralisia flácida 

irreversível em moscas varejeiras (Lucilia cuprina). A sequência de cDNA também revelou a 

presença de peptídeos ortólogos do tipo knottin nos venenos de L. gaucho e L. laeta (Matsubara, 

et al., 2017) 

A identificação de peptídeos knottin inseticidas na glândula de veneno de L. similis, que 

exibem forte similaridade com aqueles descritos em L. intermedia, destaca a conservação 

evolutiva dessas toxinas entre as aranhas marrons. Além do papel ecológico, os peptídeos 

knottin possuem notável potencial biotecnológico como bioinseticidas seletivos e 

ambientalmente sustentáveis, oferecendo alternativas promissoras aos pesticidas químicos 

convencionais. Estudos prévios demonstraram que os knottins de L. intermedia atuam em 

canais NaV de insetos, fornecendo importantes insights sobre os mecanismos moleculares 

dessas toxinas e reforçando sua aplicação como biopesticidas seletivos. Além do potencial 

agroquímico, peptídeos inseticidas dos venenos de Loxosceles podem servir como poderosas 

ferramentas na pesquisa biomédica, com possíveis aplicações no estudo da citotoxicidade, 

processos inflamatórios, respostas endoteliais e integridade vascular. Ressalta-se que a 

possibilidade dessas toxinas atuarem em canais iônicos de mamíferos existe, mas ainda são 

necessários estudos para confirmação e detalhamento. 

5.3.5 Hialuronidases 

Por fim, uma sequência putativa de hialuronidase foi detectada (LsHyal-1), 

apresentando 87,94% de similaridade com uma sequência de hialuronidase do veneno de L. 

intermedia (R4J7Z9.1), denominada LiHyal-1 (Tabela 18). A presença de hialuronidases em 

venenos de Loxosceles foi demonstrada pela primeira vez em um estudo publicado (Wright et 

al., 1973), que reportou atividade de hialuronidase no veneno de L. reclusa. Essa classe de 

proteínas também foi identificada nos venenos de L. rufescens (Young & Pincus, 2001), L. laeta 

(Medina-Santos et al., 2022), e outras espécies, sugerindo uma conservação evolutiva que 

destaca a importância dessas enzimas no processo de envenenamento causado por aranhas do 

gênero Loxosceles. 
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Tabela 18 – Sequência putativa de hialuronidase encontrada na glândula de veneno de L. similis. O peptídeo 

sinal previsto pelo SIGNAL IP 6.0 está sublinhado, o primeiro aminoácido da proteína madura destaca-se em azul 

ciano e as cisteínas estão destacadas em amarelo. A tabela também apresenta os escores de alinhamento obtidos 

no BLASTp tanto para a sequência primária (P) quanto para a proteína madura (M). Dados de E-value, 

similaridade, identidade e QC também são indicados. Os possíveis sítios para N-glicosilação estão destacados em 

caixa roxa e resíduos importantes para a função catalítica em caixa preta (parâmetros das ferramentas Expasy). 

HIALURONIDASE 

TOXINA SEQUÊNCIA DE AMINOÁCIDOS 
AFILIAÇÃ

O 
E-VALUE SIMIL. ID QC 

Ls_Hyal-1 

 

MNAVFVLAISLSAWSLAVGFDVYWNVPSQQCKKYG

MNFVPLLEKYSILVNEDDNFKGDKITIFYEAQLGL

YPLIGAKEESINGGIPQLGDLKAHLEKAANDIRRD

IPDKSATGLRIIDWEAWRPTWEFNWSPLHKYQDWM

KKVARQFNPAARESTIVKLAQTEWENSAKSWMLST

LQLGKQLRPNSVWCYYLFPDCYNYKGNSVQDFQCS

EAIRRGNDKLKWLWEESTAVCPSIYIKEGQLTNYT

AQQRIWFTNGRLQEALRVAQPKARIYPYINYSIKP

GMMVPEAEFWRLMAQIGSLGMDGAVIWGSSASVGS

KSHCAQLLKYIAEVLGPATLRIKENFARCSKQACS

GRGRCTWPKDTSVIAWKFLVEKEDYDFYLGDIECK

CTEGYEGRYCEKKLSDKNRSNDELHL 

 

(P) 

Hialuronidase 

/Condroitinas

e (R4J7Z9.1) 

Loxosceles 

intermedia  

0.0 92% 87.94% 96% 

(M) 

Hialuronidase 

/Condroitinas

e (R4J7Z9.1) 

Loxosceles 

intermedia 

0.0 94% 89.42% 96% 

 

Hialuronidases são enzimas capazes de degradar glicosaminoglicanos como ácido 

hialurônico e condroitina sulfato, aumentando a permeabilidade tecidual no local do 

envenenamento e promovendo a difusão do veneno através da matriz extracelular. O estudo de 

Wright e colaboradores (Wright et al., 1973) demonstrou a presença de hialuronidase em L. 

reclusa utilizando um ensaio turbidimétrico, que mede a diminuição da turbidez de uma solução 

de ácido hialurônico após a degradação enzimática. A atividade foi quantificada comparando a 

redução da absorbância a 600 nm ao longo do tempo na presença do veneno. Posteriormente, 

isoformas foram encontradas nos venenos de L. rufescens, L. laeta e L. intermedia, com massas 

moleculares entre 41 e 43 kDa (Ferrer et al., 2013; Young & Pincus, 2001). A expressão e 

caracterização funcional baseada em biblioteca de cDNA de uma hialuronidase da glândula de 

veneno de L. intermedia foi abordada no trabalho de Ferrer e colaboradores, cujos resultados 

reforçam sua importância na ocorrência e agravamento de eritema, equimose e lesões 

dermonecróticas (Ferrer et al., 2013). 

A potencialização da ação letal dos venenos pela enzima hialuronidase é observada em 

outros venenos, como demonstrado por Oliveira-Mendes e colaboradores com o veneno do 

escorpião T. serrulatus (de Oliveira-Mendes et al., 2019). O estudo demonstra que a 

hialuronidase do veneno de T. serrulatus (TsV) atua como um fator essencial para a 

disseminação do veneno no organismo da vítima. A neutralização dessa enzima com soro anti-

hialuronidase retardou em aproximadamente 190 minutos (em relação ao controle) a 
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distribuição do veneno da região da picada para a corrente sanguínea, bem como sua chegada 

aos órgãos-alvo, como coração, fígado, pulmões, baço e tireoide. Observou-se, ainda, 

concentração aumentada do veneno neutralizado no sangue, sugerindo que a hialuronidase 

também facilita a passagem do veneno da circulação para os tecidos. Esses dados sugerem que 

a hialuronidase promove tanto a dispersão inicial do veneno quanto sua distribuição sistêmica, 

contribuindo para a rápida ação tóxica do TsV. Os resultados apontam para o potencial uso da 

inibição da hialuronidase como uma estratégia terapêutica inicial para retardar a disseminação 

do veneno e melhorar o manejo clínico do envenenamento por T. serrulatus. 

A análise estrutural das hialuronidases revela uma organização altamente conservada 

entre diferentes táxons, incluindo aracnídeos, mamíferos e insetos. A isoforma de hialuronidase 

encontrada na glândula de veneno de L. similis (LsHyal-1) apresentou uma arquitetura típica, 

com um domínio catalítico N-terminal proeminente e um domínio tipo EGF C-terminal, 

consistente com os padrões previamente descritos para outras hialuronidases animais (Kreil, 

1995; Stern & Jedrzejas, 2006; Ferrer et al., 2013; Gremski, Matsubara, da Justa, et al., 2021; 

Guerra-Duarte et al., 2019; De-Bona et al., 2021). No sítio catalítico, foram identificados dois 

resíduos ácidos invariantes, ácido aspártico (D129) na sequência madura e ácido glutâmico 

(E131), em posições análogas às encontradas em hialuronidases de outros aracnídeos. Esses 

resíduos são fundamentais para a catálise e reconhecimento do substrato, e sua conservação 

confirma sua importância evolutiva e funcional (Chao et al., 2007; Ferrer et al., 2013). Resíduos 

aromáticos, como tirosina (Y) e fenilalanina (F), essenciais para a interação com o substrato 

açúcar, também foram encontrados em posições estruturalmente análogas em LsHyal-1 e outras 

espécies, reforçando a noção de conservação funcional (Ceroni et al., 2006; Clement et al., 

2012). O alinhamento múltiplo se sequências demonstrou um alto grau de similaridade total 

entre LsHyal-1 e as hialuronidases de outros aracnídeos, especialmente no que diz respeito ao 

motivo catalítico e aos resíduos aromáticos de ligação ao açúcar (Figura 22).  
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Figura 22 - Alinhamento múltiplo da sequência de LsHyal com hialuronidases de outros venenos de 

aracnídeos. As setas pretas (↓) indicam os resíduos ativos no sítio catalítico (D129, E131) bem como E303, um resíduo 

essencial para a função enzimática. Resíduos de cisteína conservados estão destacados em amarelo. Resíduos 

idênticos são mostrados em azul escuro; regiões conservadas entre 80–99% aparecem em azul claro, e aquelas 

com conservação entre 60–79% em lilás. Aminoácidos não marcados indicam conservação inferior a 60% entre 

as sequências. O padrão de cisteínas está evidenciado em amarelo (▼), e o primeiro resíduo da proteína madura, 

está indicado em azul ciano (▼). O peptídeo sinal previsto pelo Signal IP 6.0 está indicado no retângulo preto 

Sequências usadas para comparação: L. intermedia (R4J7Z9.1), C. salei (CUH74573.1), M. martensii (P86100.2), 

T. serrulatus (W0HFN9.1) e C. sculpturatus (XP_023226974.1). 

 

A localização e o pareamento dos resíduos de cisteína em LsHyal-1 refletem os padrões 

observados em estudos cristalográficos de hialuronidases de veneno humano e de abelha, com 

seis pares de cisteínas formando pontes dissulfeto que estabilizam tanto o domínio catalítico 

quanto o domínio tipo EGF. Três desses pares estão localizados no domínio tipo EGF, formando 

uma assinatura reconhecida na família de proteínas Hyal. Essa conservação do posicionamento 

e ligação das cisteínas é uma característica compartilhada com hialuronidases de outros 

aracnídeos, sustentando a manutenção da função enzimática e da integridade estrutural entre os 

táxons (Ceroni et al., 2006). 
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Os alinhamentos de sequência demonstraram um alto grau de identidade entre a 

isoforma recentemente identificada, LsHyal-1, e a LiHyal-1 de L. intermedia, reforçando a 

noção de conservação evolutiva dentro do gênero. A LiHyal-1 foi expressa com sucesso como 

uma proteína recombinante em um sistema eucariótico, resultando em uma molécula N-

glicosilada que manteve plena atividade enzimática sobre o ácido hialurônico e o sulfato de 

condroitina, componentes majoritários da matriz extracelular. Ensaios funcionais 

demonstraram que a LiHyal-1 recombinante não apenas hidrolisa esses glicosaminoglicanos, 

mas também atua como um potente fator de difusão, potencializando de forma marcante os 

efeitos dermonecróticos e edematogênicos induzidos pela Loxtox recombinante in vivo, 

reproduzindo assim o perfil patológico das toxinas nativas. As análises imunológicas 

confirmaram ainda a conservação de epítopos, evidenciada por uma forte reatividade cruzada 

com antisoro, destacando a relevância biológica dessas enzimas para a compreensão do 

loxoscelismo e para o desenvolvimento de futuras estratégias terapêuticas (Ferrer et al., 2013; 

De-Bona et al., 2021). 

Além de sua importância no loxoscelismo, o estudo das hialuronidases tem revelado 

abordagens promissoras para aplicações biotecnológicas. A hialuronidase recombinante pode 

ser utilizada na reprodução assistida, particularmente em protocolos de fertilização in vitro 

(FIV), facilitando a remoção do cúmulo oóforo (massa de células do cúmulo que circunda o 

oócito) e, assim, aumentando a penetração espermática e a eficiência da fertilização (Kreil, 

1995). Por outro lado, inibidores de hialuronidase têm demonstrado potencial como 

contraceptivos não hormonais, ao evitar a degradação enzimática da matriz que envolve o 

oócito. Esses inibidores também vêm sendo explorados quanto às suas propriedades 

antitumorais, já que diversos tipos de câncer utilizam a atividade da hialuronidase para invadir 

tecidos adjacentes e promover metástases  (Harui & Roth, 2022). De forma semelhante, por 

secretarem hialuronidase como fator de virulência para facilitar a invasão tecidual, certas 

bactérias podem ser alvo de estratégias antibacterianas baseadas na inibição dessa enzima 

(Botzki et al., 2004). Além disso, no contexto do envenenamento, hialuronidases presentes em 

venenos animais atuam como fatores de difusão, favorecendo a dispersão de toxinas. Portanto, 

inibidores específicos podem contribuir para o desenvolvimento de terapias adjuvantes voltadas 

a limitar a disseminação sistêmica dos componentes do veneno (Ferrer et al., 2013; Girish & 

Kemparaju, 2007; Gremski, Matsubara, da Justa, et al., 2021; More et al., 2022; Zeeshan Bhatti 

& Karim, 2021). 
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5.4 Expressão e Purificação de recLoxtox s1A e recLoxtox s11A 

A indução da expressão das proteínas recombinantes recLoxtox s1A e recLoxtox s11A 

mostrou-se bem-sucedida após 4 horas de incubação, conforme evidenciado pela análise em gel 

de SDS-PAGE a 12%. Foram observadas bandas de aproximadamente 35 kDa, correspondendo 

aos pesos moleculares previstos para as proteínas recombinantes recLoxtox s1A (34,2 kDa) e 

recLoxtox s11A (34,9 kDa). A Figura 23 apresenta os perfis de expressão obtidos, sendo A 

referente à recLoxtox s1A e B à recLoxtox s11A. 

Para ambas as proteínas, foram aplicados diferentes volumes de amostra (20 µL, 10 µL 

e 5 µL) dos extratos celulares induzidos com IPTG, além das respectivas amostras controle 

(sem indução). A presença de bandas intensas nas amostras induzidas, ausentes nos controles, 

confirmou a expressão específica das proteínas recombinantes. Esses resultados indicam que as 

condições de indução utilizadas foram adequadas para promover a expressão eficiente das 

toxinas recombinantes. 

 

Figura 23. Análise em gel de SDS-PAGE 12% do produto de expressão das proteínas recombinantes 

recLoxtox s1A e recLoxtox s11A -recLoxtox s1A (A) e recLoxtox s11A (B) em E. coli após indução com IPTG. 

A primeira canaleta (PM) corresponde ao padrão de peso molecular, cujos valores esperados estão indicados à 

esquerda. As canaletas 2, 3 e 4 correspondem, respectivamente, à aplicação de 20, 10 e 5 µL do extrato celular não 

induzido (sem adição de IPTG), enquanto as canaletas 5, 6 e 7 correspondem aos mesmos volumes de amostra 

após 4 horas de indução com IPTG. A seta vermelha indica a banda correspondente à proteína recombinante 

expressa. 

Durante o processo de purificação, a eluição da proteína recombinante recLoxtox s1A 

ocorreu em uma faixa de 39% a 84% de concentração de imidazol (195–420 mM), resultando 

na formação de dois picos principais de eluição: Pico 1 (tubos 31 a 34) e Pico 2 (tubos 35 a 39) 

(Figura 24A). Para verificar se ambos os picos correspondiam à proteína de interesse, as frações 

coletadas foram analisadas por SDS-PAGE 12% antes da formação do pool (Figura 24B). A 



95 
 

análise revelou a presença da banda correspondente à recLoxtox s1A em ambas as frações, 

confirmando a pureza e homogeneidade do material obtido. Assim, os tubos referentes aos picos 

3.1 e 3.2 (31 a 39) foram reunidos para compor o pool final da proteína purificada. O rendimento 

da purificação após a diálise foi de 26 mL da proteína recombinante a uma concentração de 

0,97 mg/mL. 

 

Figura 24. Purificação da proteína recombinante recLoxtox s1A. (A) Perfil cromatográfico da purificação de 

recLoxtox s1A. A amostra foi aplicada em uma coluna HisTrap HP 5 mL (Cytiva). O Pico 1 corresponde ao 

efluente obtido durante a aplicação da amostra; Pico 2 é a fração correspondente às proteínas não ligadas (wash). 

Picos 3.1 e 3.2 correspondem às frações eluídas entre 39–84% de imidazol, equivalentes a 195–420 mM, nas quais 

foi recuperada a recLoxtox s1A. (B) Análise em SDS-PAGE 12% das frações obtidas na purificação. A primeira 

canaleta (PM) corresponde ao padrão de peso molecular, com valores indicados à esquerda. A canaleta A 

representa a amostra aplicada na coluna HisTrap, e as canaletas subsequentes correspondem aos tubos 31 a 38 (10 

µL de cada fração). 

 

Como a proteína recombinante recLoxtox s11A foi expressa predominantemente na 

forma de corpos de inclusão, a fração insolúvel necessitou ser submetida a um processo de 

solubilização em tampão de ligação contendo uréia 6 M. Para determinar a concentração ideal 

de agente desnaturante, foram testadas diferentes condições de solubilização (1, 2, 4 e 6 M de 

uréia). A Figura 25 apresenta o gel de SDS-PAGE 12% referente a esse ensaio, no qual se 
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observa que a solubilização com 6 M de uréia resultou na recuperação mais eficiente da proteína 

recombinante, evidenciada pela maior intensidade da banda correspondente à recLoxtox s11A. 

 

 

Figura 25. Teste de solubilização da proteína recombinante recLoxtox s11A proveniente da fração insolúvel. 

A amostra foi submetida à solubilização em tampão de ligação contendo diferentes concentrações de ureia (1–6 

M) em volumes variáveis (0,5 mL e 1 mL). A primeira canaleta (PM) corresponde ao padrão de peso molecular, 

com valores indicados à esquerda. A canaleta 2 representa a fração insolúvel (pellet). As canaletas 3 e 4 

correspondem à solubilização da amostra em 1 M de ureia, com aplicação de 20 µL e 10 µL, respectivamente. O 

mesmo padrão se repete nas canaletas 5 e 6 para 2 M, nas canaletas 7 e 8 para 4 M, e nas canaletas 9 e 10 para 6 

M de ureia. As setas vermelhas indicam a banda correspondente à recLoxtox s11A, observada na canaleta 2 como 

fração insolúvel e nas canaletas 5, 7 e 9 como proteína recombinante solubilizada após tratamento com 0,5 mL das 

diferentes concentrações de ureia. 

 

A purificação da proteína recombinante recLoxtox s11A foi realizada utilizando 

tampões de ligação e eluição contendo 6 M de ureia, uma vez que a proteína foi expressa 

predominantemente na forma insolúvel. O perfil cromatográfico obtido (Figura 26A) 

apresentou dois picos principais: o primeiro, correspondente ao efluente coletado durante a 

aplicação da amostra e às proteínas não ligadas à matriz de afinidade. O segundo pico 

corresponde à recLoxtox s11A eluída), entre 27% e 51% de imidazol, correspondendo a 

concentrações de 135 a 255 mM, ainda em presença de 6 M de uréia. A análise das frações 

eluídas por SDS-PAGE 12% (Figura 26B) revelou uma banda próxima a 35 kDa, compatível 

com o peso molecular previsto para a recLoxtox s11A (34,9 kDa), confirmando o sucesso da 

purificação sob condições desnaturantes, embora em menor concentração quando comparada à 

recLoxtox s1A. O rendimento da purificação após a diálise foi de 10 mL da proteína 

recombinante a uma concentração de 0,20 mg/mL. 
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Figura 26. Purificação da proteína recombinante recLoxtox s11A. (A) Perfil cromatográfico da purificação de 

recLoxtox s11A. A amostra solubilizada proveniente da fração insolúvel foi aplicada em uma coluna HisTrap HP 

5 mL (Cytiva) sob condições desnaturantes (6 M de ureia). O pico 1corresponde ao efluente obtido durante a 

aplicação da amostra e a fração correspondente às proteínas não ligadas (lavagem). A recLoxtox s11A foi eluída 

no Pico 2, entre 27% e 51% de imidazol, equivalentes a 135–255 mM, na presença de 6 M de ureia. (B) SDS-

PAGE 12% das proteínas recLoxtox s1A e recLoxtox s11A após diálise em tampões com concentrações 

decrescentes de uréia (4 M, 2 M, 1 M e 0 M). 

 

 

5.5 Efeitos cutâneos de recLoxtox s1A e recLoxtox s11A em coelho 

 

O efeito cutâneo das recombinantes foi realizado com o objetivo de testar a atividade 

fuincional das mesmas. A Figura 27 apresenta o desenvolvimento das lesões cutâneas 

observadas ao longo de 42 horas após a aplicação intradérmica das toxinas recombinantes. No 

tempo inicial (T0h), imediatamente após as injeções, é possível visualizar os locais exatos de 

aplicação, indicados por círculos coloridos: vermelho (recLoxtox s1A), azul (recLoxtox s11A) 

e verde (controle com solução salina). Os círculos maiores correspondem à dose de 5 µg e os 

menores à de 2,5 µg. Após 2 horas, observou-se o surgimento de edema e eritema nos locais de 

aplicação de recLoxtox s1A, indicando o início da formação da lesão. Até aproximadamente 5 

horas, essas alterações tornaram-se mais evidentes para ambas as doses de recLoxtox s1A, 

enquanto a recLoxtox s11A não apresentou lesões significativas no mesmo período. Por volta 

de 7 horas, as lesões provocadas por recLoxtox s1A exibiam expansão acentuada, acompanhada 

de sinais iniciais de necrose tecidual. Após 20 horas, já não se observava distinção clara entre 

os pontos de aplicação correspondentes à toxina recLoxtox s1A. A lesão provocada pela 

recLoxtox s1A continuou a se expandir até 42 horas, quando sua progressão cessou e iniciou-

se a formação de uma crosta sobre a área necrosada, enquanto nenhum efeito significativo foi 

observado para as doses de recLoxtox s11A. 
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Figura 27 - Evolução temporal das lesões cutâneas induzidas por injeções intradérmicas das toxinas 

recombinantes recLoxtox s1A e recLoxtox s11A em coelho. Os círculos indicam os locais de aplicação: 

vermelho (recLoxtox s1A), azul (recLoxtox s11A) e verde (controle com solução salina). Círculos maiores 

correspondem à dose de 5 µg e os menores à de 2,5 µg. O tempo em que cada imagem foi tirada é indicada acima 

de cada figura. 

 

A evolução da lesão foi monitorada diariamente ao longo de 20 dias. (Figura 28A) A 

Figura 28A ilustra a progressão morfológica da lesão durante esse período. A área da lesão foi 

determinada com base nas medidas dos diâmetros maior (D) e menor (d), que correspondem à 

maior e menor extensão na área da lesão, respectivamente aplicando-se a fórmula da área de 

uma elipse:   (mm²) = π ×   × d / 4 (Figura 28B) (Mehl et al., 2020). Além disso, a área 

também foi quantificada utilizando o software ImageJ, por meio da contagem de pixels 

correspondentes à região lesionada (Figura 28C). A análise dos gráficos e das imagens revela 

que a lesão se estabelece de forma rápida, seguida por uma diminuição gradual de sua área, 

mais evidente a partir do décimo dia de observação. É importante destacar que, cerca de 20 

horas após a administração das proteínas recombinantes, não foi mais possível distinguir os 

efeitos correspondentes às doses de 2,5 e 5,0 µg, uma vez que as lesões se coalesceram em uma 

única área. Ademais, o desequilíbrio imunológico desencadeado por ambas as doses parece 

exercer um efeito sinérgico, intensificando as manifestações locais. 
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Figura 28 - Evolução diária da lesão cutânea induzida em coelho. (A) Progressão morfológica da lesão ao 

longo de 20 dias de acompanhamento. (B) Quantificação da área da lesão pelo software ImageJ, a partir da 

contagem de pixels correspondentes à região afetada. (C) Cálculo da área da lesão com base nos diâmetros maior 

(D) e menor (d), utilizando a fórmula da área de uma elipse (A (mm²) = π × D × d / 4).  Observa-se que a lesão se 

forma rapidamente nos primeiros dias e apresenta redução progressiva de área, mais acentuada após o décimo dia 

de observação. As setas indicam á área de injeção de recLoxtox s1A (vermelhas) recLoxtox s11A (azuis). As setas 

maiores correspondem à dose de 5 µg e os menores à de 2,5 µg. O círculo verde indica a região de injeção de 

salina enquanto o círculo amarelo destaca a lesão estabelecida no dia 1. 

 

5.6 Ensaio de toxicidade recLoxtox s1A e recLoxtox s11A em insetos (larvas de 

Tenebrio molitor) (Resultados preliminares) 

Os resultados apresentados nesta seção e nas que se seguem são preliminares, refletindo 

o andamento parcial das análises previstas no projeto de doutorado. Isso se deve a atrasos 

decorrentes do tempo necessário para obtenção das autorizações formais exigidas para a 

execução de outros protocolos previamente delineados. Apesar dessas limitações, os dados 

obtidos até o momento fornecem uma base sólida para o avanço das etapas subsequentes e 

permitem uma primeira interpretação dos fenômenos investigados. 

 

A 

 

B 

 

C 
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O uso de solução salina em volume de 15 µL demonstrou ser seguro para injeção nas 

larvas, não ocasionando mortalidade ou alterações comportamentais, o que permitiu a 

continuidade dos experimentos com as toxinas recombinantes e solução salina como controle 

negativo. Os indivíduos foram considerados mortos quando apresentavam rigidez corporal, 

ausência de resposta a estímulos e melanização extensa do tegumento (Figura 29C). 

 

Figura 29- Efeitos da toxina recombinante recLoxtox s1A sobre larvas de Tenebrio molitor. (A) Larva 

saudável antes da inoculação. (B) Larva seis horas após a inoculação com recLoxtox s1A [24 ng/mL], apresentando 

início de melanização e redução da mobilidade. (C) Larva morta, dois dias após a aplicação, evidenciando 

escurecimento intenso do tegumento. A seta vermelha indica o local de aplicação. 

 

Os resultados obtidos para os grupos contendo três larvas (n = 3) expostas a doses 

progressivas de 3 ng/mL (Grupo 1), 6 ng/mL (Grupo 2), 12 ng/mL (Grupo 3) e 24 ng/mL (Grupo 

4) de cada toxina, administradas em volume total de 15 µL de solução salina, estão resumidos 

na Tabela 19. Entre 24 e 48 horas após a inoculação, observou-se redução da mobilidade em 

todos os grupos desafiados com as doses da recombinante recLoxtox s1A, exceto no Grupo 1A. 

As larvas do Grupo 4A apresentaram mortalidade entre o segundo e o terceiro dia pós-desafio. 

Nos Grupos 2A e 3A, os óbitos ocorreram entre o quarto e o sexto dias. Ao término do período 

de sete dias de observação, verificou-se a sobrevivência de todas as três larvas do grupo controle 

(inoculadas com solução salina; Grupo 5A), três larvas do Grupo 1A, duas larvas dos Grupos 

2A e 3A e apenas uma larva do Grupo 4A. Com relação às larvas que receberam as doses de 

recLoxtox s11A, houve apenas 1 óbito entre o quinto e sexto dias no grupo 4B [24 ng/mL]. 
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Tabela 19 – Efeito de diferentes concentrações das toxinas recombinantes recLoxtox s1A e recLoxtox s11A 

sobre a sobrevivência e mobilidade de larvas de Tenebrio molitor. As larvas foram expostas a doses de 3 ng/mL 

(Grupos 1A e 1B), 6 ng/mL (Grupos 2A e 2B), 12 ng/mL (Grupos 3A e 3B) e 24 ng/mL (Grupos 4A e 4B). Os 

Grupos 5A e 5B corresponderam aos controles negativos, inoculados com solução salina. As observações foram 

realizadas ao longo de sete dias, sendo cada dia indicado na coluna à esquerda. 

Loxtox s1A 

 Grupo 1A 

3 ng/mL 

Grupo 2A 

6 ng/mL 

Grupo 3A 

12 ng/mL 

Grupo 4A 

24 ng/mL 

Grupo 5A 

Salina 

Dia 1 3 3 3 3 3 

Dia 2 3 3 3 2 3 
Dia 3 3 3 3 1 3 

Dia 4 3 3 2 1 3 
Dia 5 3 2 2 1 3 

Dia 6 3 2 2 1 3 

Dia 7 3 2 2 1 3 
Total de óbitos 0 1 1 2 0 

Loxtox s11A 

 Grupo 1B 

3 ng/mL 

Grupo 2B 

6 ng/mL 

Grupo 3B 

12 ng/mL 

Grupo 4B 

24 ng/mL 

Grupo 5B 

Salina 

Dia 1 3 3 3 3 3 

Dia 2 3 3 3 3 3 
Dia 3 3 3 3 3 3 

Dia 4 3 3 3 3 3 

Dia 5 3 3 3 3 3 
Dia 6 3 3 3 2 3 

Dia 7 3 3 3 2 3 
Total de óbitos 0 0 0 1 0 

 

Para avaliar se concentrações mais elevadas da recLoxtox s1A seriam capazes de induzir 

mortalidade mais rápida em larvas de T. mollitor, grupos compostos por cinco larvas (n=5) 

foram expostos a doses de 1,3 µg/mL (Grupo 3A), 3,3 µg/mL (Grupo 3B) e 6,6 µg/mL (Grupo 

3C). Foram incluídos dois grupos controles: o Grupo 3D (controle negativo), inoculado com 

solução salina, e o Grupo 3E (controle positivo), desafiado com veneno total de L. intermedia 

na concentração de 6,6 µg/mL. A Tabela 20 apresenta o acompanhamento das larvas ao longo 

de sete dias. 

Nenhuma larva do Grupo 3A apresentou mortalidade durante o período de observação. 

No Grupo 3B, apenas uma larva sobreviveu até o final do experimento, enquanto a dosagem 

mais alta (Grupo 3C) apresentou 100% de mortalidade. O Grupo 3E (controle positivo) não foi 

capaz de causar a morte de nenhuma larva, provavelmente devido à perda de atividade do 

veneno total e não está indicado na tabela. No Grupo 3D, observou-se o óbito de uma larva, 

provavelmente em decorrência de fatores mecânicos associados ao manuseio durante a 

aplicação. Foi observada uma redução na mobilidade das larvas aproximadamente seis horas 

após a inoculação das duas maiores doses de recLoxtox s11A. 
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Tabela 20 – Efeito de diferentes concentrações maiores da toxina recombinante recLoxtox s1A sobre a 

sobrevivência e mobilidade de larvas de Tenebrio molitor. As larvas foram expostas a doses de 1,3 µg/mL 

(Grupo 3A), 3,3 µg/mL (Grupo 3B) e 6,6 µg/mL (Grupo 3C). O controle com salina é representado pelo Grupo 

3D. As observações foram realizadas ao longo de sete dias, sendo cada dia indicado na coluna à esquerda 

Loxtox s1A 

 Grupo 3A 

1,3 µg/mL 

Grupo 3B 

3,3 µg/mL 

Grupo 3C 

6,6 µg/mL 

Grupo 3D 

Salina 

Dia 1 5 5 5 5 

Dia 2 5 5 4 4 
Dia 3 5 3 3 4 

Dia 4 5 3 2 4 

Dia 5 5 2 2 4 
Dia 6 5 2 0 4 

Dia 7 5 1 0 4 
Total de óbitos 0 4 5 1 

 

As porcentagens de sobrevivência nos grupos desafiados com as doses de recLoxtox 

s1A são abordadas na Figura 30. 

 

Figura 30 - Taxa de sobrevivência de Tenebrio molitor após desafio com diferentes concentrações da toxina 

recombinante recLoxtox s1A. (A) Curvas de sobrevivência correspondentes às doses de 3 ng/mL (azul), 6 ng/mL 

(vermelha), 12 ng/mL (verde) e 24 ng/mL (preta). Observa-se que a curva do grupo controle (salina) se sobrepôs 

à do grupo tratado com 3 ng/mL, ambos sem registros de mortalidade. (B) Curvas de sobrevivência dos grupos 

expostos a 1,3 µg/mL (vermelha), 3,3 µg/mL (azul), 6,6 µg/mL (verde) e salina (preta). 
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5.7 Atividade enzimática de recLoxtox s1A sobre a membrana corioalantoica 

(CAM) de ovos de galinha (Resultados preliminares) 

 

A toxina recombinante recLoxtox s1A demonstrou capacidade de atuar de forma eficaz 

sobre a biologia dos vasos sanguíneos da (CAM), promovendo lesão vascular. A Figura 31A 

mostra a janela de aproximadamente 3 cm² realizada no décimo dia de incubação para 

exposição da membrana. Na Figura 31B, observa-se o embrião em desenvolvimento. Já a Figura 

31C exibe o interior do ovo sob iluminação, 6 horas após a aplicação da toxina recombinante, 

evidenciando o aparecimento de uma mancha avermelhada, indicativa do início do processo de 

ruptura vascular. Após 24 horas da injeção da recLoxtox s1A, a ação da toxina torna-se ainda 

mais evidente, com o aumento da área avermelhada, sinalizando uma intensa ruptura dos vasos 

sanguíneos da CAM. 

 

 

Figura 31 – Efeito da toxina recombinante recLoxtox s1A sobre a vascularização da CAM. (A) Janela de 

aproximadamente 3 cm² aberta no décimo dia de incubação para exposição da CAM. (B) Embrião visível (indicado 

pela seta verde) no interior do ovo. (C) Imagem obtida 6 horas após a aplicação da recLoxtox s1A, mostrando o 

início da ruptura vascular (indicado pela seta amarela). (D) Após 24 horas da aplicação, observa-se o aumento da 

área avermelhada (indicado pela seta azul), evidenciando uma ruptura intensa dos vasos sanguíneos da CAM. 

 

Entre as principais vantagens da utilização da CAM como modelo experimental 

destacam-se a facilidade de acesso e manutenção, o rápido desenvolvimento embrionário, bem 

como a praticidade na manipulação e na obtenção de imagens para análise dos resultados. Além 
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disso, esse modelo constitui uma estratégia alternativa relevante ao uso de animais 

experimentais, atendendo aos princípios éticos de substituição, redução e refinamento (3Rs) na 

pesquisa científica (Anup et al., 2024). 

A membrana CAM tem se mostrado um bom modelo inicial para o estudo de processos 

de diagnóstico e terapia anti-vascular (Olivo & Chin, 2006; Pegaz et al., 2006; Lim et al., 2010), 

pesquisas nanotoxicológicas (Buhr et al., 2020), trabalhos relacionados ao crescimento tumoral 

e metástases (Deryugina et al., 2005; Deryugina & Quigley, 2008; Cecilia Subauste et al., 

2009), modelo para o estudo de câncer e avaliação de drogas (Komatsu et al., 2019; Y. Wang 

et al., 2025), modelo para o estudo de alergenicidade e toxicidade (Kunzi-Rapp et al., 1999; 

Amcoff, 2005; Slodownik et al., 2009 Scheel et al., 2011), entre outros. Agentes capazes de 

induzir a ruptura vascular também podem ser investigados por meio do modelo da CAM (Ren 

et al., 2009; Mahal et al., 2014;). Alterações na integridade dos vasos sanguíneos, incluindo 

hemorragias decorrentes de vazamentos ou rupturas vasculares, podem ser facilmente 

visualizadas nas horas subsequentes à administração desses agentes.  

A integridade estrutural dos vasos sanguíneos depende, em grande parte, da organização 

das células endoteliais e da composição lipídica de suas membranas plasmáticas, constituídas 

predominantemente por fosfolipídios (Casares et al., 2019). Esses componentes são essenciais 

para a manutenção da fluidez, permeabilidade e estabilidade da barreira endotelial. A ação da 

recLoxtox s1A sobre a CAM pode estar associada à ruptura dessas membranas lipídicas, 

resultando em aumento da permeabilidade vascular e, consequentemente, em danos e 

extravasamento de sangue observados experimentalmente. Assim, é possível sugerir que a 

toxina interfira nos mecanismos de integridade lipídica do endotélio, contribuindo para os 

efeitos hemorrágicos evidenciados nas análises morfológicas. 

 

5.8 A atividade de recLoxtox s1A e recLoxtox s11A na agregação plaquetária 

(Resultados preliminares) 

 

Como se tratava de um teste piloto, diferentes concentrações das enzimas recombinantes 

foram avaliadas com o objetivo de investigar possíveis efeitos em função da dose. Os resultados 

obtidos apresentaram diferenças marcantes entre as amostras testadas em plaquetas lavadas 

(PL) e plasma rico em plaquetas (PRP). Os gráficos de agregação plaquetária estão apresentados 

na Figura 32, sendo que A e B correspondem aos experimentos conduzidos com PRP, enquanto 

C e D referem-se aos ensaios realizados com plaquetas lavadas. Como agonistas foram 

utilizados o colágeno (Coll, 10 μg/mL) e a convulxina (CVX, 6 μg/mL). 
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A análise das Figuras 32A e 32B indica que não é possível atribuir às enzimas 

recombinantes recLoxtox s1A e recLoxtox s11A um efeito inibitório sobre a agregação 

plaquetária em PRP induzida pelo colágeno. Além disso, a aplicação das recombinantes na 

ausência do agonista não repercutiu em ativação das plaquetas, mostrando assim que recLoxtox 

s1A e recLoxtox s11A tampouco promovem a agregação de plaquetas em PRP. Por outro lado, 

nos ensaios conduzidos com plaquetas lavadas (Figuras 23C e 23D), observou-se que tanto a 

recLoxtox s1A, nas concentrações de 5, 10, 20, 40, 80 e 100 µg/mL, quanto a recLoxtox s11A, 

na concentração de 10 µg/mL, foram capazes de inibir a agregação plaquetária induzida por 

colágeno e convulxina. No entanto, não foi possível estabelecer uma relação clara de dose-

dependência para esse efeito. 

 

 
Figura 32 – Avaliação do efeito sobre plaquetas das enzimas recombinantes recLoxtox s1A e recLoxtox 

s11A. Gráficos representativos dos ensaios de agregação plaquetária conduzidos com plasma rico em plaquetas 

(PRP) e plaquetas lavadas (PL). (A–C) Ensaio realizado com PRP, avaliando o efeito das recombinantes em 

diferentes concentrações na presença ou ausência de colágeno (Coll, 10 µg/mL). (D–E) Ensaio conduzido com 

plaquetas lavadas. Observa-se que, no PRP, as toxinas recLoxtox s1A (5–100 µg/mL) e recLoxtox s11A (10 

µg/mL) inibiram a agregação plaquetária induzida pelos agonistas, enquanto em plaquetas lavadas não foi 

detectado efeito inibitório nem indutivo.  
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As Loxtox presentes nos venenos de Loxosceles podem ter efeitos sobre a cascata de 

inflamação, dermonecrose, agregação plaquetária, hemólise e nefrotoxicidade (Calabria et al., 

2019). De forma contradiatória, estudos já demontraram que essas enzimas podem induzir a 

ativação das plaquetas através da produção de ácido lisofosfatídico, que estimula receptores da 

membrana das plaquetas (Fukuda et al., 2017). 

Ensaios de agregação plaquetária no trabalho publicado por Rafaela Silva Magalhães et 

al. demonstraram comportamentos distintos entre os venenos de diferentes espécies de 

Loxosceles. O veneno total de L. amazonica e L. similis induziu agregação espontânea de 

plaquetas lavadas nas concentrações de 100 e 200 μg/mL. Em contraste, o veneno de L. aff. 

variegata não promoveu agregação, mas apresentou capacidade inibitória significativa sobre a 

agregação plaquetária previamente induzida por agonistas como colágeno e convulxina. Esses 

resultados indicam que os venenos totais de L. amazonica e L. similis possuem atividade pró-

trombótica, enquanto o de L. aff. variegata exerce efeito antagônico, contribuindo para a 

compreensão das variações nos efeitos hematotóxicos entre as diferentes espécies de Loxosceles 

(Rafaela Silva-Magalhães et al., 2024). 

As plaquetas são células anucleadas derivadas de megacarócitos da medula óssea que 

circulam normalmente na corrente sanguínea em seu estado inativo. A membrana plasmática 

das plaquetas é composta de lipídios estruturais incluindo fosfatidilcolina (FC), fosfatidilserina 

(FS), fosfatidiletanolamino (FE), além de esfingolipideos como esfingomielina (SM) e 

colesterol (O’Donnell et al., 2014). Esses fosfolipideos apresentam uma distribuição 

assimétrica e, devido à mudança conformacional resultante da ativação das plaquetas, uma 

carga negativa é atribuída à membrana plasmática, o que possibilita a sua adesão ao endotélio 

e a geração de trombina através da cascata de coagulação (Figura 33). 
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Figura 33 – Distribuição assimétrica dos fosfolipídios na membrana plasmática das plaquetas. Em uma fase 

normal de repouso, conforme ilustrado nesta figura, a fosfatidilserina — um fosfolipídio com carga negativa — 

localiza-se predominantemente na face interna da membrana plasmática plaquetária, mantendo a face externa 

eletricamente neutra. Adaptado de (Haginoya et al., 2023). 

 

Quando um dano vascular ocorre, as plaquetas respondem rapidamente através da sua 

adesão ao local, que promove sua ativação e mudança conformacional, o que favorece o 

recrutamento de mais plaquetas (agregação) para que seja formado um coágulo maior de forma 

a impedir sangramentos mais severos (Thomas, 2019). Esses três processos (adesão, ativação e 

agregação) são os principais estágios da hemostase primária (Figura 34). As alterações 

estruturais também corroboram para a ativação da maior parte das glicoproteínas presentes nas 

membranas das plaquetas (GPVI, GPIb,/IX/V e integrina αIIbβ3)  (Jackson, 2007). Em síntese, 

a adesão ocorre quando o dano endotelial expõe o colágeno subendotelial. Esse colágeno pode 

se ligar aos receptores plaquetários de fibrinogênio (integrina αIIbβ3), ao receptor glicoproteico 

GPVI ou ao fator de von Willebrand (vWF). O vWF é liberado inicialmente pelo endotélio, e 

tanto o colágeno quanto o vWF interagem com o complexo glicoproteico plaquetário 

GPIb/IX/V. As interações entre as plaquetas e os complexos αIIbβ3, GPVI e colágeno–vWF–

GPIb/IX/V promovem a ativação plaquetária, incluindo a liberação dos grânulos, e induzem 

uma mudança na forma das plaquetas, de discoide para arredondada, com formação de 

pseudópodes. Por fim, a integrina αIIbβ3, em cooperação com o vWF liberado principalmente 

pelos grânulos alfa das plaquetas, promove a agregação por meio da ligação cruzada entre 

múltiplas plaquetas ativadas, formando o tampão plaquetário. Esse tampão é suficiente para 

conter o sangramento em vasos de pequeno calibre, mas não em vasos maiores, que requerem 

a deposição adicional de fibrina entrecruzada (gerada pela hemostasia secundária) sobre o 

tampão plaquetário para interromper o sangramento. 
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Figura 34 – As três etapas da atividade plaquetária durante a hemostasia primária. Adaptada de: (Haginoya 

et al., 2023). 

 

Os resultados obtidos para as enzimas recombinantes recLoxtox s1A e recLoxtox s11A, 

quando comparados aos achados dos ensaios realizados com o veneno bruto de L. similis, 

indicam que a atividade pró-trombótica observada no veneno total provavelmente depende da 

ação sinérgica de múltiplos componentes, não sendo reproduzida isoladamente pelas toxinas 

Loxtox s1A e s11A. Por outro lado, o efeito inibitório da agregação plaquetária observado nas 

plaquetas lavadas tratadas com as recombinantes (Figuras 32C e 32D) apresenta semelhança 

com o perfil do veneno de L. aff. variegata, o qual demonstrou capacidade de bloquear a 

agregação induzida por agonistas. Essa correspondência sugere que as Loxtox isoladas possam 

estar envolvidas em mecanismos antagônicos à ativação plaquetária. Além disso, a recLoxtox 

s1A exibiu um maior potencial inibitório sobre a agregação induzida por convulxina em 

comparação à induzida por colágeno, indicando que sua ação pode estar relacionada a vias 

dependentes de integrinas (como αIIbβ3) ou de glicoproteínas de membrana plaquetária, como 

o receptor GPVI, ou ainda simplesmente pela sua atividade na degradação direta na membrana 

das plaquetas. 

A inibição da agregação plaquetária em plaquetas lavadas pode também estar 

relacionada à ação das proteínas recombinantes sobre os fosfolipídios da membrana plaquetária, 

uma vez que, nesse contexto, há uma maior exposição desses componentes em função da maior 

densidade de plaquetas. Dessa forma, os dados obtidos com as proteínas recombinantes 

contribuem para elucidar como diferentes isoformas de toxinas de Loxosceles podem modular 

de maneiras distintas as respostas hemostáticas, refletindo a variabilidade funcional observada 

entre as espécies do gênero. 
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6 CONCLUSÃO 

Neste estudo, a análise transcriptômica da glândula de veneno de L. similis, realizada 

por meio de tecnologias de NGS, permitiu uma caracterização abrangente dos principais 

conjuntos de genes expressos e a identificação de moléculas potencialmente envolvidas na 

toxicidade do veneno. Foram identificadas novas sequências de Loxtox pertencentes às 

subfamílias s1A e s11A, além de metaloproteases, hialuronidase, toxinas inseticidas e 

fosfolipase A₂. As isoformas recombinantes recLoxtox s1A (~34,2 kDa) e recLoxtox s11A 

(~34,9 kDa) foram expressas e purificadas, possibilitando a caracterização funcional de suas 

atividades biológicas. 

Além de sua conhecida ação dermonecrótica, a recLoxtox s1A demonstrou toxicidade 

em larvas de T. molitor e em vasos sanguíneos da CAM. As toxinas recombinantes também 

apresentaram efeitos sobre a atividade de plaquetas lavadas, sugerindo que sua ação pode 

envolver vias dependentes de integrinas ou glicoproteínas de membrana, como o receptor 

GPVI. 

A abordagem empregada neste trabalho amplia o entendimento sobre a diversidade de 

toxinas produzidas por aranhas do gênero Loxosceles e oferece subsídios valiosos para 

pesquisas nas áreas evolutiva, biotecnológica e de saúde pública. Os resultados obtidos revelam 

uma complexa rede de moléculas expressas na glândula de veneno de L. similis, responsáveis 

por seus efeitos locais e sistêmicos. 

Por fim, este estudo reforça a relevância de L. similis como espécie sinantrópica de 

importância médica, uma vez que pode ser encontrada em áreas turísticas, ambientes urbanos e 

no interior de residências. As informações aqui apresentadas contribuem não apenas para o 

avanço do conhecimento sobre a biologia e o veneno dessa espécie, mas também para o 

desenvolvimento de estratégias de prevenção, diagnóstico e tratamento do loxoscelismo. 

Ademais, os achados abrem novas perspectivas para a descoberta de inibidores específicos dos 

principais componentes tóxicos e para a prospecção biotecnológica de moléculas de interesse 

médico e agrícola, além de fomentarem o desenvolvimento de alternativas experimentais que 

reduzam o uso de vertebrados em pesquisa científica. 
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ANEXO I - Sequências das Loxtox previamente caracterizadas 

 

Família + 

Proteína ID 

Sequência de aminoácidos 

s1A 

(ANY30960.1) 

 

MLLHIALILGCWSALSEGAQTEVGERADKRRPIWIMGHMVNSLAQIDEFVNLGSNSIETDVSFDKQANPEYTYHG

IPCDCGRSCTHSTNFNDFLKGLRKATTPGDSKYHEKLILVVFDLKTGSLYDNQAYDAGTKLAKNLLQHYWNNGNN

GGRAYIILSIPNLNHYKLITGFKETLKNEGHEELLEKVGHDFSGNDDISDVQKTYNKAGVTGHVWQSDGITNCLL

RGLTRVKAAVANRDSGSGIINKVYYWTVDKRATTRDSLDAKVDGVMTNYPDVIVDVLNEDAYKNKFRVATYEDNP

WETFKE 

 

MLLHIALILSCWSALSEGNQTNVGERAYKRRPIWIMGHMVNSIAQIDEFVNLGSNSIETDVSFDKKANPEYTYHG

IPCDCGRNCLRWEYFNEFLKGLRKATTPGNSKYHKKLILVVFDLKTGSLYDDQAHVAGTKLADNLLQHYWNNGNN

GGKAYIILSIPNTKHYKLIKGFKETLKNEGHEKLLKKVGYDFSGNDNITDIQKTYKKAGVTGHVWQSDGITNCLL

RGFTRVNAAVAKRDSADEFINKVYYWTVDRRATTRKSLDAKVDGIMTNYPDVIADVLNEDAYKKNFRVATYRDNP

WKTFKN 

 

s1B 

(ANY30961.1) 

 

MLLHIALILSCWSALSEGTQTDVEERADNRRPIWIMGHMVNNLKQIDEFVNLGSNAIETDVSFDKQANPEYTYHG

IPCDCGRSCTHSTNFNDFLKGLRKATTPGDSKYHEKLILVVFDLKTGSLYDNQAYDAGTKLAKNLLQHYWNNGNN

GGRAYIILSIPNLNHYKLITGFQQTLKDEGHEELLDKVGYDFSGNDDISDVQKTYNKAGVTGHVWQSDGITNCLL

RTLTRVKAAVANRDSGSGIINKVYYWTVDKRATTRDSLDAKVDGVMTNYPDVIVDVLNEDAYKNKFRVATYEDNP

WETFKE 

s1C 

(ANY30962.1) 

 

MLLHIALILSCWSALSEGTQTDVEERADNRRPIWIMGHMVNNLKQIDEFVNLGSNAIESDVSFDKKANPEYTYHG

TPCDCGRDCLRWEYFNEFVKGLRRATTPGDSKYHEKLVLVVFDLKTGSLYDYQASDAGTKLAKSLLQNYWNNGNN

GGRAYIILSIPNLNHYKLITGFQQTLKDEGHEELLDKVGYDFSGNDDISDVQKTYNKAGVTGHVWQSDGITNCLL

RTLTRVKAAVANRDSGSGIINKVYYWTVDKRATTRDSLDAKVDGIMTNYPDVIADVLNEAAYKTKFRLATYEDNP

WETFKE 

s1D 

(ANY30963.1) 

 

MLLHIVLVLSCWGALSEGTENDVGERADKRRPIWIMGHMVNSIAQIDEFVNLGSNSIETDVSFDDSANPEYTYHG

IPCDCGRACLHWEYFNDFLKGLRKATTPGDSKYHKKLILVVFDLKTGSLYDNQAYDAGKKLAKNLLKHYWNNGNN

GGRAYIILSIPNLNHYKLITGFKETLKKEGHEELLKKVGTDFSGNDDISDVQKTYKKAGVTGHVWQSDGITNCLL

RGLTRVKAAVANRDSGSGIINKVYYWTVDKRATTRDSLDAKVDGIMTNYPDVITDVLNEAAYKKKFRIATYEDNP

WETFKE 

s1E_parcial 

(ANY30964.1) 

 

MLLNVAVLLSCWSALSEAVQTDVGERADQRRPIWIMGHMVNAISQIDEFVNLGANSIETDVAFDKQANPEYTHHG

VPCDCGRNCRKKEKFTDFVKALRSSTTPGDSKYQEKLILVVFDLKTGSLKDNQAYDAGTKLAKNLLQHYWNNGNN

GGRSYIVLSIPYLTHYKLITGFQETLKTEGHEELLEKVGYDFSRNDYISDVKAAYNRAGVTGHVWQSDGVTNCWL

RGFGRVKEAVANRDSADGFINKVYYWTVDKRATTRKSLNAGVDGIMTNYPDVIADVLNEAAYKT 

s1F_parcial 

(ANY30965.1) 

 

PEYTYHGIPCDCGRNCLRWEYFNEFLKGLRKATTPGNSKYHKKLILVVFDLKTGSLYDDQAHVAGTKLADNLLQH

YWNNGNNGGKAYIILSIPNTKHYKLIKGFKETLKNEGHEKLLKKVGYDFSGNDNITDIQKTYKKAGVTGHVWQSD

GITNCLLRGFTRVNAAVAKRDSADEFINKVYY 

s1G_parcial 

(ANY30966.1) 
ATQTDVEERADNRRPIWIMGHMVNNLKQIDEFVNLGSNAIESDVSFDKKANPEYTYHGTP 

s2A 

(ANY30967.1) 

 

MLLHVVLILGCWSILSEGAENDVAERDDDKRPIWNMAHMVNSIAQIQEFMRLGSNSLEFDINFDKDAKPVYTYHG

VPCDCFRSCLYWEYIGDYLTALRERTTPGNPKYRENLSLLVFDLKTNSLYDSQAAEAGRNLADDIFKYYWNEGNN

GGRAYMIISIPNLEHYDLITAFKHKFTSNGHEDLLDYVGFDFSANDNIPDVERVFEKVKVSGVPDRVWQSDGITN

CIARSLDRVKEAVKERDAGGIINKIYVWTLDKVSSIKEALDAGVDGVMTNHPDVVVGVLREDAYKTKFRYASYSD

NPWETFKAE 

s2B 

(ANY30968.1) 

 

MFLHIALTLGCWSIFSEGAETDVAERDDTRRPIWIMGHMVNSIGQIDEFMRLGSNSLEFDINFDKDAKPVYTYHG

VPCDCFRSCLYWEYIGDYLTALRERTTPGNPKYRENLSLLVFDLKTNSLYDSQAAEAGRNLADDIFKYYWNEGNN

GGRAYMIISIPNLEHYDLITAFKHKFTSNGHEDLLDYVGFDFSANDNIPDVERVFEKVKVSGVPDRVWQSDGITN

CIARSLDRVKEAVKERDAGGIINKIYVWTLDKVSSIKEALDAGVDGVMTNHPDVVVGVLREDAYKTKFRYASYSD

NPWETFKAE 

s2C 

(ANY30969.1) 

 

MFLHIALTLGCWSIFSEGAETDVAERVDTRRPIWIMGHMVNSIGQIDEFMRLGSNSLEFDINFDKDAKPVYTYHG

VPCDCFRSCLYWEYIGDYLTALRERTTPGNPKYRENLSLLVFDLKTNSLYDSQAAEAGRNLADDIFKYYWNEGNN

GGRAYMIISIPNLEHYDLITAFKHKFTSNGHEDLLDYVGFDFSANDNIPDVERVFEKVKVSGVPDRVWQSDGITN

CIARSLDRVKEAVKERDAGGIINKIYVWTLDKVSSIKEALDAGVDGVMTNHPDVVVGVLREDAYKTKFRYASYSD

NPWETFKAE 

s3A 

(ANY30970.1) 

 

MLLHVVLILGCWSILSEGAENDVAERDDDKRPIWNMAHMVNSIAQIQEFVALGANSIETDISFDKNADPEYTFHG

VPCDCFRNCMNWEHATHFFEGLRNATLPGNPKFKERLVLVVFDLKSNGLQHDEQAYDAGKRLAIKLLRHYWNFGE

DGGRAYIVLSVPLVKHYKLFLGFRDTMFNLGHEKLMEKVGHDFSGNDDISDIVEGYSRAEVTEHIWQSDGITNCI

YRGYDRIKQCVNARDSGNLINKVYFWTADKASTIRGALDEGVDGIMTNHPNNVNDVLKEDAYSSKFRYANIDDNP

WLTIKK 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ANY30966.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TNKSGDTW013
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s4A 

(ANY30971.1) 

 

MLCAIALIFCFWATGLEGAETEVMERADRRRPIWNMGHMVNEIYQIDEFVDLGANSIETDITFGDDAMAEYSFHG

VPCDCRRWCHKWEYVNTFLEGLRRATTPGDSKYRKELILVVFDLKTGDLSSSSAYKGGRLFAEKLLRHYWNGGSN

GGRAYIIISIPDIDHHAFILGFRDFLAKSGHEDLLAKVGYDFSGNDDLNQIRTALHKGGVGDREHVWQSDGITNC

ILRSLDRVNKAVSNRDSTNGYINKVYYWTIERYVSVRDALDAEVDGIMTNYPDVIVNVLKENNYKNRFKMATYED

NPWVLFKR 

s5A 

(ANY30972.1) 

 

MYVHLALILGCWTIILQGSEADIVQRADNRRPIWNMGHMVNAVAQINTFLDLGSNALEMDITFNKQAMPVYTYHG

TPCDCLRDCLRWEYFSTFVQELRQRTTPGDAKYRQQLILLIFDLKTGSINNNQARTAGINMAQQLLQHYWNNGNN

GGRAYIVLSIPYLEHYELVRGFRDTLRGEGQERLLEKVGYDFSGRHQLSSIGEAYKKAGVNGHVWQSDGITNCLP

LVDDLPRVREAVRNRDSSNGFINKVYYWTVDKVSTTKKALSAGVDGIMTNKPSVIVDVLNESGIRDKYRLATYED

NPWETFRN 

s6A 

(ANY30973.1) 

 

MLLKYLLFLAFGIIISQVAASAPYNATNDLKPIWIMGHMVNAISQIKEFLNLGANSLEFDIAFDSQAKAQYTYHK

MPCDCFRVCAKWEYISSYLSEIREVTTPGNPKLSTDLILLILDLKIDWMSGGQSYVAGGDMASKLLDYYWQRKMT

SGRAYIVLSIPDIKNYGFIRGFREKLQSEGYFDQYKDKIGYDFSGNEHLSSIRKALQRAGVTEHVWQSDGVSNCF

ARSTARLKKALRNRDSPGGYINKIYYWTVDKYSTMRKAISLGVDGVMTNHPNRANFVLGEGAFRDKFRPAYYEDI

PW 

s6B 

(ANY30974.1) 

 

MGHMVNSIYQINEFLDLGSNALEIDITYDSQAKAQYTYHKAPCDCFRVCGRWEYISRYLNEIREVTALGNPKFRE

QLILLILDMKIDWMTDAQSVVAAGGDIASKLLDYYWQRNTSSGRAYIILSMPSVRNYCFIRGFRAKLQSEGYYEK

YKEKIGYEFSGNEDLDSIHQALQRAGVSEHVWQSDGITNCVPRGTGRLEKALMNRESPTGYIDKVYFWTIDLPST

IEHILRLGVDGIMTNNPDRVNTALKRTRFRPAVYDDNPWTT 

s7A 

(ANY30975.1) 

 

MLFLVFRTLCCWILILQGAEADVSEMGENRRPIWNIARTVNAEYPIDMFLEDDANPIGIAEFLDFGANALQIEVM

FDSSGTAQSVSRKSPCDCSRTCVKWIDFSYYLDDLRHFTTPDDSMFREELVLIVLDLKVSDFNPSLSFKAGKDLA

QKLLDHYWQKESSGARAYILLSVPSTKNAALIRAFNLTLQKGEFAFFGEKVGIDISGDDDLFSVRRIVERLGMTG

WHVWQSDVITNCLLREKSQLREAVEERDSQGYMNKVYTLTADRHATIRNALRAGVDGVMTNFPNHLTDVLKETEF

KDKFKLATYDDSPWETYMEDTEYISNTLNVDDISIAKK 

s8A 

(ANY30976.1) 

 

MSFTTAISLLVLSIVLQQGTQTQVVADSRRPFWNIAHMVNAIDQIEPFLKRGANAIEFDIEFDSEGIAQQTHHGV

PCDCGRICNRKDDFVKYLDHIRQVTSPGTKEYREQLILLALDLKLQRISVNLAYAAGTDIANKLIDHYWKRGNST

ARAYILLNIPSIRHFDFINGFKHTIIRREGYERYDDKYGINFTGNDDLELTRLMLGRMNITYNIWQADGITSCLP

RGTRRLKEAIRRRDTEGYKFIYKVYSWTLVAYSTMRRSMRLSVDGIMSNHPERVVYILGEGYFANRFRMATLEDN

PWQKYHV 

s8B 

(ANY30977.1) 

 

MLFGITLCIAGLSVAIKGAEISSAERDDTRRPFYNIAHMVNGIVQINQFLDKGANAIEFDIEFDANGTAQHTHHG

FPCDCGRKCFHKENVTEYLDHIRQVTTPGDPLFREQLVLLALDLKLQRIDSQNSHTAGVDVAKKLLDHYWQRGKS

KARAYLLLNLPLLEDYEFVRGFKETLKDEGYEQYNDVTGINFTGNEDLKKTREVYEKLSVSSHIWQSDGITSCLP

WGTKRLTEILKLRNDPDYNYVTKVYPWTIIRYSIIRRSLRLDVDGIQTNLPDRVIEVLKEEEFASKFRLATYEDD

PWKKFIRI 

s8C 

(ANY30978.1) 

 

MLFGIALCIVGLSFVIKGAEISSVERDDTRRPFYNIAHMVNGIVQINQFLDKGANAIEFDIEFDANGTAQHTHHG

FPCDCGRKCFHKENVTEYLNHIRQVTTPGDPLYREQLVLLAVDLKLQRIDSQKSHTAGVDVAKKLLDHYWQRGKS

KARAYLLLNLPLLEDYEFVRGFKETLKDEGFEQYNDVIGINFTGNEDLNKTREVYEELNVNSHIWQSDGITSCFA

RRTKRLEKVLKLRNDPNYNYVTKVYPWTIVRYTIIRRSLRFDVDGIQTNLPHRVSKVLKEKEFASKFRLATYEDD

PWKKFIRI 

s9A 

(ANY30979.1) 

 

MLLRILYFVCLVQYKYIVSGAAEEKDVIERDDDGRRPVWNIAHMTNDIEIVKTYLDDGANALEFDIEFNERGQPL

RTYHGVPCDCCRKCGRTETFSTFMDQMRKFTTPGDPEFREKLVLLMLDLKVKDFDSSLALEAGQNIAKVLLDSYW

QRGKADTRAYIVLSIPSLDYAKLIRGFYNEVKKQNFPTYRRRVGVDFSGNDDLDDTRRALERVNITRRIWQSDGI

TNCLPRGTGRLAAAIKRRDDPEYRFINKVYYWSVDRKSTIRTVLDLEADGMITNFPDNFASVLNESKYASRFRLA

NYMDNPWKKFIPSGSRMIQEKSLERISQLDAEEFTDNTLAPKSQNFLIPFLTELFFSCGGKGLF 

s9B_parcial 

(ANY30980.1) 

 

FPDNFASVLNESKYASRFRLANYMDNPWKKFIPSGSRMIQEKSLERISQLDTEEFTDNTLAPKSQNFLIPFLTEL

FFSCAPSFNYKTILTLYNTLVLPIITHCLLLWINTSNTNLHCIQITKNRIY 

s10A 

(ANY30981.1) 

 

MWLAIVLCLAGSAVLLEGAEADTRERGDGRRPIWNIAHMVNDKEIIDKFLNNGANSVESDVSFDSNGRPEKMHHG

APCDCGRKCDRQMSFDDYVDYMRQLTTPGDPKFRESLVLIMFDFKLKSLSSSVAYAAGQEVALRMLDNYWKRGES

GGRAYIVLSIPTIKRITFATGFYDKLHSEGFDQYRDKVGIDFSGNEDLDETGRILQSSNIVDHIWQSDGITNCLF

RVMTRLKKAISKRDSNGYMVKVYTWSVDKYTTMRKALRVAADGMITNFPARLVSVLNESEFSGKFRLATYDDNPW

ERYSS 

s10B 

(ANY30982.1) 

 

MWLAIVLCLAGSAVLLEGAEADTRERGDGRRPIWNIAHMVNDKEIIDKFLNNGANSVESDVSFDSNGRPEKMHHG

APCDCGRKCDRQMSFDDYVDYMRQLTTPGDPKFRESLVLIMFDFKLKSLSSSVAYAAGQEVALRMLDNYWKRGES

GGRAYIVLSIPTIKRITFATGFYDKLHSEGFDQYRDKVGVDFSGNEDLDETGRILQSSNIVDHIWQSDGITNCLF

RVMTRLKKAISKRDSNGYMAKVYTWSVDKYTTMRKALRVAADGMITNFPARLVSVLNESEFSGKFRLATYDDNPW

ERYSS 

s10C_parcial 

(ANY30983.1) 

 

MRSLFLLYFVGSIILIQGVEQDSSERADHRRPIWNIAHMVNDRGLVDEYLDDGANSLEIDVAFDWDGKPQRMYHG

FPCDCGRNCWRQLGFTEYVDYMRQLTTPGDPKFLENLVLIMFDLKLNSFPPGKVYSIGEDVAVGLLDTYWKRGES

GARAYIVLSVPSVERASFITGFYDKLHSEGFDQ 
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s11A 

(ANY30984.1) 

 

MLLSTIISFIGFAVFFQEAYGHVVERADSRKPIWDIAHMVNDLELVDEYLDDGANGLELDVDFEKDGTAKEMYHG

VPCDCFRSCTRSEEFTKYMDYIRQLTTPGNPKFRSQLIMLIMDLKLKGIEPNVAYAAGKSVAEKLLSSYWQNGKS

GARAYIVLSLETITRPDFIKGFRDAITASGHEELFEKIGWDFSGNEDLGDIRRMYQQYGIEDHIWQGDGITNCIA

RGDYRLKEALKKKNDPDYKYTLKVYTWSIDKNSSIRHALRLGVDAIMTNYPEDVKSILQESEFSGSHRMATYEDY

PWQK 

s11B 

(ANY30985.1) 

 

MLLSTVISFIGFAVFFQEAYGHVVERADSRKPIWDIAHMVNDLELVDEYLDDGANGLELDVDFEKDGTAKEMYHG

VPCDCFRSCTRSEEFTKYMDYIRQLTTPGNPKFRSQLIMLIMDLKLKGIEPNVAYAAGKSVAEKLLSSYWQNGKS

GARAYIVLSLETITRPDFIKGFRDAITASGHEELFEKIGWDFSGNEDLGDIRRMYQQYGIEDHIWQGDGITNCIT

RGDYRLKEALKKKNDPDYKYTLKVYTWSIDKNSSIRHALRLGVDAIMTNYPEDVKSILQESEFSGSHRMATYEDY

PWQK 

s11C 

(ANY30986.1) 

MWLSAVLSFLELAVVYQVVNGHVEERADSRKPIWDIAHMVNDLELVDEYLGDGANGLELDVAFTKDGTAEKMYHG

IPCDCFRSCKRTEEFTKYMDYIRQLTTPGNAKFRSELIMLIMDLKLKDIEPNVAYAAGKSVAEKLLSSYWLNGES

GARAYIVLSLETITRPDFINGFKDAIYKSGHDELFEKIGWDFSGNEDLGDIRRMYQQYGIEDHIWQGDGITNCIT

RGDYRLKEALKKKNDPDYKYTLKVYTWSIDKNSSIRHALRLGVDAIMTNYPEDVKSILQESEFSGSHRMATYEDY

PWQK 

s11D  

(ANY30987.1) 

 

MWLSAVLSFLELAVVYQVVNGHVEERADSRKPIWDIAHMVNDLELVDEYLGDGANGLELDVAFTKDGTAEKMYHG

IPCDCFRSCKRTEEFTKYMDYIRQLTTPGNAKFRSELIMLIMDLKLKDIEPNVAYAAGKSVAEKLLSSYWLNGES

GARAYIVLSLETITRPDFINGFKDAIYKSGHDELFEKIGWDFSGNEDLGDIRRMYQKYGIVDHIWQGDGITNCLP

RGDYRLKEAMKKKNDPDYKYTLKVYTWSIDKESSIRNALNLGVDAVMTNYPARVKSILQESEFSGTHRMATYDDN

PWEK 

s11E_parcial 

(ANY30988.1) 

 

TLNFISLYTVVVNGHVEKRADSRKPIWDIAHKVNDLELVDEYLGDGANGLELDVAFTKDGTAEKMYHGIPCDCFR

SCKRTEEFTKYMD 

s11F_parcial 

(ANY30989.1) 

 

VLDLELGDVRRPIWNVAHMVNALYQVDYYLDMGANSIEFDVAFDRDGIAKFTYHGIPCDCFRSCTKYENFVRYIN

YVRQLTTPGNPKFREDLVLLFLDLKVNGLSASAKYTAGA 

 

Loxtox s12A 

(ANY30990.1) 

 

MEGIQRFGIFIVVLLVHSSVAKIDYRRPIYVIGHMVNSIGEVKEYLDRGSNVLESDISFHTNGNVEKIYHGPPCD

CNRTCTGTAKLSTYLDYVREITNPYSGGYSRKLILQFFDLKLDNVSPTGKFKAGQVMADHVLDHLWVNLRFNDKL

IRVLLYINSISDKDTVVGFIRRFKERGVEHLLKNVGFDGGLDNLKDIKAMWESIRVKSNVWQGDGVPNCLSHRYP

DQRLREELDARDAAEGYIDKVYHWTIDDKTRMRKSLDLEVDGMITNVPEKLVEILQEQQYANKFRLATVDDDPFQ

KFVLHQVQ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ANY30986.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=TNK4K03K013
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