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RESUMO

Acidentes ofidicos constituem doenca tropical negligenciada que acomente uma
guantidade significativa de pessoas a cada ano em todo mundo. A produc¢éo de soro
antiofidico, rapido diagndstico, administracdo e eficacia sdo etapas fundamentais
para a boa evolugdo dos pacientes diagnosticados com envenenamento por
serpentes. No Brasil, os acidentes ofidicos vitimam cerca de 20.000 pessoas
anualmente, sendo os acidentes botropicos os mais comuns em todo o territorio
nacional, seguidos dos acidentes crotélicos. Diversas espécies do género Bothrops
podem ser encontradas no Nordeste, sendo a espécie B. erythromelas a mais
importante do ponto de vista médico-epidemiologico. Diante disto, este trabalho
objetivou um método para desenvolvimento de um biossensor para deteccdo de
envenenamento ofidico, utilizando-se as peconhas das espécies Bothrops
erythromelas e Crotalus durissus terrificus, a partir de um sensor Optico de
ressonancia de plasma de superficie — SPR. Para isto, foi avaliado o analito e o
adsorvato, este, fragmentos F(ab’)2 de IgG proveniente do antiveneno, titulados em
diferentes concentracdes a fim de avaliar suas interacdes. Os testes de deteccéo
foram feitos no biossensor SPR seguindo parametros de otimizacdo para melhor
adsorcdo no chipe de ouro. Os resultados mostraram que o sensor é capaz de
diferenciar os venenos das duas espécies de serpentes utilizadas neste estudo.
Pode-se concluir que o desenvolvimento de um biossensor para detecgao do tipo de
peconha ofidica é possivel através deste sensor. Estes dados sdo de suma
importancia, uma vez que grande é a necessidade da diferenciagcdo no momento em
gue o individuo envenenado € admitido ao hospital para ser tratado.

Palavras-Chave: Biossensor. Doencas Negligenciadas. Ofidismo.



ABSTRACT

Snakebites are a neglected tropical disease that affects a significant number of
people each year worldwide. The production of antiophidic serum, rapid diagnosis,
administration and efficacy are fundamental steps for the good evolution of patients
diagnosed with snake envenoming. In Brazil, snake accidents victimize about 20,000
people annually, with botropic accidents being the most common across the country,
followed by crotalic accidents. Several species of the genus Bothrops can be found in
the Northeast, with B. erythromelas being the most important from a medical-
epidemiological point of view. In view of this, this work aimed at a method for the
development of a biosensor to detect snakebite poisoning, testing the venoms of the
species Bothrops erythromelas and Crotalus durissus terrificus, using an optical
surface plasma resonance sensor - SPR. For this, the analyte and the adsorvate
were evaluated, the latter, F(ab')2 fragments of IgG from the antivenom, titrated in
different concentrations in order to evaluate their interactions. Detection tests were
performed on the SPR biosensor following optimization parameters for better
adsorption in the gold chip. The results showed that the sensor is able to differentiate
the poisons of the two snake species used in this study. It can be concluded that the
development of a biosensor to detect the type of snake venom is possible through
this sensor. These data are of paramount importance, since there is a great need for
differentiation when the poisoned individual is admitted to the hospital for treatment.

Keywords: Biosensor. Negleted Diseases. Ophidism.
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1. INTRODUCAO
1.1. Aspectos Bioldgicos

E de conhecimento comum que, as serpentes fazem parte de um grupo
taxondmico bastante diverso, principalmente nas regides tropicais e subtropicais do
globo. Isto se da devido as condigbes ambientais 6timas para animais ectotérmicos,
ou também chamados animais de sangue frio, como no caso das serpentes,
manterem seus nichos ecoldgicos (POUGH et al., 2008).

Segundo Costa e Bernélis (2018) ha aproximadamente 76 espécies de
serpentes peconhentas de importancia médica catalogadas no Brasil, distribuidas
em duas familias: Viperidae e Elapidae. Atualmente existem no Brasil 28 espécies
de Bothrops e 02 espécies de Bothrocopias; jA o género Crotalus agrupa 06
subespécies pertencentes a espécie Crotalus durissus; o género Lachesis é
caracterizado como uniespecifica e representada pela Lachesis muta; 36 espécies
estao catalogadas para o género Micrurus e 03 Leptomicrurus. Totalizando assim 30
espécies e 06 subespécies de Viperideos e 30 espécies e 10 subespécies de
Elapideos.

As serpentes podem ser venenosas (ex. as espécies da familia Colubridae) e
peconhentas (ex. familia Elapidae e Viperidae). Embora espécies da familia
Colubridae ndo sejam consideradas peconhentas por alguns pesquisadores, a
Glandula de Duvernoy, encontrada na maxila superior destas serpentes, € homaologa
as glandulas de veneno dos Viperidae e Elapidae, podendo ser capaz de produzir
uma secrecao toxica que paralisa a presa (POUGH et al, 2008).

Os membros da familia Colubridae (atuais Dipsadidae), embora ndo sejam
considerados peconhentos, possuem glandula de veneno, produzem um quadro
clinico de envenenamento com sintomas semelhantes a acao proteolitica dos
venenos botropicos, apresentando lesbes externas (variaveis), equimoses, edema,
dor e em alguns casos hemorragias (SILVEIRA e NISHIOKA, 1992; SALOMAO et
al.; 2003; BERNARDE et al., 2014; BRANDEHOFF et al., 2018; MENEGUCCI et al.,
2019).

O conceito de peconhento refere-se a animais que possuem, além do
veneno, um mecanismo que possibilite a inoculagdo da peconha em outro
organismo, logo, estes tipos de serpentes possuem glandulas de veneno
desenvolvidas que estdo associadas a um aparelho inoculador (dentes); os venenos

sdo produzidos como um complexo enzimatico de finalidade principalmente
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digestiva, neutralizando e matando a presa durante sua captura, além de efeito
defensivo contra predadores (FRANCO, 2003; BRAGA, 2006; BERNARDE, 2009;
KERKKAMP et al., 2015).

Em relagdo a denticdo, as serpentes podem ser caracterizadas
tradicionalmente da seguinte forma: aglifas, opstdglifas, proteréglifas e solendglifas
(Figura 1).

Figura 1. Denticdo de serpentes. Classificacdo quanto a presenca, localizacdo e estrutura dos dentes
inoculadores de veneno de serpentes. A — Serpentes aglifas; B — Serpentes opstdglifas; C —
Serpentes Protedglifas; D — Serpentes solendglifas. Sgl — Glandula supralabial, gD — Glandula

Durvenoy, gv — Glandula venenosa.

Fonte: (Modificado de MELGAREJO, 2002)

De acordo com os estudos de Santos et al. (1995); Melgarejo, (2002); Pough

et al. (2008), pode-se afirmar que:

0] As serpentes 4glifas (Figura 1l1a) possuem todos os dentes
parcialmente no mesmo padrdo, e ndo existem presas modificadas
para a inoculacdo de veneno, todas as serpentes ndo venenosas
possuem este tipo de denticéo.

(i) Serpentes opstoglifas (Grego, opistho= atras, Glyph = Sulcado)
(Figura 1b), possuem um ou mais dentes aumentados, proximo a
porcao caudal do maxilar, com dentes menores na frente.

(i)  Serpentes proteroglifas (Figura 1c) (Grego, proto = primeiro): este

tipo de denticdo sO ocorre nas corais verdadeiras incluindo naja,
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mamba e serpentes marinhas da familia Elapidae. As presas
inoculadoras estao localizadas na porcéao cranial do maxilar.

(iv)  Serpentes solendglifas (Figura 1d e Figura 9) (Grego, solen = tubo):
nessas serpentes, as presas inoculadoras canaliculadas s&o os Unicos
dentes do maxilar, que sdo articulados de modo a se dobrarem contra

a porcao anterior da boca quando as maxilas séo fechadas.

1.2. Epidemiologia dos Acidentes Ofidicos

Foi no inicio do século XX, por Vital Brazil, que se obteve o primeiro estudo
epidemiolégico sobre acidentes ofidicos no Brasil (BRAZIL, 1911). A partir de
medidas instituidas pelo Ministério da Saude, os acidentes ofidicos passaram a ser
de notificacdes obrigatérias no pais; estes dados sdo aprimorados e mostram
caracteristicas clinicas e epidemioldgicas que possibilitaram o planejamento de
acOes de controle (LEMOS et al., 2009).

A violacdo dos direitos humanos € causada quando ha negligenciacdo de
doencas, assim caracterizadas, por serem doencas tropicais endémicas que
acometem pessoas mais pobres da populacao, ignoradas a saude publica (HUNT,
2007), a exemplo de acidentes ofidicos (HARISON et al., 2009), maléria, doenca de
chagas, doenca do sono (VALVERDE, 2019), e outras permanecem silenciadas e/ou
subnotificadas (KASTURIRATNE, 2017).

No Brasil, acidentes por envenenamento ofidico sédo subnotificados. Os dados
clinicos e epidemioldgicos que estdo disponiveis geralmente sdo muito pobres e de
baixa qualidade (BOCHNER et al., 2014).

Em relacdo ao numero total de répteis existentes no mundo, estamos em
terceiro lugar em riqueza de répteis, atras da Australia (1.057), e México (942). O
Brasil conta com cerca de 795 espécies de répteis (COSTA e BERNELIS, 2018;
UETZ e HOSEK, 2018). Atualmente existem no mundo cerca de 3.709 espécies de
serpentes catalogadas (UETZ e HOSEK, 2018). O Brasil conta atualmente com 405
espécies; considerando as subespécies, este nimero sobe para 442 serpentes.

Anualmente, no mundo, ha uma ocorréncia de mais de 2,5 milhGes acidentes
ofidicos, dentre os quais sdo consequéncia de uma alta taxa de mortalidade e
morbidade; as vitimas sdo, em sua grande maioria, trabalhadores e trabalhadoras
rurais, incluindo criancas, de paises em desenvolvimento de regifes tropicais e
subtropicais do mundo (BRASIL, 2018).
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No ano de 2017, no Brasil, segundo dados do Sistema de Informacdo de
Agravos de Notificacdo (SINAN), foram notificados 28.601 acidentes ofidicos, dos
guais 105 evoluiram a oObito (BRASIL, 2018a). No estado da Paraiba, pode-se
observar um predominio maior de acidentes botrépicos, sendo estes 6 vezes
maiores que acidentes crotalicos e 16 vezes maior que acidentes elapidicos, entre
os anos de 2007 a 2015, variando sua incidéncia de acordo com a regido do Estado
(BRASIL, 2018; BERNARDE, 2014).

No ano de 2010, os acidentes ofidicos foram incluidos na Lista de Notificacao
de Compulséria (LNC) do Brasil, publicada na Portaria N° 2.472 de 31 de agosto de
2010 (ratificada na Portaria N° 104, de 25 de janeiro de 2011). Essa importancia se
da pelo alto namero de notificacdes registradas no Sistema de Informacdo de
Agravos de Notificacdo, sendo acidentes por animais pegconhentos um dos agravos
mais notificados (BRASIL, 2019). Em Junho de 2017, os acidentes ofidicos voltaram
a ser reconhecidos pela OMS como doenca tropical negligenciada. Embora essas
doencas distinguem-se a depender da regido, 0 que elas possuem em comum € 0
fato de acometerem as populagcdes mais pobres e de dificil acesso (WARRELL,
2010; BRASIL, 2018).

Sé em 2018, mais de 82 mil doses de soros antiofidicos ja foram distribuidos
para os 26 estados e para o Distrito Federal. Em caso de acidente, o Ministério da
Saude recomenda que seja acionado o servico médico mais proximo (BRASIL,
2018). Embora seja uma emergéncia médica frequente, nas regides rurais de
diversos paises tropicais, a incidéncia de envenenamentos é subestimada, porque
a maior parte das vitimas é tratada por métodos tradicionais e, com isto, 0S casos
nao sao notificados (WARREL, 2012)

Acidentes por animais peconhentos sao recorrentes no Brasil, dentre
serpentes, aranhas, escorpides, lagartas, abelhas e outros animais. Com isto, faz-
se necessario a utilizagdo racional de antivenenos para garantir a eficacia da
neutralizacdo da peconha do animal causador do acidente (BRASIL, 2017).

A producao de soro no Brasil é de responsabilidade de quatro laboratorios,
0S quais estao em processo de adequacdo as boas Praticas de Fabricacdo (BPF)
da ANVISA (RDC 17/2010), sao eles o Centro de Pesquisa e Producdo de
Imunobiolégicos (CPPI), Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED), Instituto Butantan (IB)
e o Instituto Vital Brazil (IVB).
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E fundamental a distribuicdo e disponibilizacdo adequada desses antivenenos
em quantidades suficientes e em locais oportunos, tendo em vista diminuir o tempo
decorrente entre o acidente e o atendimento médico adequado (BRAZIL, 2017).
Protocolos clinicos de utilizacdo dos soros antivenenos podem ser encontrados no
Manual de Diagndstico e Tratamento de Acidentes por Animais Peconhentos (2001)
disponibilizados no Site do Ministério da Saude, bem como para a utilizacdo dos
soros antielapidico (SAEla), antiaracnidico (SAA) e antiloxoscélico (SALox) que
foram revisados e atualizados (Anexo 1)

Além disto, € importante que a identificacdo do animal peconhento seja feita
com acurdcia para que nao haja nenhuma reacao adversa pela utilizacao errada do
antiveneno. Os quadros clinicos 0s quais acometem pessoas por envenenamento
ofidico ja séo bastante consolidados, no entanto, estudos como os desta pesquisa, 0
de Isbister et al. (2013) na Australia, por exemplo, visam melhorar o diagnostico a
partir da implementacdo de ferramentas capazes de identificar com preciséo e
rapidez qual o animal causador do acidente evitando a evolu¢cdo do quadro clinico
no paciente acometido pela pegconha do animal. Assim como o estudo de Mohseni et
al. (2016), embora nao seja especificamente com veneno de serpente, a
metodologia pode ser adaptada para estudos com metaloproteinases de veneno de

serpente (svMP).

1.3. Composicao da peconha de serpentes

As serpentes peconhetas fazem parte de um grupo bastante rico em
espécimes pertencentes aos répteis, 0os Squamatas, estes estdo amplamente
distribuidos tanto em ecossistemas terrestres como também em ecossistemas
aquaticos (GREENE, 1997; POUGH et al., 2008). Dentre as serpentes consideradas
de interesse médico pela Organizacdo Mundial de Saude, diversos espécimes estdo
distribuidos no Brasil; os venenos das serpentes de interesse médico utilizados
neste estudo pertencem a uma classificacéo taxonémica, descrita na Figura 16.

A taxonomia de serpentes venenosas é complicada devido sua natureza
complexa, na qual, muitas das quais sdo espécies importantes na medicina
(WARREL, 2012). Baseadas em novas descobertas, as classificagdbes mudam
frequentemente. Embora a classificagdo taxonémica desses grupos seja feita, € um
trabalho arduo devido a constante identificacdo de novas espécies e a variagcdo na

composicao do veneno entre espécies e subespécies (OKUDA et al., 2001).
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Ainda que variagcdes morfologicas possam ser observadas no sistema de
injecdo do veneno dessas serpentes, e, ainda, levando-se em consideracdo a
estrutura e funcdo das glandulas de veneno (Figura 2, Tabela 1), evidéncias
moleculares e evolucionistas sugerem que essas estruturas sdo homologas e que o
veneno tenha uma origem Unica em seu ancestral comum e tenha surgido ha pelo
menos 60 milhdes de anos (FRY et al., 2008; VONK et al., 2008; VIDAL et al., 2009;
KERKKAMP et al., 2015).

Ao longo de milhdes de anos durante o processo evolutivo, essas toxinas
ancestrais de veneno se diversificaram subsequentemente através de eventos de
duplicacdo de genes, dando origem, basicamente, a isoformas de toxinas
relacionadas que sdo codificadas pela mesma familia de genes de mdltiplos locus,
mas, que, frequentemente tém atividades bioldgicas distintas e/ou complementares
(COUSIN et al., 1998; FRY et al.,, 2008; LYNCH, 2007; CASEWELL et al., 2011;
VONK et al., 2013).

A rapida taxa na qual as toxinas do veneno de serpentes evoluiram, seus
eventos de duplicacdo e perda de linhagens especificas de genes, resultam em
diferentes espécies de serpentes tendo diferentes toxinas de veneno.
Consequentemente, a variagdo na composicédo do veneno é observada em todos os
niveis taxonémicos de serpentes, entre familias, géneros, espécies e até mesmo na
ontogénese de um mesmo organismo (CHIPPAUX et al., 1991; DURBAN et al.,
2013; CASEWELL et al., 2014).

Figura 2. llustragcdo simplificada das glandulas de veneno em serpentes. As glandulas presentes no
maxilar superior incluem as pré-maxilares (marrom), supralabial (azul), de veneno/dental (rosa) e
rictal (verde). As glandulas presentes na mandibula incluem a infralabial (vermelho), sublingual
(amarelo) e supralingual (cinza).

Fonte: (JACKSON et al., 2016)
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Tabela 1. Glandulas de veneno de serpentes e suas funcdes.

Glandula Funcéo
Pré-maxilar Extracdo de sal (Cerberus)
Supralabial Lubrificacéo

Veneno/dental | Producéo de Veneno; anticrobiana
Rictal Producao de veneno; Antimicrobiana; Lubrificacéo.
Infralabial Lubrificacdo; Producdo de veneno em Dipsadidae;

controle de muco em Dipsadidae.

Sublingual Lubrificacdo; extracdo de sal (Elapidae marinha;
Achrocordus)
Supralingual Desconhecida

Fonte: Adaptado de Jackson et al. (2016)

Apesar dessa origem evolucionaria comum, encontra-se uma variacao
consideravel nos constituintes téxicos presentes em diferentes espécies de
serpentes venenosas (CHIPPAUX et al., 1991; FRY et al., 2008). Tais venenos sdo
misturas complexas formadas por proteinas, peptideos, carboidratos, lipidios e
componentes inorganicos. A composi¢ao proteica inclui oxidases de L-aminoacidos
(LAAOSs), fosfolipases Az (PLA A2), metaloproteinases, serinoproteases, lectinas e
hialuronidases, entre outras (TASOULIS E IBISTER, 2017). Cerca de 90 a 95% do
peso seco dos venenos ofidicos é formado por proteinas e peptideos, estas sdo as
principais responsaveis pela maior parte dos efeitos biol6gicos (BON, 1997; MOURA
DA SILVA et al., 2011; VETTER et al., 2011). A composi¢do do veneno de serpentes

da subfamilia Crotalinae pode ser observada na figura 3.
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Figura 3. Proporcdo relativa das diferentes familia de proteinas de veneno de 65 serpentes
estudadas, da subfamilia Crotalinae. PLA, — Phospholipase Az; SVSP — Serino proteasse de veneno
de serpente; SVMP — Metaloprotease de veneno de serpente; LAAO — L-Amino&cido Oxidase; 3Ftx
— Toxina three-fingers; KUN — pepitideo de Kunitz; CRiSP — Proteina secretéria rica em cisteina; CTL
— Lectina tipo C; DIS — Desintegrina; NP — Peptideo natriurético; NGF — Fator de Crescimento Neural;
CYS - Cistatina; VEGF — Fator de crescimento vascular endotelial; MVC — Componentes menores
venOdmicos.
CROTALINE (65 SPECIES)
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Fonte: (TASOULIS E ISBISTER, 2017)

Tasoulis e Isbister (2017), encontraram as seguintes concentracdes para
venenos das serpentes B. erythromellas e C. d. terrificus descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Porcentagem (%) das familias de proteinas encontradas no veneno das serpentes B. ery e
C. d. terrifucus. VT — Veneno Total.

Espécie PLA, SVSP SVMP LAAO CRiSP CTL DIS NP VT

B. 101 4 32,5 84 34 93
erythromellas - 0,4 - 68+

216 8,9 14,5

151 9,7 599
C.d.

e 485 25,3 3,9 - - - - - 71,7
terrificus

Fonte: Adaptado de Tasoulis e Isbister (2017).

A dieta das serpentes venenosas tem um papel fundamental na radiacéo
adaptativa da diversidade de toxinas que existem hoje; o nicho ecoldgico,
alimentacgéao, clima, sdo fatores determinantes na caracterizagdo da composicéo do
veneno de serpentes (JORGE et al., 2015; TASOULIS E ISBISTER, 2017).

Como as glandulas de veneno sdo homologas, espera-se que algumas
familias de toxinas estejam onipresentes entre as trés familias de serpentes
solendglifas. Esse ancestral protedmico tem se diversificado entre diferentes familias
de serpentes devido a influéncia de mutacfes genéticas, drifts genéticos, além da

selecdo natural que molda diferencialmente o veneno de cada espécie para conferir
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toxicidade especifica a presas distintas (TASOULIS E ISBISTER, 2017). Um
esquema de como a composi¢cdo do veneno de serpente tem variado ao longo do

processo evolutivo pode ser observado na Figura 4.

Figura 4. Um esquema simplificado demonstrando como os venenos de serpentes evoluiram para
misturas de toxinas variaveis em escalas de tempo evolucionarias.

o
OO.
.O

Especiacao
Recrutamento de novos
tipos de toxinas
Especiacao
—_—>
/'Rec rL_Jtamento d_e novos E modificacdo de alguns
> \ tipos de toxinas tipos de toxinas ja existentes
Ancestral Serpente venenosa —
ndo venenoso primitiva
rai E perda de alguns tipos
Ancestrais de toxinas ja existentes
Venenosos -
Tempo Tempo .
mais primitive mais modernc
> Serpentes venenosas
Linha do tempo modernas

Fonte: Adaptado de SLAGBOOM et al. (2017).

As glandulas de veneno em serpentes diferentes (ancestrais hipotéticos ou
espécies modernas) e circulos coloridos representam diferentes tipos de toxinas. Os
ancestrais ndo-venenosos nao tinham toxinas em suas glandulas de veneno (ou as
expressavam em niveis muito baixos), mas ancestrais cobras venenosas recriaram
um numero de tipos de toxinas em seu veneno. Ao longo do tempo evolutivo,
conforme as linhagens divergiram, tipos diferentes de toxinas foram metabolizadas
no corpo de certas cobras, e esses tipos de toxinas diversificaram diferencialmente
através do processo de duplicacdo e perda génica, resultando na variacdo na
composicdo do veneno observada entre diferentes grupos de serpentes
(SLAGBOOM et al., 2017).

Esses componentes variaveis do veneno de serpentes caracterizam os efeitos
biolégicos de cada veneno. Estes podem ser amplamente caracterizados como
hematotoxicos, neurotoxicos e citotoxicos (WHO, 2010). Diversas espécies possuem

venenos multifuncionais que contém toxinas capazes de induzir diferentes atividades
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biolégicas, no entanto ja existe um quadro clinico bem padronizado para o
envenenamento por serpentes, contudo, também existe diversas excecdes. Por
exemplo, as familias de maior importancia médica sdo as Viperidae, que possui
acdo hemorragica predominantemente e Elapidae que possui agdo neurotoxica.
Embora esta afirmacdo seja verdadeira, existem diversas espécies de viboras que
causam danos nheurotdxicos nas suas presas (SILVA et al.,, 2017) e elapideos
causando patologias no tecido sanguineo (BERLING et al, 2015).
Consequentemente, a variacao intra- e interespecifica que ocorre entre as serpentes
€ um fator significante que impacta na sua patologia e no tipo de tratamento que
deve ser usado (SLAGBOOM et al., 2017).

1.4. Fisiopatologia e complicacdes do envenenamento

Em casos de envenenamento a multiplicidade de toxinas presentes nos
venenos resultam em sindromes clinicas complexas e uma variedade de respostas
terapéuticas ao tratamento com antiveneno devido as diferencas em antigenicidade,
ou seja, a acao do antiveneno é geralmente espécie especifica (TAN E TAN, 2015).

Alguns géneros de serpentes sao de interesse médico como, por exemplo,
Bothrops (jararaca, jararacugu, urutu, caicaca), Crotalus (cascavel), Lachesis
(surucucu, picode-jaca) e Micrurus (coral verdadeira), no Brasil. Os géneros
Bothrops e Micrurus séo encontrados em todo o pais, enquanto que Crotalus € mais
frequentemente encontrado em campos, areas abertas e secas. O género Lachesis
habita somente as areas mais preservadas das florestas da Amazénia e da Mata
Atlantica (RAMALHO, 2014; BRASIL, 2017).

As acOes dos venenos sdo predominantes de acordo com o0 género das

serpentes, como demonstrado na Tabela 3.

A apresentacgdo clinica de um paciente representa uma sindrome complexa
resultante das respostas corporais as acbes farmacolégicas de diferentes
componentes do veneno de serpente. Os efeitos tdxicos do veneno foram
frequentemente classificados como neurotéxicos, hemotdxicos, cardiotoxicos,
nefrotoxicos, miotoxicos, entre outros; com base no efeito clinico predominante do
veneno em particular. As descricdes baseadas em 6rgdos ou sistemas, como tal,
recebem criticas, por vezes, de que a classificacdo simplifica excessivamente a
complexidade dos efeitos do veneno e nao representa a interacdo de varias

toxinas em tecidos de diferentes 6rgédos. No entanto, as descricfes sugerem a
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sindrome clinica proeminente de picada de cobra em particular e, portanto, tém
um valor pratico no manejo, por exemplo, preparacdo de equipamento de
intubacé@o, hemoderivados para transfusédo e instalacéo de dialise em antecipagao
ao provavel resultado patoldégico da picada de espécies particulares. Por
outro lado, caracteriza¢des laboratoriais do veneno ndo podem nunca serem
simplificadas e exigem multiplas abordagens envolvendo técnicas in vitro e in vivo
(TAN E TAN, 2015).

Tabela 3. A¢Bes predominantes dos venenos, de acordo com os géneros das serpentes.

Géneros Bothrops Lachesis Crotalus Micrurus
(Jararaca) (Surucucu) (Cascavel) (Coral)
Acdes dos Proteolitica Proteolitica Neurotdxica
venenos Coagulante Coagulante Miotoxica Neurotoxica
Hemorragica Neurotdxica Coagulante
Apés 1 hora Dor e alteragdes locais, Dor e alteragdes locais,
evidentes e progressivas. ausentes ou discretas.

Fonte: Adaptado de Azevedo-Marques et al. (2003).

1.4.1. Acidente Botrépico

Acidentes botrdpicos sdo predominantes na América Central e América do Sul
(GSI, 2019). Sdo responsaveis por 85% dos casos de ofidismo notificados no Brasil,
havendo variacGes de acordo com a regido e a distribuicdo geogréafica das serpentes
(AMORIM et al., 2018).

Os venenos botrépicos sdo constituidos quimicamente por macromoléculas
de funcéo proteica (i) com atividades enzimatica como as fosfolipases (PLA2),
metaloproteinases, serinoproteases, L-aminoacido oxidase (LAAO) e (ii)) sem
atividade enzimatica como cardiotoxinas, lectinas tipo C, desintegrinas. Ainda, uma
porcdo dessa complexa mistura € formada por componentes que nao possuem
funcéo proteica como carboidratos, serotonina, histamina, ions organicos (DE TONI
et al., 2015).

O envenenamento botropico induz lesdes locais proeminentes causadas por
acbes combinadas de diversas proteases, fatores hemorragicos, PLA2 e pela
liberacdo de mediadores enddgenos (FARSKY et al. 1997; CARNEIRO et al. 2002;
LAING et al. 2003; TEIXEIRA et al. 2003).

As fosfolipases isoladas de veneno de serpentes (svPLA2) atuam sobre
substratos lipidicos, estando relacionadas a producdo de derivados do acido
araquidonico (FERREIRA et al.,, 2013). Ha uma alta taxa de toxicidade pelas
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svPLA2, em uma Unica espécie de serpente podem ocorrer varias isoenzimas, de
efeitos farmacologicos distintos como ac¢do hemolitica, neurotdxica, agregacdo de
plaguetas, bactericida, miotoxica, pro-inflamatoria, relacionadas a mionecrose local
levando a sequelas como perda tecidual permanente ou amputacdo (GHAZARYAN
et al., 2014). As serinoproteases atuam nos componentes da cascata de coagulacéo
sanguinea e do sistema fibrino(geno)litico (ZAQUEO et al., 2014).

Metaloproteinases isoladas de serpentes (svMPs) séo endopeptidases,
dependentes de calcio ou zinco, sendo a metzincina a familia das quais fazem parte
as svMPs de veneno de serpente (DE PAULA et al., 2014). Atuam na protedlise de
componentes da matriz extra celular, proteinas plasmaticas e das proteinas da
superficie celular; promovendo diversas patologias como hemorragia, coagulopatia,
mionecrose, endema, equimose e gerando resposta inflamatéria (BERNADONI et
al., 2014).

As LAAOs sdao flavoenzimas que catalisam a desaminacao estereoespecifica
de um substrato L-aminoacido a um a-cetoacido, produzindo H202 e NHs. Em
venenos botropicos podem chegar a 30% (LEE et al.,, 2014). Seu mecanismo de
acdo € desconhecido, no entanto, essa enzima libera H202, sugerindo uma
importante participacdo na toxicidade, pois seus efeitos biolégicos sdo inibidos por
catalase (STABELI et al., 2007; NAUMAN et al., 2011; LEE et al., 2014).

1.4.2. Acidente Crotalico

O quadro clinico nesses acidentes apresenta pouca o nenhuma manifestacéo
local e a dor é quase inexistente ou de pequena intensidade, podendo aparecer um
edema sutil ou eritema no local da picada. Contudo, outros sintomas como
sudorese, nausea, turvacdo visual, oftalmoplegia, manifestacées neuroparaliticas
sdo caracteristicos de manifestacdes sistémicas (BRASIL, 2017).

As principais atividades de importancia clinica conhecidas sao: neurotéxica,
miotoxica e coagulante (tabela 3). O veneno crotalico possui svPLA2 que formam um
complexo da crotoxina, uma neurotoxina responsavel pelo maior sintoma clinico de
envenenamentos crotalicos na América do Sul (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010).
Além da svPLA:2, a espécie Crotalus (Rattlesnakes), contém outras duas familias de
enzimas hematotoxicas: hialuronidases (svH), metaloproteases (scMP) (BRAUD et
al., 2000; XIONG E HUANG, 2018). Embora svH sejam reportadas na literatura, ha
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pouca informacdo sobre as mesmas (CEVALLOS et al.,, 1992; BORDON et al.,
2012).

A acdo miotoxica causa lesdbes em fibras musculares esqueléticas,
principalmente as do tipo | (rabdomidlise) com liberagdo de enzimas e mioglobinas
para 0 soro e posteriormente secretadas pela urina. A acdo coagulante é causada
por enzimas do tipo trombina que conversem fibrinogénio em fibrina, podendo levar
a incoagulabilidade sanguinea completa ou parcial (BRASIL, 2017; FERNANDES,
2008).

A fim de minimizar os efeitos clinicos decorrentes dos venenos em pacientes
acometidos por acidentes ofidicos, antivenenos sdo desenvolvidos a partir de

anticorpos para neutralizar a toxina desses animais.

1.5. Estrutura dos anticorpos (imunoglobulinas)

Casos de envenenamentos severos e letais, considerados 6 horas apos a
mordida, estdo, geralmente, associados a atraso no tratamento através da
soroterapia (BRASIL, 2017). Mesmo que a peconha circulante sistémica seja
neutralizada pelo antiveneno, este ndo se aplica as lesdes locais causadas pelo
acidente; por isto é importante que haja um progndstico eficiente, principalmente
entre as populacdes pobres (SPILLER et al., 2010).

Para que seja eficiente e para que haja o menor risco de reagcOes adversas, a
indicacdo do soro heterélogo, o qual contém anticorpos (imunoglobulinas) (Figura 5)
capazes de neutralizar o veneno, para tratar acidentes ofidicos deve obedecer
principios basicos. Deve ser considerada as seguintes premissas: a especificidade
em relacdo ao animal agressor; a presteza (rapidez) na administracdo; a dose
suficiente, calculada pela sua capacidade neutralizadora em mg; a dosagem unica,
ou seja, ndo parcelar o total a ser administrado; doses iguais para adultos e criangas
(AZEVEDO-MARQUES et al., 2003; BRASIL, 2017).

Apoés estudos com soro separado de sangue de cavalos imunizados, 0s
anticorpos demonstram ser moléculas ativas importantes clinicamente para a acao
terapéutica do antiveneno; consequentemente, imunoglobulinas ou fragmentos
destas (F(ab’)2) purificadas do soro comegaram a serem utilizadas ao invés do soro
bruto (POPE, 1939a; 1939b) (Figura 6).



Figura 5. As cinco principais classes de anticorpos (imunoglobulinas): IgA, IgD, IgE, IgG e IgM.
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Figura 6. Tipos de fragmentos de anticorpos. llustracdo de um anticorpo IgG completo na parte de
cima da figura e os vérios tipos de fragmentos que podem ser obtidos a partir dele na parte de baixo
da figura. CH — Cadeia pesada constante; CL — Cadeia Leve constante; IgG — Imunoglobulina; Fab —
Fragmento de ligacdo do Antigeno; scFV — Fragmento de cadeia varidvel; VH — Cadeia pesada

variavel; VL — Cadeia Leve variavel.
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Fonte: (NELSON, 2010).

Os métodos de purificacdo foram introduzidos para reduzir a frequéncia de

reacdes do soro antiofidico removendo o fragmento Fc da IgG, prevenindo assim a

ativagcdo do complemento e talvez reduzindo a intensidade da formag&o do

complexo imunoldgico responsavel pelas reacdes tardias do soro antiofidico (doenca

do soro). Por 60-70 anos, os fragmentos de imunoglobulina (F(ab’)2) tém sido
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amplamente utilizados. No entanto, a agregacdo de proteinas antiveneno, e ndo a
ativacdo do complemento mediada por Fc, foi cada vez mais identificada como uma
das principais causas das reacdes do antiveneno. Assim, uma questao critica na
seguranca do antiveneno provavelmente reside nas caracteristicas fisico-quimicas
dos antivenenos e ndo exclusivamente no tipo de moléculas neutralizantes que
constituem a substancia ativa. Também é importante assegurar que as metodologias
atuais para produzir antivenenos fornecam uma margem de seguranca suficiente
com relagdo ao risco de transmisséo de zoonoses (WHO, 2010).

A rapida eliminagdo de alguns antivenenos terapéuticos (por exemplo, quando
sdo utilizados fragmentos Fab) levou a recorréncia de envenenamento em
pacientes. No entanto, a escolha de preparar IgG ou fragmentos especificos parece
depender do tamanho e da toxicocinética da(s) principal(es) toxina(s) dos venenos.
Os anticorpos bivalentes de grande massa molecular relativa (Mr) (fragmentos IgG e
(F(ab’)2) podem ser eficazes para a neutralizacdo completa e prolongada de toxinas
intravasculares (por exemplo, enzimas pro-coagulantes) que apresentam uma meia-
vida longa em pacientes envenenados. Os fragmentos de IgG monovalente, como
Fab, podem ser mais apropriados contra neurotoxinas de baixa massa molecular,
gue sdo rapidamente distribuidas aos seus alvos teciduais e sdo rapidamente
eliminadas do corpo do paciente (GUTIERREZ et al., 2003).

1.6. Aplicacfes de biossensores na clinica

Atualmente o uso de metais nobres tem mostrado um grande avango em
diversas pesquisas que utilizam sistemas elétrico-Optico e materiais semicondutores
(NIELSEN et al., 2013), materiais cataliticos (SUN e XU, 2012), diferentes formas de
administracdo de medicamentos e agentes biologicos de imagem (KANG et al.,
2013) e biossensores (SAGLE et al., 2011).

Os biossensores evoluiram consideravelmente nos ultimos 50 anos de
pesquisa na area; trazendo grandes contribuicbes ndo s6é no ambito académico
como também para a industria. Suas diversas aplicacdes na ciéncia sdo capazes de
melhorar a qualidade de vida da populacdo (BHALLA et al., 2016). Alguns exemplos
séo: deteccdo de biomarcadores para cancer (JOLLY et al., 2015; FORMISANO et
al., 2015), qualidade, valor nutricional e seguranga em alimentos (SHARMA et al.,
2015; VAN et al., 2010), poluicdo ambiental (VAN et al., 2010, GAVRILESCU et al.,
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2015), descobrimento de novas drogas (BHALLA et al., 2015), detec¢cao de agentes
biolégicos (PADDLE, 1996), saneamento basico, epidemiologia (YANG et al., 2015).

Em relacdo aos casos de acidentes ofidicos, a maioria dos pacientes picados
por serpentes ndo sdo acompanhados apds serem liberados do hospital, muito mal
sabem dos cuidados que devem ser tomados em relacdo ao acidente ofidico.
Embora algumas patologias do envenenamento por serpente desaparecam dentro
de poucos dias, alguns outros efeitos patologicos podem se estender por meses ou
anos (HERATH, 2012; JAYAWARDANA, 2018). Portanto, devido a falta de
acompanhamento clinico desses pacientes, efeitos a longo prazo sao pouco
conhecidos.

O tratamento adequado depende da habilidade de reverter os quadros
clinicos sistémicos como, por exemplo, coagulopatia, hemorragia, choque
hipotensivo, entre outros (CALVETE et al., 2009; NUNES et al., 2009). Estudos
utilizando modelos animais tém demonstrado que manifestacdes locais ndo séo
neutralizadas efetivamente através da terapia com soro antiofidico (AVILA-AGUERO
et al., 2001; LOMONTE et al.,, 2009). Estudos recentes, como o de Nunes et al
(2019), demonstram que fracbes do veneno da Jararaca-da-seca (Bothrops
erytromelas) ndo sdo neutralizadas pelo soro antiofidico anti-botropico (SAB)
disponivel, haja vista que o veneno desta Bothrops ndo esta incluido para a
fabricacdo do SAB.

A fim de tornar esses efeitos menos nocivos aos pacientes acometidos a este
tipo de agravo, busca-se, a partir do desenvolvimento de novas tecnologias como,
por exemplo, o desenvolvimento de aparelhos diagnosticos de deteccdo rapida,
biossensores, diminuir o erro sobre a administracdo de soro antiofidico. Novas
solucdes tecnoldgicas para a prevencao de doencas e o rapido diagnostico sao
exploradas com alta prioridade, devido a uma demanda dos sistemas de salude em
diversos paises, a fim de reduzir substancialmente o tempo e 0s custos com
pacientes. E valido ressaltar que também ha a necessidade de deteccéo rapida e
efetiva de toxinas em amostras clinicas, alimentos e ambientais.

Testes de diagndsticos para identificacdo de espécies responsaveis pelo
envenenamento Sao raros ou nao existem, e o tratamento depende principalmente
da administracéo de antivenenos que n&o cobrem todas as serpentes venenosas de

regides especificas (DHANAMMA JAGLI, 2014). Dessa maneira, fica claro que, o
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desenvolvimento de testes rapidos de identificagdo podera reduzir a taxa de de

mortalidade e morbidade decorrente dos envenenamentos ofidicos.

1.6.1. Biossensores

Nanoparticulas de metais nobres, geralmente compostas por ouro, prata,
cobre e aluminio, tém-se provado bastante funcionais desde o século 4 A.D., com a
invencdo do copo de Lycurgus (Figura 7); a principal caracteristica que o difere de
outras ligas metalicas é a sua composicdo de Au e Ag, e também sua habilidade de
converter a energia de fotons existentes (luz) em uma oscilacdo de elétrons coletiva
(JAIN et al., 2006).

Figura 7. O copo de Lycurgus.

Fonte: Britsh Museum, disponivel em ancientpages.com. Acesso Junho de 2019.

O copo de Lycurgus € um artefato Romano antigo, feito com particulas de
ouro e prata, a partir de um vidro dicroico que muda de cor quando recebe luz.
Quando a luz atravessa o corpo do copo ela se transforma de uma cor verde opaca
para um vermelho translicido. E demonstrado, assim, que o conhecimento sobre
nanoparticulas metalicas vem sendo usada ha muito tempo (BRITSH MUSEUM,
2019)%.

Hoje, o uso de metais nobres tem mostrado um grande avanco em diversas
pesquisas relacionadas a elétrico-Optico e materiais semicondutores (NIELSEN et
al., 2013), materiais cataliticos (SUN E XU, 2012), sistema de entrega de drogas e

! Disponivel em ancientepages.com. Acesso em Junho de 2019.
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agentes biolégicos de imagem (KANG et al, 2013) e biossensores (SAGLE et al.,
2011).

Historicamente, o primeiro biossensor, propriamente dito, foi desenvolvido por
Leland C. Clark Jr em 1956 para a deteccdo de oxigénio, ficando conhecido por “O
eletrodo de Clark” (CLARK E LYONS, 1962; HEINEMAN E JENSEN, 2006).
Contudo, para que o desenvolvimento daquela ferramenta fosse possivel outros
cientistas contribuiram cientificamente como demonstrado na tabela 4.

Apés descobertas como essas, demonstradas na tabela 4, outros
biossensores foram aprimorados e desenvolvidos como, por exemplo, sensores
eletroquimicos (LI et al., 2011; XU et al., 2017; TAO et al., 2019; GHASEMI et al.,
2019), opticos (WANG et al., 2019; THAMM et al., 2018; PAN et al., 2019; PAN et
al., 2018), piezoelétricos (YAN et al., 2019; QING et al., 2019).

Tabela 4. Evolugéo cientifica para a o desenvolvimento de um biossensor efetivo.

Autor Contribuicao Ano Referéncia

M. Cremer | Demonstrou que a concentragdo de um acido 1906 (CREMER, 1906)
em um liquido é proporcional ao potencial
elétrico que estéa entre localizado no lado

oposto da membrana de vidro

Sgren P. L. Introducéo do conceito de pH 1909 (HUGHES, 1922)
Sgrensen
Griffin e Processo de imobilizacdo enzimatica atravésa 1916 (GRIFFIN E
Nelson adsorcéo da enzima invertase em carvao NELSON, 1916;
ativado, com a retencdo de sua atividade NELSON E
catalitica. GRIFFIN, 1916)
W.S. Eletrodo para medicdo do pH 1922 (HUGHES, 1922)
Hughes
Leland C. Primeiro biosenssor 1956 (HEINEMAN E
Clark Jr JENSEN, 2006)
Updick e Desenvolvimento de um biosenssor no qual 1967 (UPDICK E HICKS,
Hicks detecta corrente gerada pela oxidacao do 1967a; 1967b)

perdxido de hidrogénio (H.0,), este um
produto gerado quando a glicose oxidase
cataliza a reacéo de glicose e oxigénio.
Guilbault e Biossensor potenciométrico para a deteccéo 1969 (GUILBAULT E

Montalvo de ureia MONTALVO, 1969)
Yellow Primeiro biossensor comercial 1975 (YOO E LEE, 2010)
Spring

Instruments

Fonte: Adaptado de Bhalla et al., (2016).

Sensores sdo aparelhos que respondem a estimulos quimicos ou fisicos e

produzem sinais detectaveis (LIGLER E TAITT, 2002). Para isto, um sensor contém
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alguns componentes essenciais: um analito alvo, bioreceptor, transdutor, unidade
processadora de sinal e um display (LIU et al., 2010; BHALLA et al., 2016). Podem
ser de deteccédo direta em que a interacdo biologica € medida, onde ha uso de um
ligante ndo catalitico como receptores celulares e anticorpos, ou detec¢do indireta
em que ha o uso de anticorpos fluorescentes marcados ou elementos cataliticos,
como enzimas (MEHRVAR E ABDI, 2004; PATHAK et al, 2007a). Uma

representacdo esquematica de um biossensor pode ser encontrada na Figura 8.

Figura 8. Respresentacé@o esquematica de um biosenssor basico contendo um receptor bioldgico, um

transdutor e um processador de dados.
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Fonte: (Modificado de ABU-SALAH, 2015).

No sistema de reconhecimento encontra-se a parte que faz contato com o
analito de interesse e produz um sinal. Varios sdo os componentes bioldgicos que
possuem potencial para serem usados em sistemas de biossensores como enzima,
anticorpo, acido nucleico, proteinas entre outros (PATHAK et al., 2007b; LEE et al.,
2008). O transdutor age como uma interface medindo a mudanca fisica e quimica
gue ocorre na reacdo com 0 bioreceptor, transformando essa energia em um
produto mensuravel, como massa, carga, luz ou calor (PATHAK et al., 2007b; LEE et
al., 2008). Por ultimo, a unidade processadora filtra e amplifica o sinal traduzido
transferindo para um monitor ou armazenando-o em alguma memaria (RAITERI et
al., 2002; PATHAK et al., 2007b)
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Dependendo da natureza do reconhecimento do analito os biossensores
podem ser de dois tipos: i) de bioafinidade, dependentes da ligacdo seletiva do
analito-alvo ao ligante preso a superficie e ii) bioanaliticos, onde uma enzima
imobilizada é utilizada para o reconhecimento do substrato alvo (WANG, 2000).

Biossensores tém aperfeicoado a qualidade de analise de ferramentas
convencionais, tém elimidado procedimentos demorados e 0 uso de reagentes muito
caros, aléem de serem ferramentas analiticas de baixo custo. Como ferramentas
portateis, de baixo custo, faceis de operar, os biossensores tém uma vantagem
guando comparados a certos tipos de instrumentos analiticos utilizados
regularmente (YANG et al.,, 2008; NAYAK et al.,, 2009). O desempenho de um
biosenssor é, geralmente, determinado por técnicas de imobilizacdo e possui
caracteristicas béasicas que devem ser observadas como seletividade,
reproducibilidade, estabilidade, sensitividade e linearilidade, esta Ultima, é um
atributo do biosenssor que mostra com acuracia a resposta medida. Otmizacédo
dessas propriedades refletem diretamente no desempenho do biosensor (BHALLA et
al., 2016).

1.6.2. Biossensores baseados no Fendbmeno de Ressonancia de Plasmons de
Superficie - Surface Plasmon Ressonance (SPR)

Diversos biossensores estdo sendo desenvolvidos e aplicados em varias
areas como em analises biomédicas e ambientais. Sensores de Microbalanco de
Cristais de Quartz (QCMB) (SKLADAL, 2016) e sensores de Superficie de Plasméns
de Ressonancia (SPR) (CAUCHETEUR et al., 2015), por exemplo. Sendo este
altimo uma alternativa interessante na elaboracdo de equipamentos analiticos
portateis para a deteccao de substratos (SCHASFOORT; TUDOS, 2008).

A implementacdo do método de deteccdo desenvolvido a partir do sensor
SPR é a de medicdo direta, sem a utilizagdo de marcadores, com o objetivo de
detectar ligacbes especificas de um antigeno com o0 anticorpo correspondente,
através do aumento da espessura da massa da camada de deteccao na placa pelo
sensor SPR, isto se deve a interacdo antigeno-anticorpo. Quanto mais sensivel e
especifico for a interagcdo entre o antigeno e o anticorpo mais determinante é a
sensibilidade e a seletividade do imunossensor, assim como a possibilidade de
regeneracdo (LOUREIRO, 2014).
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Dentre os diversos sensores, 0 sensor SPR é bastante reconhecido devido
sua alta sensitividade, auséncia de marcadores que possam interferir na
conformacdo da macromolécula utilizada, e, também, a deteccdo que pode ser feita
em tempo real (FARKA et al., 2017; PAN et al., 2019). Neste tipo de biossensor, as
variacdes no indice de refracdo (RIU) da luz, que incide no sistema de leitura, séo
utilizadas para detectar substancias biologicas de interesse. A precisao tipica de um
sistema optico é imensamente elevada (107 RIU) que, quando associada a
seletividade da reacdo que ocorre entre antigeno-anticorpo, tem-se reconhecido
como uma 6tima alternativa para o reconhecimento de diversas substancias
biolégicas patoldgicas, ou ndo, a saude humana (MCDONNELL, 2001).

O desenvolvimento de uma aplicacao pratica e uso comercial do fenémeno de
ressonancia de ondas de plasmon de superficie, deu-se na década de 70 com um
trabalho de Kretschmann e Kroger (1975). Neste mesmo ano, estes mesmos
autores, descobriam que as SPRs poderiam ser excitadas em cima de uma pelicula
de prata depositada sobre um substrato de vidro, por uma luz sendo refletida pela
interface no sentido vidro/prata. Este tipo de estudo permitiu a confeccdo de
elementos necessarios para a excitacdo e deteccdo, a partir do sensoriamento.

De acordo com Barreto-Neto et al. (2016), um biossensor SPR (Figura 9) é

caracterizado da segunte forma:

possui uma fonte luminosa (monocromaica ou policromatica) gera feixes
luminosos que sdo colimados, convergidos, etc., por componentes Opticos
adequados. O sinal resultante atinge o biochip SPR, que consiste no substrato
Optico e no filme fino metélico. Anexo a essa camada, ha a camada de
biorreconhecimento ou a biocamada, que corresponde ao material bioldgico que
sera imobilizado no filme fino de ouro e também a substéncia sob andlise (analito)
que sera detectado (ligado ao elemento biolégico imobilizado). Ha ainda
elementos de aquisi¢cdo, processamento e visualizagdo dos dados provindos do
detector 6ptico (camera CCD ou espectdbmetro, para o caso em que 0 angulo de
incidéncia O varia e o comprimento de onde é constante — AIM; ou para o caso em
que o comprimento de onda varia e o angulo 6 é mantido constante — WIM)
(BARRETO-NETO et al., 2016)
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Figura 9. Esquema representando um sensor SPR.
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Fonte: (BARRETO-NETO et al., 2016).

Os sensores SPR sdo sensiveis a mudancas de indice de refracdo em sua
superficie, isto tem sido usado bastante na biomedicina, monitoramento do meio
ambiente e diversas areas industriais, visto que sdo ferramentas poderosas para
especificar e caracterizar parametros estaticos de macromoléculas ou
nanoparticulas, também dindmicos durante a interagdo entre macromoléculas, como
por exemplo entre proteina/proteina, proteina/DNA, receptor/droga entre outros
(NGUYEN et al., 2015). As principais aplicagdes de sensores SPR estdo na
identificacdo de moléculas ou nanoparticulas e também na analise fisica da
interacdo biomolecular, como também na medicdo de algumas grandezas fisicas
como, por exemplo, umidade e temperatura (HOMOLA et al., 1999; YAO et al.,
2015).

1.6.3. Principios dos sensores Opticos SPR

Para os sensores SPR a realizacao da quantificacdo do analito de interesse é
dado por medidas do indice de refragdo, ou seja, quantidade de luz absorvida,
propriedades fluorescentes das moléculas ou a partir de um meio de transducéo
guimico-optico (BRECHT e GAUGLITZ, 1995). Este efeito de ressonancia de
plasmoéns de superficie € uma oscilagdo da carga longitudial, ao longo da interface
de dois meios com constantes dielétricas de sinais opostos, onde um é um metal e
outro, um dielétrico (PISARCHICK et al.,1992; GREEN et al., 2000).

A escolha do metal é crucial, pois este deve exibir comportamento de elétrons
livres. Os metais mais adequados sao prata, cobre, ouro e aluminio, dentre os quais
a prata e o ouro sdo os mais utilizados (RICH et al., 2000; STEINER et al., 1999).
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Para a excitacdo da superficie de plasma foram desenvolvidos dois sistemas
experimentais para acoplamento de prismas, um por Otto, em 1967, e outro por
Kretshmann (KRETSCHMANN, 1975). Contudo, a configuracdo de refletancia total
atenuada desenvolvida por este Ultimo é mais utilizada nos instrumentos de SPR
(HOMOLA et al., 1999; GREEN et al., 2000) devido a simplicidade de sua
fabricacdo, baseada na prévia disposicdo de filme fino de metal sobre o prisma
(SANCHEZ, 2013).

Segundo Carvalho (2003) a configuracdo de refletancia Kretschmann,
demonstrado na Figura 10, processa-se quando a luz polarizada atravessa 0 meio
Optico denso e alcanca uma interface entre este meio e um meio de densidade
optica menor e é refletida de volta para o meio mais denso. Mesmo que a luz
incidente seja totalmente refletida internamente, um componente desta radiacéo
penetra na interface do meio menos denso até a distancia de um comprimento de
onda, 1A. Em um angulo de incidéncia em que o vetor de onda do plasma (Ksp) é
igual ao vetor de onda do campo evanescente (Kev), parte da radiagdo acopla com
elétrons livres oscilantes (plasma) no filme metalico, ocorrendo, entdo, o efeito de
ressonancia de plasma de superficie. Consequentemente, ocorre uma perda da luz
incidente para o filme metalico, que resulta na reducéo da intensidade da luz que é
refletida, podendo ser detectada como um arranjo bidimensional de fotodiodos.

Dispositivos SPR geralmente utilizam uma fonte de luz monocromética p-
polarizada e a interface entre os dois meios opticamente densos € coberta por um fio
metélico fino de espessura menor que um comprimento de onda da luz
(CARVALHO, 2003).
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Figura 10. Configuracéo de Kretchmann. (a) Distribuicdo do campo elétrico em superficie plasmdnica
na interface plana de um metal dielétrico e (b) visualizacdo da ressonédncia de um plasma de

superficie utilizando um prisma para a producdo da onda evanescente.
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Fonte: Adaptado de Wang e Fan (2016)

1.6.4. Célula microfluidica em sensor SPR

O sistema microfluidico (Figura 11) € composto pelo canal microfluidico, por
onde sera passado o analito (proteina), uma fonte de luz polarizada, um prisma, uma
superficie formada por uma fina camada metalica (ouro, prata, cobre), acoplado a

uma célula polimérica e um sensor Optico para medir a intensidade da luz refletida.

Figura 11. Sistema microfluidico.
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43

O chipe polimérico é coberto com um filme fino de ouro puro de 50nm de
espessura, descrito por Thirstrup et al. (2004). A alteracdo de massa na superficie
sensora altera o angulo de ressonancia, este € monitorado, em tempo real, de forma
ndo invasiva, sendo proporcional a alteracdo em massa da ligacdo antigeno-
anticorpo pelo sensor éptico. Este sinal obtido € processado e o registro dos dados é
feito através de um sensograma, este indica 0 monitoramento do indice de refracao
(RIU) pelo tempo, para cada etapa de adsorcdo de substancias que ocorrem na
célula de fluxo do sensor (WANG E FAN, 2016). Um exemplo pode ser observado
descrito na Figura 12.

Figura 12. Sensograma. Quando ha interacéo, o sistema tende ao equilibrio, apés uma lavagem ha
dissociacdo dos ndo ligantes e, consequentemente, o sistema retorna ao estado original.

=2 Equilibrio
= $o%
Dissociacao
Associacdo Pyt

Regeneragao
YYY XYY
Imobilizacao
Tempo

Fonte: Adaptado de WANG E FAN (2016).

1.6.5. Imobilizacéo de anticorpos

Ha uma ampla variedade de estudos envolvendo biosensor SPR que
envolvem cinética de adsorcao-dessorcdo, proteina-ligante, receptor-ligante, entre
outros (MAKARAVICIUTE E RAMANAVICIENE, 2013). Na utilizagcdo da
espectometria de SPR dos biossensores, 0 analito pode ser imobilizado sobre a
superficie do metal por adsorcdo direta ou por um acoplamento indireto através de
uma matriz de carboximetildextrana, hidrogel a base de dextrana sobre o metal
(O’SHANNESSY et al.,, 1992; ADAMCZYK, 2000; MOHSENI et al., 2016). A
sensibilidade do SPR aumenta com a camada hidrofilica, protegendo o metal da
adsorcao de proteinas ndo especificas e permitindo a regeneracdo da superficie. A
interacdo entre um analito com uma espécie imobilizada altera o indice de refracdo
da interface metal-solugcdo (MAYER E HAFNER, 2011; BINGHAM et al., 2012).
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A técnica SPR permite ainda a quantificacdo de espécies que estédo
interagindo. Para proteinas de 20 KDa (interleucina, por exemplo), ha um limite de
deteccdo que é de 10® mol.L? (CARVALHO et al.,, 2003). A andlise de fluidos
biol6gicos é restrita para concentracdes nesta ordem de grandeza. Contudo, ha
estudos que visam melhorar o limite de deteccdo da SPR (UNSER et al., 2015). Ha
cada vez mais estudos envolvendo a imobilizacdo de proteinas de baixo peso
molecular sobre monocamadas auto-organizadas. Estudos nesta area sao
importantes para que se tenha conhecimento da cinética das ligagfes bioespecificas
de proteinas em superficie (CARVALHO et al., 2003).

A habilidade de ligacdo dos anticorpos a alvos especificos em interfaces
sélidas € a caracteristica mais importante de diversos ensaios de diagndsticos
terapéuticos in vitro e in vivo. A atividade de anticorpos imobilizados, ou seja,
anticorpos capazes de se ligar especificamente a seus alvos a partir do seu
fragmento de ligacdo de anticorpos (Fab), estes sdo (ou devem ser) acessiveis, em
relacdo a sua orientagcdo na superficie, e biologicamente ativos, com uma
conformacéo molecular que possua uma baixa constante de dissociacdo (Kq) para a
molécula alvo (SAHA et al., 2017).

A atividade do anticorpo imobilizado varia de acordo com as diferentes
técnicas de imobilizacdo e que anticorpos que possuem os dominios Fab mais
acessiveis exibem uma atividade mais eficaz do que aqueles que sdo imobilizados
aleatériamente (LIN et al. 2009; SONG et al., 2012; JOSHI et al., 2013).

Dois caminhos podem ser seguidos para a preparacdo da superficie de um
imunosensor: imobilizacdo aleatéria e imobilizacdo direcionada (MARQUES, 2013).
Este trabalho se baseia na imobilizacdo direcionada de fragmentos de anticorpos
(F(ab’)2) utilizando pontes dissulfidicas proveniente de soro antiofidico em uma
superficie de ouro.

Diversas técnicas vém sendo utilizadas a fim de determinar a atividade,
acessibilidade e orientacdo de anticorpos imobilizados em superficies planares
como, por exemplo, microscopia de forca atdmica (IIJIMA et a., 2012) reflexdo de
néutrons (XU et al.,, 2006a), elipsometria espectroscopica (XU et al, 2006b) e

espectrometria de massa (WANG et al., 2004).
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Figura 13. Orientagéo de anticorpos em uma superficie planar. Dimensdes e espécies quimicas alvos

importantes na adsorcgao.
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Fonte: (WELCH et al. 2017).

De modo geral, a adsorcdo de moléculas de anticorpo em um imunosensor é
uma técnica de preparacao bastante simples, um dos principios que pode ser usado
para este propdsito é a determinacdo de quais dominios sao fisicamente acessiveis
na superficie de ouro. A adsor¢ao na superficie pode se dar na orientacdo end-on ou
head-on (Fab-up ou Fab-down), referindo-se ao IgG que é adsorvido a partir de uma
de suas pontas. Side-on, quando o anticorpo se liga a superficie deixando apenas
uma das duas regides de ligacdo ao antigeno acessivel e, por dltimo, flat-on ou
lying-on, quando o IgG se “deita” na superficie impossibilitando a ligacédo de
gualquer antigeno (WISEMAN e FRANK, 2012) (Figura 13).

A imobilizacdo de fragmentos Fab’ foi proposta primeiramente por Jimbo e
Saito (1988). Vikholm (2005) propés um método de imobilizacdo com fragmentos
Fab’ em uma superficie de ouro denominado self-assembling para aplicagdo em
sensores SPR. H& descrito na literatura este mesmo método para diversos outros
tipos de sensores como, por exemplo, calorimétrico (WEI et al., 2010) e
eletroquimico (GHASEMI et al., 2019).

Para este tipo de imobilizacdo a adsorcdo é feita a partir de fragmentos de

anticorpos, utilizando-se das pontes dissulfidricas presentes no mesmo ap6s uma
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digestdo enzimatica. Essas pontes estéo localizadas no ponto de articulacdo entre
as cadeias pesadas do anticorpo e sdo responsaveis pela manutencdo da estrutura
do anticorpo, podendo ser clivada em pontos especificos de acordo com a enzima

digestiva utilizada, gerando diversos tipos de fragmentos (Figura 11).

Figura 14. Representacdo esquematica de métodos de imobilizacdo direcionada de anticorpos IgG.

W #F W
W& W P
I= * W oo
Flab')z Fab'  svFy  Mefade
anticorpo

Fonte: Autor.

Os fragmentos de anticorpos representados acima possuem sua regiao de
ligacdo ao antigeno representada em azul, as ligacbes contendo enxofre
representadas em vermelho, estas, ligadas a superficie de ouro (amarelo).

Devido sua extrema importancia a satde humana, € necessario mais estudos
sobre estrutura e funcéo dos anticorpos do que qualquer outra molécula (DANILOVA
E AMEMIYA, 2009). Como mostrado anteriormente, por exemplo, estudos
descrevem a digestao enzimatica na obtengdo de fragmentos F(ab’)2 (Fragmento
dimérico unico), que possuem a capacidade de se ligar com antigenos (MALEKI et
al.,, 2017; NASIRI et al., 2017). F(ab’). é preferencialmente escolhido na utilizagao
clinica devido a sua baixa taxa de imunogenicidade e sua rapida atividade biol6gica
(WANG et al., 2010). Esses fragmentos pode ser usados no tratamento de
evenenamentos, em imunoterapias para influenza e como agente radio-
imunoterapeutico em leucemia (MALEKI et al., 2013; MALEKI et al., 2014; MALEKI
et al., 2016; SADEGHI et al., 2018).

A producédo desses fragmentos puros € uma etapa fundamental em pesquisas
médicas, tratamento e diagndstico para auto-suficiéncia do pais (VALEDEKARIMI et
al., 2018).
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL
Método para o desenvolvimento de um biosensor SPR para deteccdo de

envenenamento ofidico.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar analito, se antigeno ou anticorpo, para a adsorcado em sensor
de fenbmenos de Ressonancia de Plasmos de Superficie (do inglés
Surface Plasmon Resonance — SPR);

e Determinar a detec¢cdo em concentracdo minima diluida dos venenos;

e Determinar a detec¢cdo em concentracdo minima diluida do antiveneno;

e Verificar em tempo real as diferencas existentes entre 0s venenos

estudados.
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3. METODOLOGIA

3.1. Local de estudo

Os ensaios inerentes a pesquisa foram realizados no Laboratorio de
Biossensores, localizado no Departamento de Engenharia Elétrica da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG), a 136km de distancia do Campus | da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), situada em Jodo Pessoa, capital do

estado da Paraiba (Figura 15).

Figura 15. Mapa mostrando as cidades onde se localizam as instituicdes responséveis pela pesquisa.

Em vermelho a UFCG — Campina Grande e em marrom a UFPB — Jodo Pessoa.

Il Campina Grande
B Jozo Pessoa

Fonte: Autor

3.2. Amostras

3.2.1. Peconhas — ou venenos

A classificacdo taxon6mica das serpentes utilizadas neste estudo esta
descrita na figura 16.

Foram utilizadas amostras de veneno bruto da serpente da espécie Bothrops
erythromelas (VBery), figura 17, cedidas pelo Museu Vivo Répteis da Caatinga,
localizado no municipio de Puxinana, regido metropolitana de Campina Grande,
Paraiba. Também, foi utilizado veneno bruto liofilizado de Crotalus durissus terrificus
(VCrot), cedido pelo Instituto Vital Brazil, localizado no estado do Rio de Janeiro,
Brasil.
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Figura 16. Classificagdo taxondémica dos espécimes utilizados neste estudo. A -
Representante do género Bothrops, conhecida popularmente como Jararaca. B — Representante do

género Crotalus conhecida popularmente como Cascavel.

Reino: Animalia A
Filo: Chordata
Classe: Reptilia
Ordem: Squamata
Subordem: Ophidia
Superfamilia: Colubroidea (revisado por Pyron et al. 2013)
Familia: Viperidae
Subfamilia: Crotalinae
Género: Bothrops

Espécie: Bothrops erythromelas P g B

Filo: Chordata
Classe: Reptilia
Ordem: Squamata
Subordem: Ophidia
Superfamilia: Colubroidea (revisado por Pyron et al., 2013)
Familia: Viperidae
Subfamilia: Crotalinae
Género: Crotalus
Espécie: Crotalus durissus terrificus

Fonte: Autor.

Figura 17. Extrag&o do veneno de B. erythromelas.

Fonte: Autor.

3.2.2. Soro Antibotropico (SAB) e Soro Anticrotalico (SAC)

SAB - Origem: Doacdo da Secretaria de Saude do Estado de Pernambuco.
Lote: 165110. Fabricacdo:12/2016.

SAC - Origem: Doacéo da Secretaria de Saude do Estado de Pernambuco.
Lote:170022 Fabricacdo: 12/2016.
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3.2.3. Diluicado das amostras
Todas as diluicbes feitas para a realizacdo dos ensaios com 0S SOros
antiofidicos (SAB e SAC) e os venenos (Bothrdpico e Crotalico) estao discriminadas

no Apéndices | e Il desta dissertagéo.

3.3. Descricdo do método proposto

Cada medicéo se inicia condicionando a superficie do sensor a uma solucéo
tampéo adequada, Tampéao Fosfato Salino (PBS), a fim de melhorar a qualidade da
ligagdo como também minimizar a perda de ligantes pela mudanca de conformacéao
entre o ligante e a superficie do sensor, neste caso a glicoproteina IgG modificada
do soro antiofidico.

Para este trabalho, utilizou-se um imunossensor SPR (Figura 18), em que, na
superficie de ouro (Figura 10), podem ser imobilizadas diversas macromoléculas
(Figura 11). Este tipo de sistema é capaz de detectar eventos de ligacfes a niveis
moleculares com um limite de detec¢do de 10"mol.L%, unicamente pelo aumento da
espessura da camada, ou cobertura de massa, que se origina a partir da interacao
entre o componente imobilizado e o analito.

Utilizou-se apenas uma monocamada formada pela interacdo dos fragmentos
de anticorpos IgG com o filme metalico.

Para a limpeza de todo o material e utilizagcdo em todos reagentes e amostras
utilizadas para os ensaios, foi utilizada agua ultra pura do ultrapurificador de agua
Milli-Q Direct Water Purification System®.

Durante os ensaios a temperatura foi mantida estavel, 22 °C, com variacéo de
+0,2 °C.

A taxa de fluxo da admissdo do analito foi definida em 160uL/min, e as
condigbes do fluxo laminar foram mantidas constantes. O sistema microfluidico
compreendeu um volume de 7uL. O tamanho do sitio de sensoriamento foi de 1mm?,
localizado no centro do fluxo laminar. O tempo do sistema de resposta e da
resolucéo temporal foi de 2 segundos, amplamente limitado e definido pela aquisicéo
e processamento de dados a partir de um software (LABORDE et al., 2013).

A limpeza da superficie do chipe de ouro € crucial para manter a
reproducibilidade dos resultados. Todas as etapas e ciclos de limpezas foram feitas
e as condi¢des da superficie do chip controladas e verificadas pelas caracteristicas

associadas ao sensor SPR, de acordo com Laborde et al. (2013). A leitura em tempo
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real, foi feita pelo programa CobiSoft da empresa VIR Biotechnology®, previamente
instalado. Os calculos matematicos para a construcdo do modelo utilizado podem

ser observados no trabalho de Laborde et al. (2013).

Figura 18. Biossensor.

Fonte: Autor

3.4. Descricao dos experimentos
A descricdo do método pode ser visualizada na Figura 19. As amostras ja
preparadas sao adicionadas ao sistemas passando por um fluxo gerando por uma

bomba peristéltica e entdo descartadas.

Figura 19. Descricdo do método

i

Amostras Benha — Célula de fluxo
peristéltica
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|

hd \

Transdutor de sinal

Residuo

PC ou microcontrolador

Fonte: Autor
Os experimentos foram realizados seguindo 0s seguintes critérios basicos de
limpeza, como:
1. Apo6s a limpeza adequada, utilizando-se de &gua ultrapura, etanol (p.a.),

hipoclorito (0,5%), na superficie do sensor, a agua é bombeada através do
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sistema microfluidico e o sinal € gravado pelo medido acoplado ao sistema
SPR;
Em seguida, o fluxo € interrompido;

3. E selecionada, entfo, a solucéo contendo PBS e o fluxo é retomado, a fim de
preparar a superficie para a etapa seguinte, o tempo de saturagdo méaxima do
PSB no ouro, onde, este atinge o equilibrio, como demonstrado na figura 15,
€ de aproximadamente 30 segundos;

Novamente, o fluxo é interrompido;

Escolhe-se, entdo, o ligante que sera adicionado (neste caso, anticorpos
F(ab’)2 purificados do soro). O fluxo é retomando, agora, fez-se como que 0s
ligantes atinjam o equilibrio, este pode ser alcancado em aproximadamente
280 segundos;

6. O fluxo é novamente interrompido. Escolhe-se o tampdo PBS, retorna-se o
fluxo, para que haja uma lavagem em que as macromoléculas excedentes
sejam lavadas e fique apenas as que estdo imobilizadas no chipe;

7. O fluxo é interropindo, o analito é selecionado e adicionado retomando o
fluxo; a partir dai pode-se observar, em tempo real, a interagédo entre o analito
e o ligante. Mais uma vez o fluxo é interrompido, adiciona-se PBS retomando
o fluxo para lavar as moléculas excedentes de analito, ou seja, as que por
alguma eventualidade n&do se ligaram aos anticorpos, para que figuem no
sistema apenas as que interagiram;

8. Os ensaios sao repetidos, com diferentes concentragdes, das amostras, para

a obtencao dos resultados e seguinte analise dos mesmos.

3.5. Analise dos resultados

A andlise dos resultados obtidos se deu através da visualizacdo em tempo
real da adsor¢cdo dos componentes no imunossensor, bem como a andlise dos
valores do indice de refracédo fornecidos, em tempo real, pelo biossensor.

Todos os dados foram lidos pelo programa CobiSoft VIR Biotechnology®.

Para todas as andlises dos ensaios foram considerados os valores descritos
como sendo os referentes a média aritmética dos ensaios, feitos em triplicata, para a
deteccédo do indice de refragdo gerado pela imobilizagdo dos anticorpos no sensor, a
interacdo entre os anticorpos ja imobilizados e o analito, este, introduzido no sistema

a partir do sistema micro-fluidico descrito no tépico 1.6.3 desta dissertacdo. Os
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valores obtidos séo referentes a diferenca entre o indice de refracdo medido apos a
lavagem (remoc&o do material bioldgico ndo adsorvido ou nao ligado) que é feita

com PBS para remover o0 excesso de nao ligantes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Andlise dos sistemas microfluidicos com adsorcédo na superficie de
deteccéo

Ha possibilidade de interagdo entre o analito e o imobilizado com os diversos
tipos de adsorgéo j4 demonstrados nas Figuras 13 e 14 na superficie do sensor; 0s
resultados encontrados sugerem que os fragmentos de IgG utilizados para
imobilizagdo no imunosensor (F(ab’)2), mostraram, qualitativamente, um anranjo de
maior parte das moléculas imobilizadas com uma orientacdo onde o impedimento
estérico ndo é significativo, ou seja, maior parte dos anticorpos provavelmente se
imobilizaram com seus dominios de ligacdo expostos, isto se deve aos resultados de
associacado observados ao longo dos ensaios; ja que, para a orientacdo lying-on e
fab-down a ligacdo entre antigeno e anticorpo € impedida devido a um bloqueio
estérico das moléculas, corroborando estudos como o de Joshi et al. (2013) e Ruiz
et al. (2019), por exemplo.

Os ensaios possuem um desempenho analitico que € conduzido,
principalmente, a partir da densidade depositada e orientagdo dos anticorpos
imobilizados, estudos demonstraram que a capacidade de ligacdo antigeno-
anticorpo esta correlacionada a quantidade de dominios Fab acessiveis (JOSHI et
al.,, 2013; SAHA et al., 2014; SAHA et al., 2017), consequentemente ha uma
constante busca a fim de se encontrar um método de imobilizacdo otimizado
(PAROLO et al., 2013; VAN DER HEIDE E RUSSELL, 2016; MUSTAFAOGLU et al.,
2017)

Diversos grupos de estudos descreveram a capacidade de ligacdo de
antigeno a fragmentos de B-hCG IgG. Xu et al. (2006) descreveram que a taxa de
ligacdo do antigeno diminuia com o aumento da cobertura na superficie, apdés uma
etapa de blogueamento com BSA, ou seja, had no processo de interagdo entre as
moléculas um impedimento estérico quando a superficie esta totalmente coberta.
Resultados similares foram descritos por Wang et al (2008), sugeriram que para uma
baixa cobertura a orientacéo de B-hCG IgG €, em algum ponto, end-on ou side-on ja
gue uma cobertura formada com orientacdo flat-on ndo permitiria a interagcdo do
antigeno apods a etapa de bloqueio com BSA (WISEMAN E FRANK, 2012).

A metodologia de adsorcéo direta utilizada para a realizagado deste trabalho
corrobora com um estudo realizado por Siriwardana et al. (2013), que demonstrou a

possibilidade de multiplas ligacbes Cys-Au para IgGs. Isto leva a uma alta afinidade
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e interagdo, e, ainda, a um conjugado mais estavel do que o que € permitido por
ligacbes covalentes que contam com linkers que se ligam através de uma Unica
porcao tiol (SIRIWARDANA et al., 2013).

Uma outra caracteristica importante a ser considerada € a utilizacdo de um
pH que garanta um impacto maior na correta orientagdo na hora da imobilizacao dos
anticorpos na placa de ouro. Segundo Ruiz et al. (2019), o pH tem um impacto na
orientacdo de um anticorpo adsorvido, tendo o pH 7,5 demonstrado uma melhor
capacidade de ligagdo do antigeno e, neste mesmo pH, formado uma melhor
cobertura no ouro. Nosso trabalho utilizou no sistema a solugdo tampao PBS com
pH de 7,3, que se aproxima das condi¢cdes 6timas para a formacdo da monocamada
e ligacao do antigeno, mostrando-se eficaz nos ensaios.

Além do pH, interferéncias fisicas também devem ser levadas em
consideracdo para que haja uma acuracia nos resultados observados. De acordo
com Bart et al. (2009), a temperatura ambiente em que 0s ensaios estdo sendo
realizados possui influéncia na formacédo de camadas que séo sintetizadas a partir
de sistemas microfluidicos. Com isto em mente, este trabalho foi realizado com a
preocupagdo na manutengado e estabilidade da temperatura e pH no momento da
realizacdo dos ensaios, que se manteve constante em todos os ensaios realizados.

A manutencdo da temperatura € feita a partir do acondicionamento do
biossensor em uma sala com o arcondicionado mantido sempre ligado, o pH é
mantido a partir da aplicacdo da solucao tampédo através do sistema microfluidico

sempre antes de iniciar as etapas de adsor¢ao dos anticorpos no chipe de ouro.

4.2. Determinacdo da concentracdo minima de soro antiofidico para

imobilizac&o na superficie de ouro no sistema SPR

Para este ensaio (Figura 20), considerou-se a concentracdo diluida do
veneno de Bothrops a 1:7500 como sendo uma concentracao ideal em que haveria
uma leitura 6tima para a analise da interacdo entre do soro e o0 analito no sensor.
Levando-se em consideracdo a concentracdo minima ja pré-estabelecida, descrita

no tépico 4.3 desta dissertacao.
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Figura 20. Determinagdo da concentragdo minima de soro antiofidico. Diferentes concentracdes de
soro para uma mesma concentracdo de veneno. A concentracdo de veneno escolhida e considerada
ideal para detecgéo de sinal pelo sensor SPR para a realizacdo deste ensaio foi de 1:7500. Foram
utilizadas trés concentracdes de soro, sendo elas 1:10000, 1:1000, 1:100.
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Fonte: Autor.

Uma determinada proteina, ou outra molécula, € capaz de se ligar ao ouro a
partir de diversas interagcdes molécula-superficie (OZBOYACI et al., 2016a; 2016b),
logo, para a andlise da interacdo entre o soro e a superficie metalica levou-se em
consideracdo esta capacidade que as proteinas possuem de se ligar ao ouro por
porcdes com enxofre, carboidratos, por exemplo.

Testou-se, entdo, uma mesma concentracdo de veneno para diferentes
concentragdes de soro; com isto, observou-se que na concentracao de soro 1:10000
o indice de refracdo para a ligagdo do veneno nos anticorpos imobilizados foi de
5,2x103, por outro lado, para imobilizagéo do soro no chipe foi feita uma deteccéo de
0,8x103. Para as seguintes concentracdes de 1:1000 e 1:100 se seguiu 0 mesmo
critério de observacdo, mostrado na Tabela 5. No entanto, a medida em que é
observado m aumento na concentracdo do soro, a curva que indica a ligacdo do
soro na placa aumenta, aumentando 6 vezes da primeira concentragéo (1:100) para
a segunda (1:1000), e, 9 vezes da segunda para a terceira concentracédo (1:100).
Além do aumento da curva do soro, observa-se um efeito oposto sobre a curva do

veneno, em que ha diminui¢cdo na leitura do RIU.
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Tabela 5. Valores obtidos, de indice de refracdo, para diferentes concentra¢gdes do soro antiofidico a
uma concentracao fixa de veneno ofidico.SAB — Soro Anti Botropico; VenB — Veneno Botrépico.

Reagente/Concentragdo | 1:10000 1:1000 1:100 Unidade
SAB 0,8x107 6,8x107 15,4x107 RIU
VBery 5,2x107 4,5x103 1,0x1073 RIU

Fonte: Autor

Pode-se afirmar que, para as concentracdes de 1:10000, 1:1000, 1:100 de
SAB, observou-se uma deteccdo decrescente de 5,2 x103, 4,5 x102 e 1,0 x10° do
veneno pelo biossensor, respectivamente. Entende-se que para uma baixa
concentracdo de soro, ndo ha formacdo de uma monocamada completa no chipe;
guando se adiciona 0 veneno, este, aléem de se ligar a pequena quantidade de
anticorpos que foram imobilizados na camada do metal, na condicdo de ser um
complexo proteico e também possuir grupos quimicos capazes de se ligar na placa
de ouro, o veneno também se liga nos espacos que nao foram preenchidos pelos
anticorpos do soro, fazendo com que haja uma deteccdo maior para a mesma
concentracéo do veneno.

A capacidade de ligacdo do sensor depende da densidade do material que
estd sendo adsorvido na superficie de ouro, estudos com proteinas G (KIM et al.,
2012) demonstraram que a densidade na superficie do sensor deve ser
suficientemente alta para se obter uma 6tima capacidade de ligacdo do sensor, no
entanto, a0 mesmo tempo, ndo tao alta, a fim de evitar a redugcéo da sensitividade
do sensor causada por efeitos estéricos.

Levando-se em consideracdo o estudo feito por Kim e colaboradores, para
este estudo considerou-se a diluicdo do soro de 1:100 como sendo a concentracao
Otima para que as leituras fossem realizadas. Os possiveis efeitos estéricos que
podem ser considerados, sdo reduzidos na etapa de lavagem, em que h& remocéao
dos componentes que ndo sao adsorvidos.

A partir da determinacdo da concentracdo minima e 6tima de soro para a
adsorcao na placa de ouro, todos os ensaios subsequentes foram feitos seguindo o
mesmo padréo, incluindo os ensaios feitos com SAC.



58

4.3. Determinacdo da concentracdo minima de veneno ofidico para

imobilizacdo na superficie de ouro no sistema SPR

Para a determinacdo da concentracdo minima foi levado em consideragcao
estudos como o de Young et al. (2002) que levantaram questdes sobre a
mensuracdo de veneno por serpentes, e Schandel et al. (2019) que afirma que, a
regulacdo, ou modulacao, da quantidade ou composicao do veneno secretado é feita
de acordo com o contexto ecolégico no qual vive o animal. Essa regulacdo da
guantidade de veneno injetado € referida na literatura como venom metering
(MORGESTERN; KING, 2013). Para Hayes (2008), na mensuracao, deve-se levar
em consideracao, a capacidade cognitiva de tomada de decisdes das serpentes. Em
alguns casos ocorre também “picadas secas”, ou dry bites do inglés, que sdo muito
comuns em casos de animais pegconhentos como serpentes, escorpides, aranhas
(SILVEIRA E NISHIOKA, 1995; NISANI E HAYES, 2011; NELSEN et al., 2014).

Mensurar a quantidade de veneno presente no sangue do paciente é
raramente avaliado clinicamente, no entanto, isto tem sido observado em alguns
estudos de acidentes ofidicos. Diversas técnicas tém sido desenvolvidas para a
detecgcdo de veneno de serpentes e antigenos em amostras bioldgicas, entre elas
destaca-se Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e RadiolmunoAssays
(RIA) (SANHAJARIYA et al., 2018). Estes testes, sao testes caros e que utilizam
marcadores fluorescentes. Os testes realizados com o0 imunossensor de
Ressonancia de Pladsmons de Superficie (SPR), apresentados nesta pesquisa,
poderdo fornecer aos hospitais e pacientes um diagndstico rapido, seguro, label free
e em tempo real.

Conquanto o teste ELISA mostre bons resultados, alguns casos de reacao
cruzada podem ocorrer em espécies de serpentes filogeneticamente proximas
(THEAKSTON, 1983; SELVANAYAGAM; GOPALAKRISHNAKONE, 1999). O limite
de deteccédo para veneno de serpente com ELISA é reportado na literatura com
valores entre 0.1 pug/L e 20 pug/L (ALLEN et al., 2012; AUDEBERT et al., 1993; GUO
et al., 1993; HANVIVATVONG et al., 1997; KHIN et al., 1984; SANO-MARTINS et al.,
2001; BARRAL-NETTO et al., 1991; KULAWICKRAMA et al., 2010; O'LEARY et al.,
2006; SJOSTROM et al., 1996). Em nosso trabalho o limite de deteccao € de até 10
" RIU; para 5 pg/L de veneno diluido em PBS, a partir desta concentracéo, foram

feitas diluicbes seriadas de 1:100 até 1:12500, os resultados demonstram a
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sensibilidade do sensor de detectar o veneno de Bothrops erythromellas diluido em
até 1:10000 partes do valor inicial, ou seja, valores que variam de 102 a 10° RIU;
garantindo assim um diagnostico mais efetivo.

Como observado na Figura 21 e Tabela 6, para uma concentracdo de
1:12500 de veneno nao houve leitura significativa no biossensor. Inicialmente uma
leitura de 0,27x103 para o veneno, contudo apés lavagem com PBS a diferenca
entre 0 adsorvido e o lavado € zero. Logo, embora haja uma resposta minima
detectada inicialmente, quando ha a etapa da lavagem, todo o contetdo do veneno

gue aparentemente interage com o soro, € removido.

Figura 21. Determinacao da concentracdo minima de veneno ofidico. A diluicdo de veneno utilizada
foi de 1:12500, a fim de verificar a detec¢éo na adsorcéo.
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Fonte: Autor.

Tabela 6. Valores obtidos, de indice de refracdo, para o veneno a uma concentracdo de 1:12500. A
média “zero” significa que embora haja uma detecgéo inicial, apos a lavagem com PBS todo o veneno
foi removido. Deslocamento® - Deslocamento inicial referente aos valores em RIU da figura em
destaque.

Reagente Deslocamento® Média do Deslocamento Unidade
SAB ---- 10,25x103 RIU
VBery 0,27x10° Zero RIU

Fonte: Autor.
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A Figura 22, traz consigo a concentragdo minima necessaria para que haja
deteccdo pelo biossensor, esta, uma concentracdo no valor de 1:10000, é
minimamente capaz de ser adsorvida no chipe e, entdo, detectada. A interacédo entre
o veneno diluido e o soro resultou em uma deteccéo, apds a lavagem, de 1,19 x103
RIU, demonstrado na Tabela 7.

Figura 22. Determinagdo da concentracdo minima de veneno ofidico. A diluigdo de veneno utilizada

foi de 1:10000, a fim de verificar a detec¢éo na adsorcéo.
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Tabela 7. Valores obtidos, de indice de refracdo, para o veneno & uma concentragdo de 1:10000.
Deslocamento® - Deslocamento inicial referente aos valores em RIU da figura em destaque.

Reagente Deslocamento® Média do Deslocamento Unidade
SAB ---- 1,33 x10°3 RIU
VBery 1,08x10°% 1,19x10°3 RIU

Fonte: Autor.

Levando-se em consideracao as condic¢des fisiol6gicas e ecoldgicas nas quais
a serpente pode se encontrar na hora em que for deflagrado o acidente ofidico,
guanto maior o limite de detecgcao para menores concentragdes do veneno circulante
no organismo o sistema de deteccdo possa oferecer, melhor e mais preciso sera o
diagnostico para a administracao correta do antiveneno.

Por conseguinte, para 0os ensaios com veneno crotélico e soro anti-crotélico,

0S mesmos valores padroes foram adotados e determinados para O veneno
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botrépico e soro anti-botropico. Considerou-se que as duas serpentes pertencem a

mesma subfamilia e que a anélise do veneno poderia ser feita seguindo 0s mesmos

parametros. Os resultados obtidos corroboram com esta afirmacéao.

4.4. Analise do sistema microfluidico com a ligacdo do veneno de

Bothrops ao soro SAB imobilizado na superficie de ouro

Andlise do veneno da serpente Bothrops erythromelas, diluido a uma

concentragéo de 1:10000 diante ao soro SAB imobilizado no chipe de ouro.

Assim como demonstrado na Figura 22, a Figura 23, juntamente com a

Tabela 8, demonstram que, para uma concentracao de 1:10000 de veneno diluido é

possivel haver uma deteccao significativa a partir do sensor SPR. Para este ensaio,

observou-se uma deteccdo de 0,06x x102 RIU de veneno diluido.

Figura 23. Detec¢do do veneno de Bothrops erythromelas & uma concentragdo de 1:10000.
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Tabela 8. Valores obtidos, de indice de refracdo, para o veneno a uma concentracdo de 1:10000.

Deslocamento® - Deslocamento inicial.

Reagente Deslocamento® Média do Deslocamento Unidade
SAB 2.23x103 2,0x103 RIU
VBery 1.18x103 0,06x10 RIU

Fonte: Autor
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Andlise do veneno da serpente Bothrops erythromelas, diluido a uma

concentracdo de 1:5000 diante ao soro SAB imobilizado no chipe de ouro.

Em concentracdo de 1:5000 o veneno mostrou uma leitura, também,
significativa para o sensor 6ptico. Neste ensaio, o indice de refragdo obtido apds a
lavagem foi de 0,93 x10-2 RIU (Figura 24, Tabela 9).

Também foram feitas analises para as concentracdes de 1:7500, 1:2500 e

1:1000, todas estas mostram-se efetivas na a deteccao a partir do biossensor SPR.

Figura 24. Detecc¢do do veneno de Bothrops erythromelas & uma concentragéo de 1:5000.
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Tabela 9. Valores obtidos, de indice de refracdo, para o veneno a uma concentragdo de 1:5000.

Deslocamento® - Deslocamento inicial referente aos valores em RIU da figura em destaque.

Reagente Deslocamento® Média do Deslocamento Unidade
SAB ---- 1,33 x10° RIU
VBery 1,43x10°® 0,93x103 RIU

Fonte: Autor.
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4.5. Andlise do sistema microfluidico com a ligacdo do veneno Crotalico
ao soro SAC imobilizado na superficie de ouro

Andlise do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus, diluido a uma

concentracéo de 1:5000 diante ao soro SAC imobilizado no chipe de ouro.

Diferente do que é observado para o veneno de B. erythromelas, para a
concentracéo de 1:5000 de veneno de C. d. terrificus ndo houve leitura significativa
pelo sensograma (Figura 25). Inicialmente ha uma leitura de 0,8x10-3 para o veneno,
contudo apés lavagem com PBS a diferenca entre o adsorvido e o lavado é zero
(Tabela 10). Logo, embora haja uma resposta minima detectada inicialmente,
guando h& a etapa da lavagem, todo o conteudo do veneno que aparentemente
interage com o soro, é removido.

Logo, pode-se afirmar que a concentragdo minima de veneno crotélico
detectavel para o biossensor ndo € a mesma para o veneno botrépico. Foram feitos
testes com concentragdes menores que 1:5000 a fim de confirmar a deteccéo

minima.

Figura 25. Deteccéo do veneno de Crotalus durissus terrificus a uma concentragédo de 1:5000.
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Tabela 10. Valores obtidos, de indice de refracé@o, para o veneno a uma concentracéo de 1:5000. A
média “zero” significa que embora haja uma detecgéo inicial, apos a lavagem com PBS todo o veneno

foi removido. Deslocamento® - Deslocamento inicial referente aos valores em RIU da figura em

destaque.

Reagente Deslocamento® Média do Deslocamento Unidade
SAC ---- 1,91 x10°% RIU
VCrot 0,08x103 Zero RIU

Fonte: Autor.

Andlise do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus, diluido a uma

concentracgdo de 1:2500 diante ao soro SAC imobilizado no chipe de ouro.

Em concentracdo de 1:2500 o veneno mostrou uma leitura significativa para o
sensor optico. Neste ensaio, o indice de refracdo obtido apos a lavagem foi de 0,34
x102 RIU (Figura 26, Tabela 11).

Figura 26. Detecc¢do do veneno de Crotalus durissus terrificus a uma concentragdo de 1:2500.
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Fonte: Autor.

Tabela 11. Valores obtidos, de indice de refrac@o, para o veneno a uma concentracao de 1:2500.

Deslocamento® - Deslocamento inicial referente aos valores em RIU da figura em destaque.

Reagente Deslocamento® Média do Deslocamento Unidade
SAC ---- 2,22 x103 RIU
VCrot 0,5x107 0,34x103 RIU

Fonte: Autor.



65

Das concentracdes analisadas, apenas a de 1:2500 mostrou-se detectavel ao
biosensor. Esta diferenca na concentracdo minima detectavel entres os dois
venenos analisados, pode ser devido as diferencas especificas do veneno de cada
espécie e a sua interacdo molecular com o SAB. Embora todas as condi¢des
necessarias para a formacdo da monocamada e ligagdo do analito ao anticorpo
imobilizado tenham sido seguidas de maneira precisa, deve ser levado em
consideracdo que o veneno aqui utilizado foi um veneno liofilizado, quando
comparado como veneno de Bothrops em que foi utilizado um veneno bruto.

No processo de liofilizagdo hd um dano térmico minimo para as proteinas, ja
gue todo processo é feito a temperatura abaixo de 30°C (MOSHARRAF et al., 2007,
WANG, 2000a). Contudo, o processo envolve desestabilizacdo de forcas inerentes a
proteina que pode desnatura-las (KADOYA et al.,, 2010; TANG e PIKAL, 2005)
levando-as a diferentes niveis de estresse (ABDUL-FATTAH et al. 2007a; 2007b).
Sabe-se que o processo de liofilizagcdo faz com que o produto liofilizado perca toda
agua em sua estrutura; sugere-se, entdo, que a utilizacdo de veneno liofilizado
possa de alguma forma interferir na interagéo entre o sitio de ligacdo do anticorpo e
0 antigeno, muito provavelmente devido a uma mudanga estéreo-quimica do veneno
crotalico liofilizado.

Mecanismos de estabilizacdo de proteinas em estado solido e os efeitos da
liofilizacdo tém sido mostrado em estudo como os de Chang e Pikal (2009) e lyer et
al. (2016).

Embora a concentracdo de veneno a ser detectado seja um pouco maior do
gue para o veneno botrépico, o sensor € capaz de manter seu padrdo de leitura e
acuracia.

Sao necessérios mais estudos com a imobilizacdo desta peconha para
determinar, de fato, a concentracdo minima necessaria a ser detectada por um
sensor SPR e, também, sua interagdo com a imunoglobulina adsorvida. Ainda,
sugere-se que para estudos futuros seja utilizada peconha bruta nao liofilizada a fim

de haver uma melhor resposta do imunosensor SPR.
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Andlise do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus, diluido a uma

concentracdo de 1:1000 diante ao soro SAC imobilizado no chipe de ouro.

Na concentracdo de 1:1000 o veneno mostrou uma leitura significativa para o
sensor 6ptico. Neste ensaio, o indice de refragdo obtido apds a lavagem foi de 0,78
x10° RIU (Figura 27, Tabela 12).

ConcentracBes maiores também foram testadas para visualizar a dinamica da
iteracdo entre o adsorvente, adsorbato e analito. Consequentemente, quanto maior a
concentracdo, melhor e maior é a caracterizacdo da ligagdo em tempo real pelo
Sensor.

Figura 27. Deteccao do veneno de Crotalus durissus terrificus a uma concentracao de 1:1000.
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Fonte: Autor.

Tabela 12. Valores obtidos, de indice de refragdo, para o veneno a uma concentracdo de 1:1000.

Deslocamento® - Deslocamento inicial referente aos valores em RIU da figura em destaque.

Reagente Deslocamento® Média do Deslocamento Unidade
SAC ---- 3,0 x103 RIU
VCrot 1,05x103 0,78x10° RIU

Fonte: Autor.
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4.6. Andlise da interacdo cruzada entre o veneno inespecifico para o
soro imobilizado - SAC vs VBery

Andlise do veneno da serpente Bothrops erythromelas, diluido a uma

concentracdo de 1:10000 diante ao Soro AntiCrotalico (SAC) imobilizado no chipe de
ouro.

Embora sejam espécies da mesma familia, pode-se observar que héa
diferenca significativa na interacdo entre as moléculas dos venenos e 0 soro
correspondente, uma vez que, construtivamente, estes dois venenos
especificamente sdo bastante diversos. O veneno botrépico se liga especificamente,
ao SAB, com uma boa deteccdo pelo sensor a uma concentracdo minima de
1:10000 (Figuras 20 e 21), enquanto que o0 mesmo veneno quando interage com o
soro inespecifico ndo ha leitura significativa; apés a lavagem todo o veneno é
removido (Figura 28, Tabela 13).

Figura 28. Ligacdo cruzada entre soro anticrotalico (1:100) e veneno botropico na concentracdo de
1:10000.
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Tabela 13. Valores obtidos, de indice de refracdo, para o veneno a uma concentragdo de 1:10000. A
média “zero” significa que embora haja uma deteccao inicial, apds a lavagem com PBS todo o veneno

foi removido. Deslocamento® - Deslocamento inicial referente aos valores em RIU da figura em

destaque.

Reagente Deslocamento® Média do Deslocamento Unidade
SAC ---- 6,60 x10°3 RIU
VBery 0,24x103 Zero RIU

Fonte: Autor.

Andlise do veneno da serpente Bothrops erythromelas, diluido a uma

concentracdo de 1:5000 diante ao Soro AntiCrotélico (SAC) imobilizado no chip de
ouro.

Assim como demonstrado para a concentracdo de 1:10000, os valores
obtidos na diluicdo de 1:5000 ndo mostraram leitura significativa apos a lavagem
com PBS (Figura 29, Tabela 14). Mais uma vez, houve uma deteccdo inicial da
interacdo do veneno com o0 soro, porém, seus componentes foram removidos apés a

lavagem.

Figura 29. Ligacéo cruzada entre soro anticrotalico (1:100) e veneno botropico na concentracdo de
1:5000.
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Tabela 14. Valores obtidos, de indice de refracé@o, para o veneno a uma concentracéo de 1:5000. A
média “zero” significa que embora haja uma detecgao inicial, apds a lavagem com PBS todo o veneno

foi removido. Deslocamento® - Deslocamento inicial referente aos valores em RIU da figura em

destaque.

Reagente Deslocamento® Média do Deslocamento Unidade
SAC ---- 6,26 x10°3 RIU
VBery 0,24x103 Zero RIU

Fonte: Autor.

Ha componentes especificos no veneno de Bothrops que ndo séo
neutralizados na presenca do soro anticrotalico, isso faz com que haja um
comportamento diferente deste veneno quando colocado frente a um antiveneno
inespecifico; esta diferenca € fundamental no momento da diferenciacdo entre os

dois venenos pelo biosensor.

Analise do veneno da serpente Bothrops erythromelas, diluido a uma

concentracdo de 1:2500 diante ao Soro AntiCrotalico (SAC) imobilizado no chip de
ouro.

A partir da diluicdo de 1:2500, percebeu-se uma deteccdo do veneno pelo
biossensor (Figura 30). A deteccdo do biosensor a partir desta concentracdo se da
pelo fato da similaridade filogenética entre os espécimes estudados. Ao longo do
processo evolutivo, as serpentes, a partir de processos caracterizados pela evolugao
como cladogénese, anagénse, mutacdo, devira genética, desenvolveram e
evoluiram suas toxinas, logo, caracteres apomorficos e plesiomérficos foram
desenvolvidos, com isso as toxinas passaram a se divergir em suas classes, e
apresentar acdes fisioldégicas espécificas e/ou compartilhadas. Essa leitura obteve
uma valor de indice de refracdo de 0,5x103 RIU apds a lavagem (Tabela 15).
Contudo, pode-se concluir que a diluicdo minima necessaria para que haja deteccéo

do veneno botrépico frente ao SAC imobilizado é de 1:2500.



Figura 30. Ligacao cruzada entre soro
1:2500
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anticrotalico (1:100) e veneno botrépico na concentracéo de
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Fonte: Autor.

de refracdo, para o veneno a uma concentragédo de 1:2500.

Deslocamento® - Deslocamento inicial referente aos valores em RIU da figura em destaque.

Reagente Deslocamento® Média do Deslocamento Unidade
SAC ---- 9,81 x103 RIU
VBery 1,0x10°3 0,5x103 RIU

Fonte: Autor.

Anélise do veneno da

serpente Bothrops erythromelas, diluido a uma

concentracdo de 1:1000 diante ao Soro AntiCrotélico (SAC) imobilizado no chip de

ouro.

E importante ressaltar que a detecgdo observada, mesmo sendo um

antiveneno inespecifico para o veneno, é fundamentada, como mostra a Figura 16,

pela filogenia dos espécimes em

estudo.

Na concentracdo de 1:1000 o veneno mostrou uma leitura significativa para o

sensor Optico. Neste ensaio, o indice de refracdo obtido apés a lavagem foi de 1,3
x102 RIU (Figura 31, Tabela 16).
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Figura 31. Ligacao cruzada entre soro anticrotalico (1:100) e veneno botrépico na concentracéo de
1:1000
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Tabela 16. Valores obtidos, de indice de refracéo, para o veneno a uma concentracdo de 1:1000.

Deslocamento® - Deslocamento inicial.

Reagente Deslocamento® Média do Deslocamento Unidade
SAC ---- 11,29 x10°3 RIU
VBery 2,1x10°3 1,3x10°% RIU

Fonte: Autor.

4.7. Analise da interacdo cruzada entre o veneno inespecifico para o
soro imobilizado - SAB vs VCrot (Veneno Crotélico)

Andlise do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus, diluido a uma

concentracdo de 1:10000 diante ao Soro AntiBotropico (SAB) imobilizado no chip de
ouro.

Apés a estabilizacdo do PBS (pés lavagem do SAB), o indice de refracéo foi
de 4,27x103 RIU, ponto no qual foi adicionado o veneno, a partir deste ponto houve
apenas decaimento dos valores subsequentes do RIU, seguidos de 4,10x102 (o
ponto consideravel de estabilidade da curva do veneno) e pés lavagem do veneno

com PBS a curva caiu para 3,87x103. Logo, de acordo com a leitura do biossensor,
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pode-se afirmar que os valores decresceram, caracterizando, assim, a n&o interacéo

do veneno com o soro (Figura 32, Tabela 17).

Figura 32. Ligacao cruzada entre soro antibotrdpico (1:100) e veneno crotalico na concentracao de

1:10000
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Fonte: Autor.

Tabela 17. Valores obtidos, de indice de refrac@o, para o veneno & uma concentragdo de 1:10000.

Neste caso, a média “zero” significa que ndo houve detecgédo. Deslocamento® - Deslocamento inicial.

Reagente Deslocamento® Média do Deslocamento Unidade
SAB ---- 1,96 x10°3 RIU
VCrot Zero Zero RIU

Fonte: Autor.

Este resultado é relevante porque isto mostra que, embora filogeneticamente

similares, a interacdo antigeno-anticorpo, neste caso o fragmento F(ab’) do SAB,

nao é forte o suficiente para manter sua ligacéo, podendo ser caracterizado.

Andlise do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus, diluido a uma

concentracdo de 1:5000 diante ao Soro AntiBotropico (SAB) imobilizado no chip de

ouro.
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Quando comparados aos resultados do VCrot frente ao seu soro especifco,
estes resultados mostram-se semelhantes. Enquanto que para o soro especifico ndo
h& deteccdo a uma concentracdo de 1:5000, o0 mesmo pode ser observado para o
soro inespecifico. Neste caso, haveria dificuldade para determinar o género da
espécie pelos resultados obtidos pelo sensor.

Neste ensaio ndo foi observada deteccdo em tempo real (Figura 33), apés a
lavagem com PBS, a curva continuou a decrescer ndo havendo leitura significativa
em RIU (Tabela 18).

Figura 33. Ligacao cruzada entre soro antibotrépico (1:100) e veneno crotalico na concentracdo de
1:5000
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Fonte: Autor.
Tabela 18. Valores obtidos, de indice de refracdo, para o veneno a uma concentracdo de 1:5000.
Neste caso, a média “zero” significa que embora haja uma detecgéo inicial, ap6s a lavagem com PBS

todo o veneno foi removido. Deslocamento® - Deslocamento inicial.

Reagente Deslocamento® Média do Deslocamento Unidade
SAB ---- 1,96 x10°3 RIU
VCrot 0,02x103 Zero RIU

Fonte: Autor.

Andlise do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus, diluido a uma

concentracdo de 1:1000 diante ao Soro AntiBotrépico (SAB) imobilizado no chip de
ouro.

Neste ensaio foi observada deteccdo em tempo real (Figura 34), apés a
lavagem com PBS, a média em RIU foi de 0,05x102 (Tabela 19).



Figura 34. Ligacdo cruzada entre soro
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antibotrépico (1:100) e veneno crotalico na concentracdo de

PBES

1150

1250 1350 1450 1550
Time [s]
Fonte: Autor.

1650

1750 1850

Tabela 19. Valores obtidos, de indice de refracdo, para o veneno a uma concentracdo de 1:1000.

Deslocamento® - Deslocamento inicial.

Reagente Deslocamento® Média do Deslocamento Unidade
SAB .- 2,25 x103 RIU
VCrot 0,41x1073 0,05x1073 RIU

Fonte: Autor.

Ainda, pensando no diagnostico do paciente através desse método, mesmo

que, inicialmente, houvesse uma dificuldade na hora de identificar em tempo real a

diferenca entre os venenos, o indice de refracdo detectado pode ser levado em

consideracdo. Para SAC x VCrot na concentragdo de 1:1000, obteve-se 0,78x107

RIU, enquanto que SAB x VCrot na mesma concentracéo obteve-se 0,05x10°3.

Vale ressaltar a possibilidade de haver algum efeito estero-quimico devido a

hidrélise do veneno bruto que é feita a fim do melhor acondicionamento da amostra

de veneno.
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Andlise do veneno da serpente C. d. terrificus, diluido a uma concentragédo de

1:100 diante ao Soro AntiBotropico (SAB) imobilizado no chip de ouro.

Para este ensaio foi observada deteccdo em tempo real (Figura 35), apos a
lavagem com PBS, a média em RIU foi de 0,48x10° (Tabela 20). Mesmo para uma
amostra com uma concentracdo consideravelmente elevada de veneno (1:100), a
guantidade de veneno que se liga ao antiveneno imobilizado na placa de ouro é de
0,48x107%, valor ndo tdo alto quando comparado ao SAC x VCrot 1:1000 que é de
0,78x102 e SAB x VCrot 0,05x10°3 na concentracdo de 1:1000.

Figura 35. Ligacao cruzada entre soro antibotropico (1:100) e veneno crotélico na concentracdo de
1:100
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Fonte: Autor.

Tabela 20. Valores obtidos, de indice de refracdo, para o veneno a uma concentracdo de 1:100.

Deslocamento® - Deslocamento inicial.

Reagente Deslocamento® Média do Deslocamento Unidade
SAB ---- 2,93 x103 RIU
VCrot 4,17x103 0,48x103 RIU

Fonte: Autor.

Buscar formas mais rapidas para o tratamento é fundamental, devido a
incapacidade do antiveneno de neutralizar a peconha j4 ligada aos tecidos no
organismo, o soro sO € eficaz se for administrado com bastante antecedéncia a fim
de neutralizar a peconha circulante antes que esta se ligue aos seus alvos no
organismo afetado (RANAWAKA et al., 2013).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A partir do sensor Optico de ressonancia de plasmos de superficie, é possivel
desenvolver um aparelho que seja capaz de discriminar no organismo os diferentes
tipos de venenos de serpentes. As diferencas observadas nos ensaios em
laboratério foram capazes de fornecer informacfes a respeito de qual veneno esta
sendo observado na amostra em analise. Desta forma, o analito, complexo proteico
presente na peconha, podera ser analisado e definido a qual género pertence, 0 que
€ de suma importancia para o direcionamento do tratamento a ser aplicado no
individuo evenenado.

A partir das andlises observadas, pode-se concluir que houve anticorpos
suficientes adsorvidos no filme de ouro, sendo assim detectaveis e capazes de
interagir com o analito.

A partir da anélise em tempo real e dos valores obtidos dos ensaios foi
possivel determinar a detec¢cdo em concentracdo minima diluida dos venenos e do
antiveneno para o estudo em questao.

Em tempo real foi possivel observar diferencas entre as peconhas dos
animais estudados.

Este estudo se mostrou com um grande potencial para a clinica, uma vez que
com os resultados obtidos, ha possibilidade de aplicacdo para o diagnéstico de
pessoas acometidas por acidentes ofidicos. Estudos com outras peconhas podem e
devem ser feitos a fim de melhorar a qualidade dos resultados. Estudos envolvendo
anticorpos monoclonais para proteinas especificas de cada veneno podem garantir

ainda mais a eficacia no diagnéstico.
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ANEXO |

Protocolos clinicos revisados:

O protocolo clinico para acidente por serpente da familia Elapidae, géneros Micrurus
e Leptomicrurus “Coral Verdadeira” esta disponivel em: <
http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2014/marco/13/Protocolo-cl--nico---
Acidente-por-serpente-da-fam--lia-Elapidae.pdf>; acesso em: Julho de 2019.

O protocolo clinico para acidente por aranha do género Phoneutria - “Aranha
Armadeira” esta disponivel em: <
http://portalarquivos2.saude.qgov.br/images/pdf/2014/marco/13/Protocolo-cl--nico---
Acidente-por-aranha-do-g--nero-Phoneutria.pdf>; acesso em: Julho de 2019.

O protocolo clinico para acidente por aranha do género Loxosceles - “Aranha
Marrom” esta disponivel em: <
http://portalarquivos2.saude.qgov.br/images/pdf/2014/marco/13/Protocolo-cl--nico---
Acidente-por-aranha-do-g--nero-Loxosceles.pdf>; acesso em: Julho de 2019.

Todos os demais protocolos clinicos podem ser encontrados no seguinte link:

<http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2014/marco/14/Manual-de-

Diagnostico-e-Tratamento-de-Acidentes-por-Animais-Pe--onhentos.pdf>; acesso em:
Julho de 20109.
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APENDICE |

Diluicdo do soro anti-bothrépico (SAB), para um volume final de 2000ul.

1 2 3
1:100 1:1000 1:10000
20pl de SAB 20041 da solugdo 1 200ul da solugdo 2

7 7

Diluicdo dos Venenos, para um volume final de 2000pul.

1 2 3
1:100 1:1000 1:10000
1980u1 de PBS 1800yl de PBS 1800pl de PBS
20pl de Veneno 200yl da solugéo 1 200ul da solugéo 2
i 2 3 4
1:200 1:500 1:2500 1:5000 1:12500
1990yl de PBS 1200pl de PBS 1600yl de PBS 1800yl de PBS 12001 de PBS
10ul de veneno 800l da solugéo 1 400yl da solugdio 2 200p! da solugéo 2 800pl da solugéo 4

XJ



Célculos:

1/200 x 800/2000 (2/5) = 2/1000 (1/500)
1/500 x 200/2000 (1/10) = 1/5000

1/500 x 400/2000 (1/5) = 1/2500

1/5000 x 800/2000 (2/5) = 2/25000 (1/12500)
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APENDICE |l

Diluicdo da amostra liofilizada de veneno crotélico

Para 100mg de veneno crotalico, utilizou-se 1ml de Agua Ultra Pura.

Agua MilliQ
+ Veneno
Veneno Diluido
B

v
\ O 4



