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RESUMO

Os acidentes ofidicos tém ocorréncia global e sdo considerados como uma doenca
negligenciada. Entre os paises da América do Sul, o Brasil possui o maior indice de
envenenamento por serpentes, 0s quais sdo ocasionados predominantemente por serpentes
do género Bothrops. A auséncia de testes rapidos e seguros capazes de determinar com
precisdo o tipo de envenenamento ofidico € uma problematica local e também mundial.
Diante disso, estudos para o desenvolvimento de sensores que detectam a categoria da
serpente causadora do acidente é crucial para que seja realizada uma administracdo segura
do soro antiofidico, tendo em vista que a soroterapia incorreta causa danos a saude do
paciente. Biossensores sdo aparelhos que possibilitam detectar, medir e amplificar o sinal
resultante de interacdes biologicas. Dentro das classes de biossensores, incluem-se os
biossensores o6pticos baseados na ressonancia de plasmons de superficie, os quais
detectam alteragfes no indice de refracdo proximo a superficie sensora devido a eventos de
ligagdo especificos, como a interagdo antigeno-anticorpo. O presente estudo visa
desenvolver uma metodologia simples para deteccdo de peconha botropica, através da
interagdo com seus anticorpos correspondentes, utilizando um biossensor 6ptico de alta
sensibilidade; investigando a concentragdo minima de peconha a qual o sensor € capaz de
identificar, o tempo final para deteccdo e a ocorréncia ou ndo ocorréncia de reatividade
cruzada. Os ensaios compreenderam um arranjo de trés camadas sobre uma superficie
sensora (formada por uma pelicula de ouro de 50 nm), seguindo a ordem de adicdo: soro
antiofidico, peconha crotdlica e, por ultimo, peconha botr6pica. Foram testadas diferentes
concentracdes de peconha bruta de serpentes do género Bothrops e Crotalus, iniciando pela
concentracdo de 6,784 ug.mL?! até atingir a concentragdo minima detectada pelo
biossensor. A capacidade de ligacdo da peconha ao soro antiveneno (composto por IgGs)
foi investigada em duas concentragdes de soro antiofidico: 5 ug.mL* e 50 ug.mL?. Tanto o
soro antiofidico quanto as peconhas ofidicas foram solubilizados em tampao fosfato salino
(PBS). Os resultados obtidos evidenciaram uma detecc¢do precisa do antigeno de interesse
(a peconha botrépica), o qual foi testado em diferentes concentragdes. O biossensor foi
capaz de detectar a pegonha até uma concentragdo de 0,848 pug.mL?. Além disso, néo foi
detectada interacdo cruzada entre o0 soro antibotropico e a pegonha inespecifica (crotalica).
A deteccdo da peconha especifica (botropica) ocorreu em tempo satisfatério (até 14
minutos). Os resultados fornecem evidéncias de que o biossensor e a metodologia

empregada podem ser considerados um modelo de diagndstico em desenvolvimento.

Palavras-chave: biossensor; Bothrops erythromelas; interacdo antigeno-anticorpo; peconha

de serpente; ressonancia de plasmons de superficie (RPS)



ABSTRACT
Snakebite accidents have a global occurrence and are considered a neglected disease.
Among South American countries, Brazil has the highest rate of snakebite envenomation,
predominantly caused by snakes of the Bothrops genus. The lack of rapid and reliable tests
capable of accurately and quickly determining the type of snakebite envenomation is a local
and global issue. Therefore, studies for the development of sensors that detect the category
of snake causing the accident are crucial for safe administration of antivenom serum,
considering that incorrect serotherapy can harm the patient's health. Biosensors are devices
that enable detection, measurement, and amplification of signals resulting from biological
interactions. Within the classes of biosensors are optical biosensors based on surface
plasmon resonance, which detect changes in the refractive index near the sensing surface
due to specific binding events, such as antigen-antibody interactions. This study aims to
develop a simple methodology for detecting Bothrops venom by interaction with its
corresponding antibodies using a highly sensitive optical biosensor; exploring the minimum
venom concentration the sensor can identify, the final detection time, and the absence or
presence of cross-reactivity. The assays comprise a three-layer arrangement on a sensing
surface formed by a 50 nm gold film, following the order of addition: antivenom serum,
crotalic venom, and finally, Bothrops venom. Different concentrations of crude venom from
Bothrops and Crotalus snake genera were tested, starting from a concentration of 6,784
pg/mL until reaching the minimum concentration detected by the biosensor. The binding
capacity of venom to antivenom serum (composed of IgGs) was investigated at two
concentrations of antivenom serum: 5 pyg/mL and 50 yg/mL. Both the antivenom serum and
snake venoms were solubilized in phosphate-buffered saline (PBS). The results obtained
demonstrated precise detection of the target antigen, Bothrops venom, which was tested at
different concentrations. The biosensor was able to detect the venom up to a concentration
of 0.848 ug/mL. Furthermore, no cross-reactivity was detected between the antibothropic
serum and nonspecific venom (crotalic). Specific venom (Bothrops) detection occurred within
a satisfactory time frame (up to 14 minutes). The results provide evidence that the biosensor

and the methodology employed can be considered a developing diagnostic model.

Keywords: biosensor; Bothrops erythromelas; antigen-antibody interaction; snake venom;

surface plasmon resonance (SPR)
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1 INTRODUCAO

Os envenenamentos ocasionados por serpentes sdo um agravo que pode levar a
morte (WHO, 2023), uma vez que as toxinas presentes na peconha destes animais podem
causar danos de diferentes magnitudes aos sistemas fisiolégicos (Gutiérrez et al., 2017). De
acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2023), 4,5 a 5,4 milhdes de pessoas
sdo picadas por serpentes anualmente. Destes, 1,8 a 2,7 milhdes desenvolvem doencgas
clinicas e 81.000 a 138.000 morrem por complicacdes. Entretanto, devido a subnotificacéo,
a real extensdo e os impactos dos acidentes ofidicos ainda é desconhecido (Silva et al.,
2023; Bravo-Vega et al., 2021). No Brasil, as familias Viperidae (géneros Bothrops e
Bothrocophias, Crotalus e Lachesis) e Elapidae (géneros Micrurus e Leptomicrurus)
compreendem as serpentes pegonhentas de relevancia para a saude publica, e as
serpentes do género Bothrops sao responsaveis pelo maior numero dos acidentes (Brasil,
2023).

As peconhas ofidicas sdo compostas por até 90% de proteinas; algumas familias
dessas proteinas possuem centenas de isoformas (Oliveira et al., 2022). O envenenamento
por serpentes tem o potencial de desencadear paralisia grave (comprometendo a
capacidade de respiracéo), disturbios hemorragicos, danos renais permanentes e danificar
severamente os tecidos locais, resultando em incapacidades irreversiveis e amputagfes de
membros (WHO, 2023). As manifestacdes clinicas de envenenamentos ofidicos variam
conforme a composi¢cdo quimica de cada peconha; envenenamentos por serpentes da
familia Elapidae geralmente induzem manifestacdes neurotoxicas, citotoxicas e
cardiotdxicas, enquanto envenenamentos por serpentes da familia Viperidae normalmente
causam miotoxicidade e hemotoxicidade (Gutiérrez et al., 2017).

Os soros antiofidicos de alta qualidade (que seguem os padrdes adequados de
producdo e sdo submetidos a uma avaliagdo rigorosa antes de serem testados em
pacientes) representam a abordagem terapéutica mais eficiente para prevenir a maioria dos
impactos resultantes do envenenamento ofidico, sendo oficialmente reconhecidos como
medicamentos essenciais pela OMS (WHO, 2023). O éxito da terapia antiveneno depende
do diagndstico correto e precoce da serpente envolvida no envenenamento, dessa forma,
assegurar acesso a diagnésticos rapidos pode promover melhores resultados (Isbister,
2023). A decisdo sobre o soro antiofidico a ser aplicado é baseada nas caracteristicas
clinicas e/ou nas investigacbes disponiveis no ponto de atendimento, como exames
laboratoriais auxiliares (Knudsen et al.,, 2021). Tendo isso em vista, é crucial o
desenvolvimento de testes rdpidos, de alta confiabilidade e especificidade com o intuito de
detectar o tipo de envenenamento para se obter melhor eficacia no tratamento (Isbister,
2023; Maduwage et. al., 2022; de Castafieda et al., 2019).


https://www.nature.com/articles/s41570-022-00393-7#Glos8
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A producdo de biossensores tem contribuido para grandes avancos na area da saude,
dessa forma, ha uma crescente necessidade de desenvolver ferramentas de diagnostico
simples, sensiveis e econbmicas, como 0s biossensores, para detectar eficazmente
doencas (Haleem et al., 2021). Um interesse progressivo na aplicacdo de tecnologias de
sensores para deteccao de serpentes tem sido relatado (Chen et al., 2021). Pesquisadores
tém se dedicado ao desenvolvimento de biossensores capazes de detectar a peconha
ofidica, porém, a aplicacdo desses ensaios em campo ainda permanece incerta devido a
obstaculos como: longo tempo de andlise, ndo reutilizacdo dos chips, equipamentos e
reagentes de alto custo, preparacdo meticulosa do ensaio e necessidade de melhorias na
deteccao (Teja et al., 2018; Puzari e Mukherjee, 2020; Borges et al., 2020).

Os biossensores sdo dispositivos analiticos que tornam os sinais biologicos
mensuraveis através da medicdo de alteragcbes geradas pelas interacfes entre o0s
componentes bioldgicos, convertendo em sinal elétrico (Haleem et al., 2021). Um biossensor
convencional € constituido pelos seguintes elementos: analito, biorreceptor, transdutor,
componentes eletrénicos e sistema de interpretacdo dos resultados (Naresh e Lee, 2021;
Chadha et al., 2022).

Diante da urgente necessidade de desenvolvimento de testes de alta confiabilidade e
sensibilidade capazes de determinar com precisdo e rapidez a ocorréncia de
envenenamento ofidico e o tipo de serpente que causou o acidente, a presente pesquisa
propde desenvolver uma metodologia simples e rapida utilizando um biossensor éptico de

alta sensibilidade para detec¢éo de peconha botrépica (serpente Bothrops).
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Epidemiologia dos acidentes ofidicos

De acordo com Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS), o ofidismo é considerado um
problema negligenciado de saude publica. Anualmente, cerca de 4,5 a 5,4 milhdes de
pessoas sao picadas por serpentes, destes, 1,8 a 2,7 milhdes sofrem implicacbes clinicas e
até 414.000 sdo acometidos por lesBes graves que resultam na perda de membros e em
outras limitacdes permanentes, além disso, 0 numero de 6bitos variam de 81.000 a 138.000
(WHO, 2023). Entretanto, devido a subnotificacdo, os dados registrados ainda estédo longes
dos numeros reais, o que dificulta um parecer mais exato dos impactos dos acidentes
ofidicos e prejudica o delineamento de estratégias para amenizar essa problematica (de
Moraes et al.,, 2021). O baixo registro de casos ocorre por fatores como 0 nhao
comparecimento das vitimas de picada de serpente aos centros de salde, devido as longas
distancias até estes centros e a preferéncia por tratamentos da medicina tradicional, falta de
infraestrutura e caréncia de recursos para coletar dados fidedignos (WHO, 2023b; Williams
et al., 2019).

Os acidentes ofidicos ocorrem principalmente em regifes tropicais e subtropicais
com escassez de recursos voltados a saude (Knudsen et al.,, 2021; Gutiérrez, 2018).
Comunidades rurais desfavorecidas sofrem maior vulnerabilidade ao envenenamento por
serpentes, pessoas que realizam trabalhos agricolas, sejam homens, mulheres e criancas,
estdo mais suscetiveis, além habitantes de paises de baixa e média renda que possuem
moradias precarias e acesso escasso a educacao e saude (Gutiérrez et al., 2017).

No Brasil, os acidentes ofidicos estdo inclusos na lista nacional de doencas de
notificagdo compulsodria, e a caracterizacdo do cenéario epidemiolégico das doengas e
agravos presentes nessa lista se da através das informagdes fornecidas ao Sistema de
Informacéo de Agravos de Notificagdo (SINAN). De acordo com o SINAN, entre 2019 e 2022
foram notificados 121.349 casos de acidentes ofidicos envolvendo humanos, sendo que
964.972 notificacdes tiveram preenchimentos ignorados ou incompletos (Brasil, 2023).

A populacdo da regido Norte é a mais afetada, seguida da regido Nordeste (Brasil,
2023). Os acidentes ofidicos acometeram principalmente pessoas do sexo masculino (em
média 76% dos casos) e a faixa etéria mais atingida por picadas de serpentes foi de 20 a 59
anos (Brasil, 2023), idades estas que compdem a faixa considerada economicamente ativa
(Ciarlini, 2021).
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2.2 Serpentes de importancia médica

Serpentes com o potencial de causar envenenamentos que demandam intervencgao
clinica sdo classificadas como de importancia médica (Fatima e Fatah, 2014). O mapa

apresentado na Figura 1 ilustra a distribuicdo global das serpentes medicamente relevantes.

Figura 1. Abundancia relativa de espécies de serpentes de importancia médica no mundo.

Medically Important
Snake Species

1-3

3 46

=
=
-
=
.
=

Fonte: Organizagdo Mundial da Saude.

A Organizacdo Mundial da Saude classifica as espécies de serpentes peconhentas
em diferentes categorias. Na categoria 1, encontram-se as espécies consideradas de
extrema relevancia médica nos paises onde sdo encontradas, 109 espécies estao incluidas.
Na categoria 2, estdo inclusas pelo menos outras 142 espécies, as quais também possuem
importdncia médica, porém com certo grau de incerteza, devido a falta de dados
epidemiolégicos ou clinicos precisos, ou por estarem menos frequentemente associadas a
casos de envenenamento (WHO, 2019).

A partir da Figura 1 é possivel observar que o Brasil abriga uma diversidade de mais
de 18 espécies de serpentes com relevancia médica, o que ressalta a necessidade
premente de maior atencdo e cuidado no manejo e prevencdo de acidentes envolvendo
estes animais.

As serpentes dos géneros Bothrops e Bothrocophias (conhecidas popularmente
como jararacas), Crotalus (conhecidas popularmente como cascavéis) e Lachesis
(conhecidas popularmente como surucucus), pertencentes a familia Viperidae, bem como as
serpentes do género Micrurus (conhecidas popularmente como cobra-coral), pertencentes a
familia Elapidae, sé@o responséaveis pelos envenenamentos ofidicos no territério brasileiro,

dessa forma, sé@o consideradas de importancia médica no Brasil (Brasil, 2023).
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A Figura 2 mostra a distribuicdo espacial dos acidentes ofidicos no Brasil de acordo

com o género das serpentes.

Figura 2. Distribuicdo espacial dos acidentes ofidicos segundo o tipo de serpente, por Municipio,
Brasil, 2022. A. Numero de acidentes botropicos. B. NUmero de acidentes crotalicos. C. Nimero de

acidentes elapidicos. D. Namero de acidentes laquéticos.
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Fonte: Brasil, 2023.

A partir da Figura 2 é possivel observar que 0s envenenamentos por serpentes
registrados no Brasil sdo causados predominantemente por serpentes do género Bothrops,

e aregido Norte é a mais atingida (Brasil, 2023).
2.3 Composicao da peconha ofidica

A peconha ofidica consiste em uma mistura heterogénea de 20 a >100
componentes, dos quais a maior parte (até 90%) sado proteinas (Oliveira et al., 2022). Essas

proteinas séo classificadas dentro de aproximadamente 30 familias. As principais familias
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sdo: fosfolipase A;, metaloproteinase de veneno de cobra, serina protease de veneno de
cobra, toxina de trés dedos, L-aminoacido oxidase, proteina secretora rica em cisteina,
inibidor de serina protease tipo kunitz, peptideos natriuréticos, lectinas tipo C e
desintegrinas, fator de crescimento nervoso, nucleotidase, fator de crescimento endotelial
vascular, fosfodiesterase, fosfolipase B, hialuronidase, vespryn/ohanin, inibidor de
metaloprotease de veneno de cobra, acetilcolinesterase e cistatina (Tasoulis e Isbister,
2017). Existem familias de proteinas que abrigam centenas de isoformas, as quais podem
apresentar sobreposi¢do funcional ou variagbes em seus efeitos biologicos; ademais,
existem toxinas que agem em conjunto, e suas combinacbes e proporcdes definem a
fisiopatologia do envenenamento ofidico (Oliveira et al., 2022).

A diversidade na composicdo da peconha ofidica € observada tanto entre as
espécies quanto entre individuos da mesma espécie (Tasoulis e Isbister, 2017). Fatores
como idade, sexo, ambiente e disponibilidade de presas podem ocasionar variacdes na
composicao da peconha (Casewell et al., 2020; Oliveira et al., 2022).

Tendo em vista que as familias Viperidae e Elapidae sdo causadoras da maior parte
dos acidentes graves em seres humanos no mundo (Gutiérrez et al. 2017), a Figura 3
apresenta as familias de proteinas que compdem as peconhas das serpentes pertencentes
tanto a familia Elapidae quanto as subfamilias Viperinae e Crotalinae (que constituem a
familia Viperidae), destacando a propor¢do de cada familia de proteina. Os efeitos do
envenenamento por serpentes da familia Elapidae e Viperidae diferem entre si devido a

constituicao distinta dessas peconhas (Figura 3).
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Figura 3. Proporcdes relativas das diferentes familias de proteinas para as peconhas de Elapidae
(esquerda); Viperinae (direita); e Crotalinae (inferior), calculadas em média a partir do numero de
espécies anotadas entre colchetes. PLA , — fosfolipase A 2; SVSP — serina protease de veneno de
cobra; SVMP — metaloprotease de veneno de cobra; LAAO - L-aminoacido oxidase; 3FTx — toxina de
trés dedos; KUN - peptideo de Kunitz; CRiSP - proteina secretora rica em cisteina; CTL — lectina tipo
C; DIS - desintegrina; NP — peptideo natriurético NGF — fator de crescimento nervoso; CYS —

cistatina; VEGF — fator de crescimento endotelial vascular; MVC — componente menor do veneno.
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Fonte: Tasoulis e Isbister (2017).

Em relacdo a concentragdo de peconha no plasma de humanos adultos picados por
serpentes da familia Viperidae, as concentragfes de peconha variam, aproximadamente, de
5 até 1.000 uyg.mL?! apdés o envenenamento. Enquanto a concentracdo de peconha no
plasma de humanos adultos picados por serpentes da familia Elapidae, variam desde 0,1

até 1.100 ug.mL* ap6s o envenenamento (Sanhajariya et al., 2018).
2.4 Manifestacfes clinicas dos envenenamentos ofidicos

As toxinas presentes na peconha de serpentes causam danos de diferentes
magnitudes aos processos fisiolégicos (Gutiérrez et al., 2017). A Tabela 1 apresenta a
sintomatologia resultante do envenenamento ofidico, categorizada segundo o género das

serpentes de importancia médica no Brasil.
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Tabela 1. Sintomatologia dos envenenamentos ofidicos de acordo com o género das serpentes.

Tipo de acidente/
Género

Acidente botrépico
(Bothrops e Bothrocophias)

Acidente crotalico (Crotalus)

Acidente laquético

(Lachesis)

Acidente elapidico

(Micrurus e Leptomicrurus)

Nome
popular

Jararaca,
jararacugu,
urutu,
caicaca,
comboia,

cruzeira

Cascavel,
boicininga,
marabdia,
maracaboia,

maraca

Surucucu-

pico-de-jaca

Coral-
verdadeira

Fonte

Sintomas

A regido da picada apresenta dor e inchacgo, as
vezes com manchas arroxeadas (edemas e
equimose) e sangramento pelos pontos da picada,
em gengivas, pele e urina. Pode haver
complicagdes, como grave hemorragia em regides
vitais, infec¢@o e necrose na regido da picada, além

de insuficiéncia renal.

O local da picada muitas vezes ndo apresenta dor
ou lesdo evidente, apenas uma sensacdo de
formigamento. Pode ocorrer dificuldade de manter
os olhos abertos, com aspecto sonolento (facies
miasténica), visdo turva ou dupla, mal-estar,
niuseas e cefaleia, acompanhadas por dores
musculares generalizadas e urina escura nos casos

mais graves.

Quadro semelhante ao acidente por jararaca, a
picada pela surucucu-pico-de-jaca pode ainda
causar dor abdominal, vomitos, diarreia, bradicardia

e hipotenséo.

O acidente por coral-verdadeira ndo provoca, no

local da picada, alteracdo importante. As
manifestacbes do envenenamento caracterizam-se
por dor de intensidade variavel, visdo borrada ou
dupla, palpebras caidas e aspecto sonolento. Obitos
estdo relacionados a paralisia dos mdusculos
respiratorios, muitas vezes decorrentes da demora

na busca por socorro médico.

: Brasil, 2022
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2.5 Anticorpos

Os anticorpos, ou imunoglobulinas, sédo glicoproteinas que se ligam de forma
especifica e com grande afinidade a antigenos (moléculas ou substancias ndo pertencentes
ao corpo ou invasores), neutralizando-os ou desencadeando resposta imune para elimina-
los (Frenzel et al., 2017; Barardi et. al, 2009). A estrutura dos anticorpos consiste em quatro
cadeias polipeptidicas que formam uma configuracdo em forma de Y. Essas cadeias
incluem duas cadeias pesadas ou H unidas por ligac6es dissulfeto a duas cadeias leves ou
L (Murphy, 2014; Rodrigues, 2022) (Figura 4).

Figura 4. Estrutura de uma molécula de anticorpo. Cadeias leves (amarelo) e cadeias pesadas

(verde).

Pontes de

Gadda dssulfeto

pesada

Fonte: Murphy (2014).

As cadeias leves de um anticorpo contém um dominio variavel (VL) e um constante
(CL), enquanto as cadeias pesadas possuem um dominio variavel (VH) e trés constantes
(CH1, CH2 e CH3) (Figura 5) (Murphy, 2014). As regides variaveis sdo diversificadas e
reconhecem especificamente o antigeno. Ja as regides constantes determinam a classe do
anticorpo e estdo envolvidas em funcdes efetoras, como a ligacéo a receptores em células

imunoldgicas (Carvalho, 2019; Murphy, 2014).

Figura 5. Estrutura de uma molécula de anticorpo. Cadeias leves: VL- dominio variavel, CL- dominio
constante; Cadeias pesadas: VH- dominio variavel e CH1, CH2 e CH3- dominios constantes. Regifes
variaveis: vermelho. Regides constantes: azul.

N-terminal Regiao variavel
Vg

Pontes de

dissulfeto o
Regiao W2
constante
C3

c C-terminal

Fonte: Murphy (2014).
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A clivagem da molécula de anticorpo resulta em fragmentos que desempenham
papéis especificos na resposta imune. O fragmento Fab (fragmentos de ligacdo ao antigeno,
do inglés fragment antigen-binding) € a porcdo do anticorpo que contém o local de ligacao
ao antigeno e consiste em uma regido variavel (V) e uma regido constante (C) de cada uma
das duas cadeias de polipeptideos que formam o anticorpo. A regido variavel € altamente
especifica para o antigeno que o anticorpo reconhece. J4 o fragmento Fc (fragmento
cristalizavel, do inglés fragment crystallizable) é a porcdo do anticorpo que nao se liga
diretamente ao antigeno, mas desempenha fun¢des importantes na resposta imune, como
sua ligacdo a receptores dos fagdcitos, para iniciar processos de eliminacdo do antigeno
(Tiller e Tessier, 2015; Murphy, 2014).

Figura 6. Molécula de imunoglobulina clivada por digestdo parcial pela papaina, a qual cliva a
molécula de imunoglobulina em trés partes: dois fragmentos Fab e um fragmento Fc.

Fab Fab

Fc

Fonte: Murphy (2014).

2.6 Soro antiofidico

A imunoterapia realizada com soro antiofidico (medicamento composto por
Imunoglobulinas G ou seus produtos de fracionamento F(ab'), ou Fab) representa o principal
tratamento capaz de prevenir ou reverter os efeitos do envenenamento, se aplicados
prontamente e de maneira adequada (WHO, 2019). A producdo do soro se da a partir da
injecdo de quantidades adequadas de peconha ofidica em cavalos, estimulando seus
sistemas imunolégicos a produzir anticorpos especificos contra as toxinas presentes na
peconha; o soro é, entdo, obtido a partir da purificacdo do plasma desses animais (para
remover substancias indesejadas, restando apenas 0s anticorpos) e passa por testes de
gualidade para garantir sua eficacia e seguranca (Rodrigues e Bernardes, 2020; Williams et
al., 2019).

Algumas problematicas podem ser consideradas quanto a soroterapia antiveneno:

(1) Atrasos na administracdo do soro antiofidico: A chegada tardia aos
estabelecimentos de saude é um dos fatores principais de atrasos na

soroterapia e ocorre principalmente porque a maior parte dos acidentes
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acontecem em zonas rurais, dessa forma, o local em que a vitima sofreu o
acidente ofidico pode ser distante do centro de salde que armazena
antiveneno (Essafti et al.,, 2022; Isbister, 2023). Além disso, os atrasos
podem ocorrer devido a forma como o0s pacientes avaliam a gravidade da
picada (Schurer et al., 2022), bem como por muitas vitimas procurarem
auxilio na medicina tradicional em vez de buscarem diretamente um hospital
para receber a soroterapia antiveneno (Margono et al., 2022; Chaaithanya et
al., 2021). Atrasos também podem estar relacionados ao tempo necessario
para avaliar o paciente envenenado e conduzir investigacbes para
determinar o antiveneno adequado (Silva e Isbister, 2020). Devido a rapida
propagacao das toxinas e ligacdo destas aos seus alvos, 0 soro antiveneno
deve ser aplicado nas primeiras horas apds o acidente ofidico; essa medida
aumenta consideravelmente as chances de preservar o bom estado de
saude do paciente (Mukherjee et al., 2020). Os 6bitos por envenenamento
ofidico estdo associados a atrasos na administracdo do antiveneno ou no
tratamento dos sintomas (Isbister, 2023).

(2) Administracdo incerta ou indiscriminada do soro antiveneno: A soroterapia
incorreta, como resultado de um diagnéstico errbneo, pode causar
complicacbes graves; cerca de 20% dos pacientes que recebem
soroterapias incorretas apresentam reacgdes colaterais de imediato ou dentro
de poucas horas (Deshpande et al., 2013).

Diante dessas problematicas, é notavel a importancia do procedimento de
identificac@o da serpente causadora do acidente para uma indicacdo precisa do antiveneno

a ser administrado (Brasil, 2001).
2.7 Testes de diagnéstico disponiveis

Até o presente momento, procedimentos genéricos sao usualmente realizados para
identificar o tipo de serpente que ocasionou o0 envenenamento em raz&o da indisponibilidade
de testes de diagnéstico especificos; as abordagens comumente adotadas para o
reconhecimento do tipo de serpente incluem: observacdo das manifestacdes clinicas,
avaliacdo do local da picada, histérico do paciente (contexto da picada, descricdo das
caracteristicas da serpente, descricdo de intervencdes realizadas antes do atendimento
médico e histérico médico) e exames laboratoriais complementares como por exemplo
testes de coagulacdo sanguinea e exames de urina (hematuria, proteindria, niveis de ureia e
producdo de urina) para 0 monitoramento da soroterapia e acompanhamento das

complicacdes (Knudsen et al., 2021; Williams et al., 2019; Brasil, 2001).
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Até hoje, ha apenas um kit de diagnéstico disponivel comercialmente para a
identificacdo do tipo de serpente que causou 0 envenenamento, denominado Snake Venom
Detection Kit (SVDK), desenvolvido pela Commonwealth Serum Laboratories (CSL)
(Seqirus, 2020). Entretanto, este kit é valido apenas para detectar envenenamento por
serpentes clinicamente importantes localizadas estritamente na Australia e na Papua Nova
Guiné, sendo elas: cobra tigre (Notechis sculatus), cobra marrom (Pseudonaja textilis),
cobra marrom real (Pseudechis australis), vibora da morte (Acanthophis antarcticus) e cobra
taipan (Oxyuranus scutellatus), essas serpentes ndo habitam outras regides do mundo
(Williams et al., 2019; Puzari e Mukherjee, 2020; Chen et al., 2021).

O SVDK é um kit de diagndstico que emprega imunoensaio enzimatico que fornece
um resultado visual qualitativo em 15 a 25 minutos. Os poc¢os da microplaca do kit sdo
revestidos com anticorpos especificos para a peconha; amostras de esfregaco do local da
picada (considerada a amostra mais segura) ou de fluidos corporais podem ser utilizadas
para a realizacdo do teste (Seqirus, 2020). Foram registrados resultados falsos positivos,
embora as reac¢des cruzadas tenham sido consideravelmente mais fracas do que as reacdes
especificas (Williams et al., 2019). Na identificacdo das espécies corretas, a sensibilidade do
SVDK é de 83,1% enguanto a especificidade é de 63,5% (Johnston et al., 2017).

No territorio brasileiro e na maior parte do mundo ndo ha disponiveis testes rapidos
gue detectem a ocorréncia de envenenamento ofidico nem que discriminem o género ou a
espécie da serpente causadora do acidente. Tendo em vista a falta de testes na maior parte
do mundo, o desenvolvimento de kits comerciais de detec¢cdo de peconha ofidica €

urgentemente necessario, visando o sucesso do tratamento de envenenamentos.
2.8 Biossensores

Com as vantagens de alta sensibilidade, dimens6es reduzidas e resposta agil, a
tecnologia de sensores avangou notavelmente na detec¢do de peconha ofidica (Chen et al.,
2021). Os hiossensores sdo dispositivos analiticos que tornam os sinais biolégicos
mensuraveis através da medicdo de alteracbes geradas pelas interacbes entre 0s
componentes biologicos (Haleem et al., 2021). Um biossensor convencional € constituido
pelos seguintes elementos: (1) transdutor, que transforma o fenémeno de reconhecimento
biol6gico em um sinal mensuravel; (2) substancia alvo, denominada analito, a qual sera
monitorada/detectada; (3) moléculas de bioreconhecimento, também chamadas de
biorreceptores, que sdo responsaveis por reconhecer de forma especifica o analito; (4)
componentes eletrénicos, responsaveis pelo processamento da transducdo do sinal e sua

preparacgdo para visualizacdo e/ou andlise e (5) display, sistema que interpreta os resultados
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e apresenta-os, geralmente composto por hardware e software, permitindo ao usuario
compreender os dados obtidos (Naresh e Lee, 2021; Chadha et al., 2022).

Para alcancar resultados efetivos, 0 biossensor deve contemplar os critérios a seguir.
(1) seletividade: capacidade de detectar uma molécula especifica presente em uma amostra
contendo diferentes substancias; (2) sensibilidade: capacidade de detectar corretamente
uma quantidade minima de analito; (3) linearidade: proporcionalidade entre resultados e a
concentracdo do analito presente na amostra; (4) tempo de resposta: tempo necessario para
obter 95% dos resultados; (5) reprodutibilidade: capacidade de obter os mesmos resultados
em medicbes repetidas; (6) estabilidade: potencial de resisténcia do biossensor a
perturbacdes ambientais (Bhalla et al., 2020; Naresh e Lee, 2021).

Os biossensores possuem diversas classificacbes, de acordo com aspectos como:
tipo de biorreceptor utilizado, método de fixagdo dos componentes biolégicos e tipo de
transdutor empregado.

De acordo com o biorreceptor, os biossensores podem ser classificados como: (1)
biossensores enzimaticos, 0s quais utilizam enzimas como elementos de reconhecimento
(Newman e Setford, 2006; Shi et al., 2014); (2) imunossensores, 0s quais empregam
anticorpos ou antigenos como elementos de reconhecimento (a interagéo altamente seletiva
entre 0s anticorpos e os antigenos permite a detecgdo precisa e sensivel) (Cristea et al.,
2015; Karunakaran et al., 2015; Ahmed et al., 2019); (3) biossensores baseados em &cido
nucleico, os quais utilizam sequéncias de éacidos nucleicos, como DNA ou RNA, como
elementos de reconhecimento (Bora et al., 2013; Du e Dong, 2017); (4) biossensores
microbianos ou de células inteiras (Gui et al., 2017; Gheorghiu, 2021); (5) Biossensores
baseados em nanoparticulas (Zamora-Galvez et al., 2017).

Para criar a parte de reconhecimento biolégico de um biossensor, a fixagdo do
bioreceptor no substrato de ouro € uma etapa crucial para a detecgdo do analito, o qual
reconhece seu receptor especifico (Zhang et al., 2016). Existem dois métodos principais de
fixacdo dos elementos bioldgicos, fisico (reversivel) e quimico (irreversivel). No método de
Adsorcédo Fisica (ou reversivel) os elementos de reconhecimento biolégico sao fixados na
superficie de um material sélido inerte por forcas atrativas fracas (interacées nao covalentes,
principalmente forcas eletrostaticas, como ligac8es ibnicas, ligacdes de hidrogénio, forcas
de van der Waals e interacdes hidrofébicas) (Zhang et al., 2016; Manaf et al., 2023). Em
contrapartida, na Fixacdo Quimica (ou irreversivel) ha a formacédo de ligac6es quimicas
fortes, como ligagBes covalentes, entre os elementos de reconhecimento biolégico e a
superficie do transdutor (Jazayeri et al., 2016).

Os biossensores também podem ser classificados com base no transdutor. Os
Biossensores Eletroquimicos se baseiam nas reacdes eletroquimicas entre o biorreceptor e

o analito, que geram sinais eletroquimicos detectaveis. Com base na transducdo, 0s
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sensores eletroquimicos podem ser classificados como: (1) potenciométricos, 0os quais
medem as diferencas de potencial elétrico geradas por reacfes redox; (2) amperométricos,
0S quais mensuram a corrente elétrica resultante de uma reacao eletroquimica especifica;
(3) impedimétricos, os quais quantificam a resisténcia elétrica entre os eletrodos do sensor;
(4) condutométricos, os quais medem mudancas na condutividade elétrica da solucao; (5)
voltamétricos, 0s quais mensuram a corrente elétrica resultante da aplicacdo de um
potencial elétrico ao eletrodo do sensor (Grieshaber et al., 2008; Ronkainen et al., 2010).

Os Biossensores Opticos utilizam principios 6pticos para deteccéo e quantificacdo de
analitos em uma amostra; as mudancgas fisicas ou quimicas ocasionadas pelas interacées
do biorreceptor e do analito provocam alteracdes na forma em que a luz é absorvida, ou
refletida, ou refratada, bem como pode ocasionar mudancas na fase, amplitude, frequéncia
e/ou polarizacao da luz. (Damborsky et al., 2016; Chen e Wanga, 2020). Os biossensores
Opticos mais comuns sdo os baseados em fluorescéncia, quimioluminescéncia, fibra dptica e
Ressonancia de Plasmons de Superficie (RPS).

Os biossensores com tecnologia RPS (tipo de biossensor utilizado na presente
pesquisa) possuem alta sensibilidade e viabilizam o acompanhamento em tempo real de
interagBes entre moléculas (Sing, 2016; Guo, 2012). As interagdes superficie-biorreceptor e
analito-biorreceptor ocasionam mudangas de massa na superficie sensora, provocando uma
alteracdo na propagacdo dos plasmons de superficie (excitacdo de oscilagdes coletivas de
elétrons), com isso, o indice de refracdo proximo a superficie é alterado, gerando o
deslocamento do angulo de SPR (Bhalla et al., 2016; Wijaya et al., 2011). Para medi¢fes de
RPS, o substrato de filme metalico mais recomendado é o ouro, principalmente devido a sua
estabilidade em ambientes aquosos, necesséarios para o monitoramento de interacdes
biomoleculares (Wijaya et al., 2011).

Nos Biossensores Gravimétricos a mudanca de massa induzida pela interacao entre
o analito e o elemento de bioreconhecimento é medida com alta precisdo utilizando um
cristal piezoelétrico (Cali et al., 2020; Afzal et al., 2017).

Os Biossensores Térmicos medem a energia térmica absorvida ou liberada durante
as reacdes bioldgicas, permitindo a avaliacdo da extensdo da reacdo ou da dinamica

estrutural de biomoléculas em solucéo (Yao et al., 2014; Vasuki et al., 2019).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Desenvolver uma metodologia para deteccdo de peconha botropica utilizando um
biossensor Optico, avaliando o reconhecimento especifico e inespecifico entre soro

antiofidico e peconha de serpentes do género Bothrops e Crotalus.

3.2 Objetivos especificos

* Analisar a interagdo da peconha botropica com o soro antibotrépico em diferentes
concentracoes em funcéo do tempo;

» Determinar a concentracdo minima de peconha botrépica que o biossensor é capaz
de detectar por meio da metodologia aplicada;

» Avaliar o tempo de deteccdo das amostras analisadas;

» Avaliar a interacao entre o soro antibotrépico e a pegconha crotalica para determinar

a auséncia ou presenca de interacéo cruzada.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencédo e armazenamento das peconhas ofidicas

A peconha bruta de serpentes da espécie Bothrops erythromelas foi obtida de
espécies adultas provenientes do Museu Vivo Répteis da Caatinga, localizado no estado da
Paraiba, Brasil. A pegconha foi mantida a temperatura de -20°C até o momento de sua
utilizagdo. A peconha bruta de serpentes da espécie Crotalus durissus terrificus foi cedida
pelo Instituto Vital Brazil, localizado no estado do Rio de Janeiro, Brasil.

4.2 Obtencado e armazenamento do Soro Antiveneno Botropico (SAB)

O soro antibotrépico foi doado pela Secretaria de Saude do Estado de Pernambuco e
mantido sob refrigeracdo a temperatura de 4°C. O soro antibotrépico utilizado € produzido a
partir de uma combinacdo das peconhas de cinco espécies de serpentes do género
Bothrops (B. jararaca, B. alternatus, B. jararacussu, B. moojeni e B. neuwiedi) e a sua
composi¢do consiste em fragbes F(ab’), de imunoglobulinas heterdlogas, especificas e
purificadas (Bula do Soro Antibotropico, Instituto Butantan, 2022).

4.3 Preparacao das amostras

Tanto o soro antiofidico quanto as peconhas ofidicas foram solubilizados em tamp&o

fosfato salino (PBS), pH 7,2, imediatamente antes dos experimentos.

4.4 Determinacado da concentracdo de estudo da pegconha botrépica e crotalica

Em relac@o as peconhas botropica e crotalica, foram testadas duas concentracdes,
consideradas minima e maxima. A maxima concentracdo de peconha utilizada nos testes
aqui descritos foi cerca de 6,784 ug.mL™. Partimos desta concentragdo com base em
andlises anteriores (Alves, 2020), em que 6,784 ug.mL? foi a menor concentracdo de
peconha testada. Portanto, com o intuito de alcancar detec¢cdes de peconha ofidica em
concentracdes ainda mais baixas (tendo em vista que nos fluidos corporais a peconha é
encontrada em baixa concentracdo (Sanhajariya et al., 2018)), optamos por partir desta
concentragdo (6,784 ug.mL?) e conduzir testes de diluigbes em PBS em série (1:15.000,
1:30.000 e 1:60.000) até alcangar a concentracdo minima na qual o biossensor detectou
interagéo, a qual foi 0,848 ug.mL!. Simultaneamente, avaliamos a presenca ou auséncia de

reacdo cruzada entre 0 SAB e a peconha do género Crotalus.
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4.5 Biossensor optico RPS

No equipamento RPS utilizou-se um biochip polimérico descartavel coberto com uma
pelicula de ouro de 50 nm, que forma a superficie sensora. A sensibilidade do biossensor é
da ordem de 107 RIU (Refractive Index Unit) (Wijaya et al., 2011; Loureiro et al., 2017).

4.6 Etapas dos experimentos e apresentacao dos graficos

Os ensaios compreenderam um arranjo de trés camadas sobre a superficie sensora,
respeitando a seguinte ordem de adicdo: soro antiofidico, peconha ofidica crotalica e
peconha ofidica botropica. O transporte do fluido contendo cada uma das solu¢des para o
biochip é efetuado por uma bomba peristaltica, o fluxo é fundamental devido a necessidade
de medir multiplos analitos em um Unico ensaio; a vazao variou entre 5 e 10 L, valores
estes diretamente relacionados ao analito, para a otimizagdo do processo de adsorcéo e
dessorcgédo do analito sobre o filme de ouro.

Inicialmente, a superficie de ouro do biochip foi lavada com agua deionizada
enguanto o biochip estava fora do sensor, seguida por uma segunda lavagem com agua
deionizada apds o acoplamento do biochip ao sensor para evitar quaisquer possiveis
contaminacdes do ar, como também para que se tivesse uma leitura iniciada em zero, pois a
agua deionizada foi utilizada como referéncia. A partir da entrada do fluxo da agua, o sinal
comecou a ser medido e gravado. O fluxo era pausado por alguns segundos para que o
canal de entrada fosse transferido manualmente para a solugéo seguinte.

Os graficos sao gerados no momento em que ocorre as interacdes sobre a superficie
sensora. A Figura 7 mostra uma ilustracdo de como o resultado € apresentado, seguindo as
etapas descritas a seguir. Etapa 1: o soro antibotropico diluido em PBS era admitido; a
adsorcao fisica dos anticorpos no ouro era evidenciada pelo aumento da linha no grafico, e
quando a linha se tornava constante (indicando a cobertura total da pelicula) o fluxo era
pausado. Etapa 2: o canal de entrada era transferido para a solu¢éo de PBS, a fim de que
as moléculas fracamente ligadas fossem removidas (processo de dessor¢do), evento
apontado pelo decaimento da linha do grafico; o fluxo era pausado. Etapa 3: o canal de
entrada era transferido para a solugédo de pegonha crotélica diluida em PBS, apés a linha do
grafico se tornar constante, o fluxo era pausado. Etapa 4: novamente o PBS era admitido, e,
apoés a constancia da linha do grafico, o fluxo era pausado. Etapa 5: o canal de entrada era
transferido para a solu¢éo de pegonha botropica diluida em PBS; quando a linha do grafico
se tornava constate, o fluxo era pausado. Etapa 6: o canal de entrada era transferido para a
solucdo de PBS para que as moléculas (presentes na peconha) fracamente ligadas a

camada anterior fossem removidas.
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Figura 7. Gréfico ilustrativo demonstrando as etapas dos ensaios que compde os resultados. Os
marcadores azuis do grafico indicam o instante de tempo da troca do tipo de fluido no reservatério da
bomba.
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Fonte: Autoria prépria.

Ao final de cada experimento realizava-se um ciclo de limpeza para a retirada das
substancias adsorvidas na superficie do sensor, que consistia em fazer fluir sobre a
superficie agua deionizada, seguida de detergente enzimatico (Extran) diluido em agua
deionizada, e, novamente, agua deionizada. Esse procedimento de lavagem né&o causou
danos a pelicula de ouro. Apés a etapa de limpeza da superficie, um novo experimento pdde

ser realizado utilizando o mesmo chip. Todos os testes foram realizados em triplicata.

4.7 Local

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biossensores do Departamento
de Engenharia Elétrica (DEE) - Centro de Engenharia Elétrica e Informética (CEEI), na

Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), localizada no estado da Paraiba, Brasil.
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5 RESULTADOS

A interagcdo entre o0s anticorpos e o0s antigenos foi avaliada em diferentes
concentracdes de pegonha e soro antiveneno, pela mudanca no indice de refracdo para
cada substancia. Nos experimentos, a ligacdo do SAB a superficie sensora foi avaliada
utilizando-se duas propor¢des de soro diluido em PBS: 1:1000 e 1:100, a fim de identificar a
concentracdo em que a superficie é revestida por IgG sem ocasionar prejuizo a interacdo
com o antigeno. Dessa forma, a capacidade de ligacdo da pegonha a camada de IgG foi
investigada em duas concentragées diferentes de SAB: 5 ug.mL?* e 50 ug.mL* (Figuras 8 e
9).

Os resultados da interacdo entre o0s anticorpos e a peconha correspondente
(botrépica) e ndo correspondente (crotdlica) sdo mostrados nas Figuras 8 e 9.

Figura 8. Graficos da média mdvel dos indices de refragcdo do PBS, Soro Antiveneno Botrdpico
(SAB), Peconha Crotélica (PC) e da Peconha Botrépica (PB) em funcdo do tempo. A: SAB 1:100, PC

1:7.500, PB 1:7.500; B: SAB 1:1.000, PC 1:7.500, PB 1:7.500. Os marcadores azuis do gréfico
indicam o instante de tempo da troca do tipo de fluido no reservatério da bomba.
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Figura 9. Graficos da média mével dos indices de refracdo do PBS, Soro Antiveneno Botrépico
(SAB), Peconha Crotélica (PC) e da Pe¢onha Botropica (PB) em fun¢éo do tempo. A: SAB 1:100, PC
1:60.000, PB 1:60.000; B: SAB 1:1.000, PC 1:60.000, PB 1:60.000. Os marcadores azuis do grafico
indicam o instante de tempo da troca do tipo de fluido no reservatério da bomba.
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E possivel observar a alteracdo da resposta do sensor ao passo que 0s anticorpos e
0s antigenos estéo interagindo, conforme as curvas mostradas nos graficos das Figuras 8 e
9. Cada curva corresponde a adsorcao/dessorgdo de uma substancia especifica, mostrando
a deposicdo das camadas na superficie sensora, confirmando a conjugacdo entre
biorreceptor e analito. O sinal do sensor tende a retornar a linha de base quando o fluxo
contendo peconha é interrompido e trocado para o PBS, devido ao processo de dissociacao.
Ainda que na concentracdo de 1:60.000 a peconha botrépica se dissocie mais facilmente
dos anticorpos devido a sua baixa concentracdo, o sensor detectou a adsorcdo desta
peconha.

A intensidade da resposta da peconha foi proporcional as concentracées de peconha
e 1gG (SAB) utilizadas. A concentragdo mais alta de pegonha (6,784 ug.mL™) gerou uma
resposta mais elevada ao utilizarmos a concentragdo mais baixa de IgG (5 pg.mL?), em
contrapartida, ao utilizarmos a concentracdo mais alta de 1gG (50 ug.mL?), o indice de
refracdo da peconha em alta concentracdo foi menor. Quando testamos a concentragéo
mais baixa de pegonha (0,848 pg.mL™?) junto a concentragdo mais baixa de 1gG, houve um
maior indice de refracdo da peconha; na alta concentracdo de IgG o indice de refracdo da
peconha foi menor.

A partir das Figuras 8A e 9A, é possivel observar que a medida em que a
concentragéo da proteina da pegonha aumentou de 0,848 ug.mL? (venenos na proporgao
1:60.000) para 6,784 pg.mL?! (venenos na propor¢do 1:7.500), o indice de refracéo
aumentou 3,91, sobre as imunoglobulinas na concentragédo de 5 pg.mL. Da mesma forma,

a Figura 8B e 9B mostra que & medida em que a concentracdo da proteina da pegonha
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aumentou de 0,848 ug.mL* para 6,784 ug.mL?, o indice de refracdo aumentou 0,75, sobre
as imunoglobulinas na concentragdo de 50 yg.mL™.

Em relacé@o ao tempo de resposta do biossensor, o tempo final dos ensaios variaram
entre 25 e 40 minutos.

As Figuras 8 e 9 também revelam a auséncia de uma variacdo do indice de refracdo
da peconha crotalica sobre os anticorpos botrépicos, confirmando, assim, a hdo ocorréncia
de interacdo cruzada. Para ratificar a seletividade entre os anticorpos botrépicos (SAB) e a
peconha botrdpica, adicionamos prontamente a peconha botrdpica apds a passagem da
peconha crotalica (ambas pegonhas na mesma concentracdo). Com a presenca da peconha
botropica, foi observada a ocorréncia de interacao entre o SAB e a pecgonha botrépica,
dessa forma, a passagem anterior do fluido contendo a peconha crotélica ndo afetou a
interacdo entre 0s anticorpos e peconha correspondentes.

A partir dos resultados, determinamos a faixa Gtil do biossensor para deteccdo de
peconha botrépica, o tempo habil de resposta e a auséncia de reagéo cruzada.
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6 DISCUSSAO

Neste artigo, relatamos uma metodologia simples para detec¢do de peconha ofidica
através de um biossensor SPR, baseada na avaliacdo da interacdo antigeno-anticorpo. Com
o0 intuito de reproduzir de forma mais precisa a situagéo real, utilizamos o soro antiofidico
como biorreceptor, uma vez que o soro antiveneno (SAB) é a forma mais comum e
acessivel de se obter anticorpos nos centros de saude. Também utilizamos a peconha bruta
das serpentes, considerando que esta é a forma que a pegonha pode ser encontrada em
fluidos corporais disponiveis para avaliagdo, como sangue e urina.

Realizamos dois grupos de ensaios (Figura 8 e 9), em cada grupo foi utilizado uma
determinada concentracdo de anticorpos e variamos a concentragdo de pecgonha. Foi
observado que o indice de refragdo da camada de anticorpo foi diferente para cada ensaio
em que foi utilizado a mesma concentracdo de SAB. Essa diferenca de resposta, mesmo
utiizando a mesma concentragdo de SAB, pode ser atribuida ao empacotamento dos
anticorpos (Young et al., 2004), que, devido & imobilizacdo por adsorcao fisica, pode ocorrer
de diferentes formas, ja& que nesse tipo de adsorcdo o0s anticorpos se ligam
espontaneamente a superficie do sensor, ocasionando uma orientacdo desordenada
(Schramm et al., 1993; Jazayeri et al., 2016; Zhang et al., 2016).

As Figuras 8 e 9 revelam que a presenca de altas concentragdes de pegonha resulta
em um maior deslocamento do angulo de ressonéancia em comparagdo com 0s testes em
que baixas concentracdes de peconha foram aplicadas (os quais resultaram em um menor
deslocamento do angulo de ressonancia). Dessa maneira, demonstra-se a existéncia de
uma relacdo direta entre a concentracdo da substancia e a intensidade da resposta
(Loureiro et al., 2017; de Faria et al., 2020). Foi utilizado duas concentragfes diferentes de
IgG para avaliar a intensidade de ligacdo da pegconha, com isso, verificou-se uma relagcéo
entre concentracdo dos anticorpos e amplitude da resposta da peconha: quando a solucéo
de anticorpos estava menos concentrada, a pegconha em elevada concentracdo provocou
uma resposta mais intensa. Em contraste, nos experimentos em que a solucdo de
anticorpos estava mais concentrada, a peconha em elevada concentracdo resultou em uma
resposta menos pronunciada. Essa observagéo € explicada Zhou et al. (2014), o qual afirma
que se a densidade do revestimento da superficie for excessivamente alta, os anticorpos se
bloqueiam, reduzindo a capacidade de ligacdo da superficie, dessa forma, em uma
concentracdo mais baixa, a capacidade de ligacdo entre o dominio Fab da IgG e o antigeno
€ aumentada.

Um importante atributo observado foi a reutilizacdo do chip utilizado: apés a
finalizagdo de cada teste, o procedimento de limpeza da superficie para a retirada das

substancias que foram adsorvidas se mostrou eficiente, uma vez que o sinal retornava
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completamente a sua linha de base (estabelecida pela passagem de um fluxo de agua
deionizada). Assim, as medicbes subsequentes ndo eram prejudicadas pelas medi¢cBes
posteriores.

Quanto a composicdo das peconhas ofidicas, é importante destacar que a
diversidade de sua constituicdo esta presente em todos 0s niveis hierarquicos da taxonomia
de serpentes; a complexa variabilidade é resultado de mutacdes genéticas, deriva genética
e selecdo natural, dessa forma, os componentes da peconha se ajustaram junto as
necessidades especificas de cada grupo de serpentes (Amorim et al., 2018). No entanto,
apesar das mudancas evolutivas na constituicdo gendmica e protedbmica das peconhas,
algumas familias de toxinas estdo presentes nas trés familias de serpentes que possuem
presas frontais, visto que as glandulas de peconha das serpentes sdo homologas (Amorim
et al., 2018). A onipresenca de determinadas toxinas nas diferentes familias de serpentes
leva a possibilidade de reacdo cruzada entre o soro antiveneno e a pegonha nédo
correspondente no momento da deteccao, contudo, é possivel observar nos gréficos das
Figuras 8 e 9 que ndo houve deslocamento de curva indicativa de interacdo entre o 0s
anticorpos botrépicos e a peconha crotélica. Dessa forma, nossos testes confirmaram a
seletividade entre os anticorpos botropicos e a pegonha botropica. Semelhantemente, de
Faria et al. (2020), ao desenvolver imunossensores impedimétricos para diagnéstico de
picada de serpente, ndo encontrou varia¢des significativas que demonstrassem formagéo do
imunocomplexo entre o0 anticorpo botropico e a pegonha crotalica, mesmo em
concentracdes elevadas.

A coexisténcia de toxinas em espécies distintas possibilitou a produgdo de soro
antiveneno com o potencial de gerar neutralizacdo de pegonhas de diferentes espécies de
serpentes, promovendo a producdo de antivenenos de amplo espectro, utilizando uma
mistura de pegonhas brutos e fragcdes de toxinas (Jorge et. al., 2015), como é o caso do soro
antibotrépico brasileiro, gerado através da peconha de cinco espécies (B. jararaca, B.
alternatus, B. jararacussu, B. moojeni e B. neuwiedi) (Bula do Soro Antibotrépico, Instituto
Butantan, 2022). E possivel observar que a peconha da espécie B. erythromelas n&o esta
incluida no pool utilizado na producao do soro antiveneno. Ainda assim, nosso biossensor
detecta uma nitida interacdo entre a peconha e o antiveneno, até em baixa concentracao
baixa. Isto ocorre em virtude do compartilhamento de certas toxinas entre as espécies do
mesmo género (Amorim et al., 2018). Porém, a adicdo da peconha de B. erythromelas na
producdo do soro antibotrépico brasileiro poderia amplificar a deteccdo pelo biossensor,
considerando que haveria uma resposta mais elevada devido a interacdo da pegonha de B.
erythromelas com os anticorpos especificos para toxinas desta espécie. Essa observacao é
corroborada por estudos que identificaram componentes da B. erythromelas néo

neutralizados pelo soro antibotrépico brasileiro (Luna et al., 2010; Segura et al., 2010; Jorge
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et al., 2015; Nunes et al., 2019). E importante ressaltar a necessidade de ampliar a
diversidade de peconhas de serpentes do género Bothrops destinadas a producdo do soro
antibotrépico, levando em consideracdo que os acidentes ofidicos no Brasil sdo causados
predominantemente por serpentes deste género (Brasil, 2013).

Choudhury et al. (2018) construiram um sensor RPS para a deteccdo da peconha
bruta da serpente indiana Naja naja e de antiveneno polivalente. Assim como em Nnosso
trabalho, todas as medicGes foram realizadas em solucdo de tampéo fosfato-salino e a
implicacdo de outros componentes existentes no sangue ndo foi avaliada. Apds testar
diferentes concentracbes de anticorpos e diferentes tempos de incubacdo, todos os
sensores foram construidos utilizando a concentracdo de 2 mg/ml de anticorpo incubados
por 8 horas, e a peconha diluida em PBS foi exposta ao sensor por 12 minutos. O sensor
detectou a peconha em concentragées entre 0,1 mg-mL* e 1,0 mg-mL™. Apesar dos autores
utilizarem a mesma classe de biossensores (RPS) e uma metodologia similar & nossa, o
biossensor utilizado em nossa pesquisa apresentou uma maior sensibilidade a interacdo
antigeno-anticorpo correspondentes, tendo em vista que detectou a peconha em uma
concentracao significativamente menor (0,848 ug. mL™?).

A Tabela 2 apresenta os estudos voltados particularmente a criacdo e
desenvolvimento de biossensores para deteccdo de peconha ofidica, incluindo o tipo de
biossensor utilizado em cada pesquisa, as espécies de serpentes que tiveram suas
peconhas empregadas, as concentracdes de peconha detectaveis e o tempo de deteccéo. E
importante salientar que as pesquisas apresentadas na Tabela 2 ndo apenas utilizaram
biossensores de diferentes classes, mas também adotaram metodologias diversas. Isso
inclui variagbes nas concentragbes dos anticorpos, nos métodos de imobilizacdo dos
anticorpos, além da escolha entre 0 uso de soro comercial, anticorpos purificados ou

recombinantes.
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Tabela 2. Pesquisas que desenvolveram técnicas de deteccdo de peconha ofidica por diferentes

tipos de biossensores.

Classe de
biossensor

Ressonéancia
de plasmons
de superficie

Ressonéancia
de plasmons
de superficie

Sensor
colorimétrico

Imunossensor
impedimétrico
baseado em

Crofer 22 APU

Imunossensor
impedimétrico
baseado em
TiO2

Imunossensor
impedimétrico
baseado em

Crofer 22 APU

Espécies de
serpentres

Bothrops
erythromelas

N. naja

Naja naja,
Bungarus
caeruleus,
Daboia russelli
e Echis
carinatus

Pool botrépico
e peconha de
Crotalus
durissus
terrificus e
Micrurus
lemniscatus

Pool botrépico:

B. jararaca,

B. alternatus,
B. neuwiedi e
B. jararacussu

Pool botrépico

Limite de
concentracao
de peconha
detectada

0,848 ug. mL1

0,1 mg-mL?

5 ng/uL para
rCTX-7e 25
ng/uL para
cobra venom e
krait venom

0,1 yg. mL?

20 pg-mL

0,27pg-mL?

Fonte: Autoria propria.

Tempo para
deteccdo da
peconha

4 a 14 min

12 min

Nao informado

20 min

41 min

20 min

Referéncia

Presente
pesquisa

(Choudhury
et al. 2018)

(Kaul et al.,
2021)

(de Faria et
al., 2020)

(de Faria et
al., 2019)

(de Faria et
al., 2018)

Nas primeiras horas ap6s a inoculacdo de peconha por serpentes da familia

Viperidae (a qual o género Bothrops pertence), as concentracdes de peconha no plasma de

adultos humanos variam, aproximadamente, de 5 até 1.000 ug.mL™. (Sanhajariya et al.,

2018). Portanto, a concentracdo de peconha botropica detectada pelo nosso biossensor

encontra-se dentro da faixa de concentracdo de pegonha presente no corpo de humanos

adultos envenenados por serpentes, conforme apresentado no estudo.



39

7 CONCLUSAO

A pesquisa aqui descrita comprova a aplicacdo de uma metodologia simples para
detectar a peconha de serpentes da espécie Bothrops erythromelas utilizando um
biossensor éptico baseado na ressonancia de plasmons de superficie, a partir da interacao
antigeno-anticorpo, em um curto periodo de tempo. As mudancas no angulo de ressonancia
confirmaram a sensibilidade do dispositivo a presenca do analito alvo. Os dados obtidos
revelaram que o biossensor foi capaz de detectar a peconha até uma concentracdo minima
de 0,848 pg.mL™. A deteccdo da peconha especifica (botrépica) ocorreu em tempo
satisfatorio (até 14 minutos). As respostas observadas comprovaram a alta sensibilidade do
sensor ao detectar especificamente a peconha botropica em baixa concentracdo sem
ocorréncia de reagéo cruzada com a pegonha crotélica.

Os resultados desta pesquisa desempenham um papel importante no avango do
desenvolvimento de métodos de diagnéstico para envenenamento ofidico. Tanto o
biossensor RPS quanto a metodologia empregada pode ser considerado um modelo de
diagnéstico em desenvolvimento. Diante da significativa importancia deste estudo para a
saude publica brasileira, sugere-se a continuidade da pesquisa, com a perspectiva de
avaliar a detecgéo de peconha em fluidos biologicos, além de conduzir estudos envolvendo

anticorpos e pegonhas de outros géneros e familias de serpentes.
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