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RESUMO

Acidentes ocasionados por serpentes ocorrem em todo o mundo e sdo considerados
um agravo a saude publica. O veneno ofidico € constituido por uma diversidade de
substancias, incluindo diferentes familias de proteinas as quais carregam muitas
toxinas, estas, ao entrarem em contato com o sistema bioldgico, desencadeiam
diferentes atividades fisiopatoldgicas. No Brasil, 0 género Bothrops é distribuido por
todo territorio nacional bem como € responsavel pelo maior nimero de acidentes.
Atualmente, ndo ha testes rpidos disponiveis que constatem a ocorréncia de
envenenamento ofidico assim como discriminem o género causador do acidente. Os
biossensores SPR s&o instrumentos Opticos que detectam em tempo real as
interacBes moleculares que acontecem em sua superficie sensora, local onde uma
cobertura de reconhecimento biologico interage com moléculas de interesse
existentes na amostra fluidica. Esse evento promove uma mudanca no angulo de
refracdo da luz incidente no biochip. Para o desenvolvimento de um biossensor
ideal, o estudo da adsorcédo € um parametro indispensavel. Esta pesquisa objetivou
implementar uma metodologia baseada em um biossensor SPR para (1) avaliagao
de reconhecimento especifico e inespecifico entre soro antiofidico e veneno,
analisando a concentracdo minima detectavel, (2) a presenca ou auséncia de
interacbes inespecificas e (3) a aplicabilidade de modelos de adsorcdo. O
instrumento SPR utilizado é denominado Colbi-VIR; os componentes biolégicos
presentes no fluido séo transportados através de uma bomba peristéltica até o
biochip coberto com uma pelicula de ouro de 50nm onde ocorre a adsor¢ado; um
processador de sinais mensura a refletividade que é apresentada através do
Software “CobiSoft”. Por meio desse estudo foi possivel estabelecer a concentragao
minima de veneno detectavel pelo biossensor, determinar os indices de refracédo
para as distintas concentracdes de veneno botropico utilizadas sobre o soro
antibotrépico, assim como compara-los as respostas da interagdo entre antigenos e
anticorpos inespecificos, observando que o indice de refracdo foi bem mais baixo,
além disso, foi comprovada a aplicabilidade do Modelo de Aproximagao de Langmuir
por uma exponencial para altas concentracdes. Os resultados demonstraram
excelente deteccdo em tempo real das interacdes entre antigeno e anticorpo na
superficie sensora, sendo assim, esta técnica se mostrou promissora para futura

aplicacgéo clinica em acidentes ofidicos.



Palavras-Chave: Ofidismo. Bothrops. Soro antiveneno. Tecnologia SPR.



ABSTRACT

Accidents caused by snakes occur worldwide and they are considered as a public
health problem. Ophidian venom is composed by a diversity of substances, including
different protein families that carry many toxins, which, when in contact with the
biological system, result in different pathophysiological activities. In Brazil, the
Bothrops genus is distributed throughout the national territory and it is responsible for
the largest number of accidents. Currently, there are no rapid tests available that
verify the occurrence of snakebite envenoming and also that discriminate the genus
which caused the accident. SPR biosensors are optical instruments that detect, in
real-time, molecular interactions which occur on its sensing surface, the place where
a biological recognition cover interacts with molecules of interest in the fluid sample.
This event promotes a change in the refraction angle of the incident light on the
biochip. In order to the development of an ideal biosensor, the study of adsorption is
an indispensable parameter. This research aimed to implement a methodology
based on a SPR biosensor to (1) evaluate the specific and nonspecific recognition
between antiophidic serum and poison by analyzing the minimum detectable
concentration, (2) the presence or absence of nonspecific interactions and (3) the
applicability of two adsorption models. The SPR instrument used is called Colbi-VIR.
The biological components present in the fluid are transported through a peristaltic
pump to the biochip covered with a 50nm gold film where adsorption occurs; a signal
processor measures the reflectivity which is shown through the “ColbiSoft” software.
Through this study, it was possible to establish the minimum concentration of poison
detectable by the biosensor; to determine the refractive indexes for the different
concentrations of botropic venom used on antibotropic serum, as well as to compare
them to the responses of the interaction between nonspecific antigens and
antibodies, observing that the refractive index was much lower. Moreover, the
Langmuir Approximation Model's applicability was also proven by an exponential for
high concentrations. The results showed excellent real-time detection of the
interactions between antigen and antibody on the sensor surface, thus, this
technique has been shown as promising for future clinical applications in snakebite

accidents.

Keywords: Ophidism. Bothrops. Antivenom serum. SPR technology.
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1 INTRODUCAO

Os acidentes ocasionados por serpentes acometem de 4,5 a 5,4 milhfes de
pessoas por ano de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, apesar disso,
esta dentro da classe de doencas negligenciadas. O veneno ofidico possui uma
diversidade de substancias, tendo como principal componente proteinas
(enzimaticas e ndo enzimaticas) as quais, ao entrarem em contato com a presa,
desencadeiam cascatas biologicas que atingem de forma especifica algum local do
sistema bioldgico (CARDOSO, 2003).

No territério brasileiro, o género Bothrops é o causador da maioria dos
acidentes, por esse motivo, deve receber uma atencdo primordial. A peconha das
serpentes deste género possui acdo proteolitica, coagulante e hemorragica
(BRASIL, 2001). No Brasil, ndo ha testes rapidos que identifiquem do género da
serpente que envenenou a vitima, entretanto, é necessario que se tenha tal
conhecimento para que o soro antiofidico aplicado seja correspondente ao género
da serpente, fato este que € decisivo na efetividade do tratamento. Além disso, o
tempo para a descoberta do envenenamento € crucial, tendo em vista que quanto
mais rapido descobrir-se o género da serpente mais rapido sera administrado o soro
antiofidico, assim, menos complicagdes ocorrerdo ao paciente (VITORETI, 2014).

Os Biossensores Opticos baseados na ressonancia de plasmons de superficie
sdo ferramentas que possuem a capacidade de mensurar acontecimentos
biolégicos, a resposta € apresentada ao passo em que a massa de sua superficie é
alterada pela adsorcdo de substancias, promovendo uma alteracdo no angulo de
refracdo da luz incidente no biochip. Dentro da classe de biossensores estdo
inseridos 0s imunossensores, 0s quais se apoiam na alta capacidade do anticorpo
se ligar de forma especifica com o antigeno correspondente (LOUREIRO, 2014)
promovendo uma resposta indubitavel. A area de imunossensores tem sido pouco
trilhada por pesquisadores da Toxinologia (LUNA, 2017).

Estudos para quantificar as moléculas adsorvidas sobre superficies sdo de
extrema importancia. Uma das abordagens de quantificagdo comumente utilizadas
consiste na construcdo de isotermas de adsor¢cdo segundo um modelo tedrico que
represente matematicamente o fenbmeno, como por exemplo, a Isoterma de
Langmuir, tais isotermas sédo construidas a partir de dados de equilibrio obtidos
experimentalmente (LOUREIRO, 2014).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Veneno ofidico

A funcéo primordial dos venenos ofidicos é imobilizar a presa interferindo e
lesionando seus sistemas vitais, além disso, sé@o utilizados como forma de defesa no
momento em que as serpentes se sentem ameacadas. Os venenos ofidicos
compreendem uma diversidade de substancias bioativas de natureza organica,
como proteinas, peptideos e aminoacidos, e de natureza inorganica, como sais
minerais, aminas e alcaloides. O peso seco dos venenos compreende até 90% de
proteinas divididas em duas categorias: (1) Proteinas enzimaticas, possuem como
funcdo principal a imobilizacdo da presa ao acionarem cascatas de reacdes
quimicas, a exemplo, as serino-proteinases, metaloproteases, L-aminoacido oxidase
e fosfolipase A2; (2) Proteinas ndo enzimaticas, como as desintegrinas, lectinas de
tipo C e peptideos natriuréticos. A outra porcentagem do peso seco dos venenos
corresponde a anions e cations inorganicos, aminas, peptideos, aminoacidos,
carboidratos e lipideos (JENNINGS et al, 2005; GUTIERREZ, 2009; CARDOSO,
2003).

O veneno é composto por diversas familias de proteinas, cada uma delas
carregam muitas toxinas ou isoformas de toxinas diferentes adaptadas através da
selecdo natural (CALVETE et al., 2009; VON REUMONT et al, 2014; WONG,;
BELOV, 2012; Mc CLEARY). A partir de mutacdes de genes, deriva genética e
selecdo natural a mistura proteica primitiva do veneno se tornou cada vez mais
variada entre as diferentes familias, os componentes do veneno de cada espécie
foram se ajustando distintamente de acordo com as necessidades especificas a fim
de atribuir a toxicidade adequada para predacdo (AMORIM, 2018). A
transcriptbmica, cromatografia liqguida de alta eficiéncia em fase reversa e
espectrometria de massa, entre outras técnicas, tornaram conhecidas diversas
toxinas presentes nos venenos de serpentes (TASOULIS, T.; ISBISTER, G. K.,
2017). A complexa diversidade na composicdo dos venenos ofidicos é vista em
todos os niveis hierarquicos da taxonomia de serpentes, entretanto, como as
glandulas de veneno das serpentes sdo homodlogas algumas familias de toxinas

estdo presentes nas trés familias que possuem presas frontais (AMORIM, 2018).
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As proteinas que integram os venenos sao classificadas de acordo com suas
funcbes homeostéticas, sendo elas: enzimas que coagulam fibrinogénio, enzimas
gue degradam fibrinogénio, ativadores de plasminogénio, ativadores de protrombina,
ativadores de fator V da coagulacéo, ativadores de fator X da coagulacdo, enzimas
com atividade anticoagulante incluindo inibidores da formagdo do complexo
protrombinase, inibidores de trombina, fosfolipases e ativadores de proteina C,
enzimas com atividade hemorragica, enzimas que degradam inibidores de
serinoproteinases plasmaticas, ativadores da agregacdo plaquetaria incluindo
enzimas de acao direta, componentes nao enzimaticos e agentes que necessitam de
cofator, inibidores da agregacdo plaquetaria como alfa-fibrinogenases, 5'-
nucleotidases e disintegrinas. Vale ressaltar que tais substancias nao estao reunidas
em um soO veneno (MARKLAND, 1998).

2.2 Epidemiologia dos acidentes ofidicos

Os acidentes ofidicos sao considerados um problema relevante de salde
publica devido a sua frequéncia e gravidade, porém, mesmo tendo grande
ocorréncia em todo o mundo, é considerado um problema negligenciado. Os dados
disponiveis pela Organizacdo Mundial da Saude mostram que 4,5 a 5,4 milhdes de
pessoas sao picadas por cobras anualmente, destas, 1,8 a 2,7 milhdes desenvolvem
complicag@es clinicas, 400.000 ficam incapacitadas ou desfiguradas definitivamente
e 81.000 a 138.000 morrem. De acordo com Kasturiratne et al. (2008), a india possui
0 maior numero de acidentes por ano, apresentando 81.000, seguido pelo Sri Lanka
com 33.000, Vietnd com 30.000, Brasil com 30.000, México com 28.000 e Nepal
com 20.000 acidentes.

Na Ameérica do Sul, o Brasil € o pais com maior incidéncia de acidentes
ofidicos, sendo as regifes Norte e Nordeste as mais atingidas (SILVA et al., 2015). A
cada ano sado registrados cerca de 26.112 casos, com letalidade de 6,95%, de
acordo com o Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdes (SINAN). As
serpentes peconhentas das familias Viperidae e Elapidae possuem maior relevancia
para a saude publica no Brasil e compreendem em torno de 73 espécies de
importancia médica. Na familia Viperidae encontram-se os géneros Bothrops e

Bothrocophias (jararaca), Crotalus (cascavel) e Lachesis (surucucu), ja na familia
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Elapidae, encontram-se os géneros Micrurus e Leptomicrurus (corais verdadeiras)
(COSTA; BERNILS 2014). No Brasil, os acidentes ofidicos decorrem
predominantemente das serpentes do género Bothrops e Bothrocophias,
compreendendo 87% dos envenenamentos do pais (BRASIL, 2016).

O quadro clinico desenvolvido pela vitima depende da quantidade de veneno
inoculado, localizacdo da picada, idade e, especialmente, do tempo decorrido entre
0 acidente e o atendimento médico; tais fatos refletem na gravidade do acidente e
nas complicacdes no quadro do paciente (SANTOS et al.,, 2016a). Os acidentes
ofidicos sdo mais comuns nos paises tropicais e subtropicais, em especial nas areas
rurais onde o acesso aos servi¢cos de saude é limitado. Os grupos mais vulneraveis
incluem homens e jovens na fase economicamente ativa que moram ou realizam
trabalhos em areas rurais, como agricultura, pesca e caca. Os verdadeiros impactos
dos envenenamentos para a saude publica é um tanto desconhecidos devido a dois
fatores: (1) altos indices de subnotificacdes; (2) muitas vitimas n&o procuram
atendimento nos centros de saude, optando por tratamentos alternativos. Assim, a
obtencéo dos dados reais é impedido, dificultando a potencializacdo da prevencéo e
do tratamento (KASTURIRATNE et al., 2008).

2.3 Acidentes botrépicos

O veneno botrépico possui acdo proteolitica, coagulante e hemorragica. A
acdo proteolitica é gerada por enzimas como proteases, que liberam cininas ao
guebrar o cininogénio, gerando Oxido nitrico e prostaglandinas; peptideos
vasoativos, disparando a atividade da bradicinina ao inibir a acdo da enzima
conversora da angiotensina (ECA); e componentes da cascata do complemento,
fosfolipases e hialuronidases. Ja a coagulopatia € gerada pelo acionamento isolado
ou simultaneo do fator X e a protrombina, 0 que consequentemente ocasiona a
destruicdo do fibrinogénio e da fibrina, refletindo em incoagulabilidade sanguinea. A
acao hemorragica pode ser induzida localmente ou sistemicamente e é proveniente
das hemorraginas que provocam lesbes na membrana basal dos capilares
aumentando a permeabilidade (GUTIERREZ, 2009; GUTIERREZ; LOMONTE,
1989).
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A resposta inflamatdria local gerada pelas toxinas do veneno das serpentes
do género Bothrops ocorre pela sintese e/ou liberagdo de mediadores enddgenos
como histamina e serotonina, fator ativador de plaquetas (PAF) e pela ativacao de
receptores adrenérgicos -1 e -2 que causa a liberacdo de proteinas presentes no
citoplasma das células (CHAVES; GUTIERREZ, 1995). Além disso, estdo presentes
mediadores lipidicos no local, o que significa que enzimas com atividade de
fosfolipase A2 fazem parte da composicdo do veneno ou séo induzidas por eles; os
compostos originados a partir do acido araquidénico sdo o0s principais causadores
dos edemas que ocorrem neste tipo de envenenamento (FERREIRA et al., 2013;
GONCALVES, L. R., MARIANO, M., 2000).

O veneno botrépico também pode gerar necrose muscular devido a presenca
de miotoxinas que afetam os canais i6nicos das células do musculo alterando a
permeabilidade da membrana celular. Assim como as proteases promovem O
rompimento dos vasos sanguineos gerando isquemia da célula muscular
(GUTIERREZ; LOMONTE, 1989).

2.4 Soroterapia

A Soroterapia Antiveneno (SAV) é considerada o tratamento adequado para
vitimas de acidentes ofidicos (BRASIL, 2001). O Instituto Butantan, a Fundacéao
Ezequiel Dias e o Instituto Vital Brazil sdo os produtores de soro para a rede publica
do Brasil. Os soros antivenenos possuem em sua composi¢cao imunoglobulinas
produzidas através da administracdo de pequenas doses de veneno em animais,
principalmente equinos (CUNHA, 2017).

A soroterapia € administrada conforme a magnitude do acidente, sendo
assim, o0 numero de ampolas de soro antiveneno para tratamento de acidentes
botrépicos considerados leves sao de 2 a 4, para os acidentes moderados de 4 a 8
ampolas e 12 ampolas para os graves. Os tipos de soro que podem ser utilizados
sdo: SAB (Soro Antibotropico), SABL (Soro Antibotropico e Antilaquético) e SABC
(Soro Antibotropico e Anticrotalico). Tanto adultos quanto criancas recebem a
mesma quantidade de dose, pois a finalidade é neutralizar a maior quantidade
possivel dos antigenos circulantes independente de idade ou peso. Quando 0 soro

concentrado é diluido na razdo de 1:2 a 1:5 em soro fisiologico ou glicosado 5%
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antes de ser administrado os efeitos adversos apresentam aparente diminuicéo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

Alguns testes podem ser realizados para auxiliar o tratamento do
envenenamento, tais como: tempo de coagulacao (TC), hemograma, exame sumario
de urina e imunodiagnosticos, além da anamnese do paciente envenenado. Porém,
tais exames ndo definem o tipo de acidente ofidico, sendo utilizados apenas para
auxiliar a definicdo do diagnéstico e avaliar a evolucao clinica dos casos (BRASIL,
2001). Desse modo, € crucial o desenvolvimento de testes rapidos, de alta
confiabilidade e especificidade com o intuito de detectar o tipo de envenenamento
para se obter melhor efetividade no tratamento (VITORETI, 2014) tendo em vista
gue no Brasil ndo h& disponiveis para a populacdo testes rapidos que apontem se

houve envenenamento ofidico assim como o género causador do acidente.

2.5 Biossensores

Os biossensores podem ser usados em distintas areas, principalmente para
mensuracdes continuadas de acontecimentos biolégicos. De maneira geral, a
composicdo do biossensor compreende o material biolégico de reconhecimento
incorporado intimamente a um transdutor. Ao inserir os componentes biologicos, o
sinal da reacdo € detectado, transduzido e amplificado (SHANTILATHA, 2003;
SILVA, 2011).

Um atributo importante dos biossensores é a especificidade e a alta
sensibilidade. Para a eficiéncia na deteccéo € interessante a utilizacdo de elementos
biolégicos com alto indice de especificidade, como por exemplo, enzimas ou
anticorpos, devido a isso, sdo os mais utilizados. Dependendo do transdutor, 0s
biossensores podem ser categorizados como eletroquimicos, elétricos, térmicos,
Opticos e piezoelétricos. Assim como podem ser classificados de acordo com a
forma do reconhecimento do sinal: indice de refracdo, amperometria, condutividade,

luminescéncia, potenciometria, fluorescéncia (CALIL, 2011).
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2.5.1 Biossensores SPR

Biossensores SPR baseiam-se no Fendmeno de Ressonéancia de Plasmon de
Superficie (SPR, do inglés Surface Plasmon Resssonace). A onda de densidade de
carga que ocorre na interface de dois meios com indices de refracao distintos, como
um metal e um dielétrico, € o que se denomina plasmon de superficie, este
fenbmeno ocorre quando um raio de luz incide na area de interacdo. (CHUNG,
2007). A massa da superficie é alterada ao passo que biomoléculas sé&o
adicionadas, fenbmeno este que ocasiona o0 deslocamento do angulo de
ressonancia em funcédo do tempo. O transdutor transforma a reagdo quimica em um
sinal de saida passivel de quantificacdo, que é ampliado e mostrado. As variacfes
do indice de refracdo em funcdo do tempo sdo mostradas a partir do processamento
digital em funcdo do tempo (LOUREIRO, 2014). O sensor SPR reconhece o
aumento da espessura da camada ocasionada pelas interacbes moleculares,
podendo ser por ligacdes especificas como nao especificas (ALVES, 2020).

Esta tecnologia Optica identifica interacdes biomoleculares e se destacam na
investigacdo de interacdes biomoleculares por proporcionarem uma rapida resposta
(poucos minutos e até segundos), por serem altamente sensiveis e seletivas e por
ndo necessitarem de marcadores radioativos ou bioquimicos, como enzimas,
radioisotopos e particulas metalicas que podem modificar as propriedades quimicas,
cinéticas e termodinamicas (ALTINTAS E TOTHILL, 2013; LOUREIRO, 2014).

O biossensor SPR compreende: (1) uma superficie de acoplamento Optico,
que pode ser um prisma, fibra Gtica, entre outros; (2) um filme fino, em virtude de sua
estabilidade quimica o ouro € mais adequado, possuindo a importante capacidade
de transformar energia de fétons em uma oscilacdo agrupada de elétrons (JAIN et
al., 2006); (3) uma cobertura de reconhecimento biolégico imobilizada previamente a
qual exerce interagdo com moléculas de interesse existentes na amostra fluidica; (4)
um processador digital que mede tanto a refletividade quanto as demais altera¢ces
de interesse, geralmente acoplado a um microcontrolador ou a um computador
(NAIMUSHIN, 2003; THIRSTRUP, 2004; MAIER, 2007).

Os biossensores conhecidos como imunossensores possuem como principio
a capacidade do anticorpo se ligar ao antigeno correspondente ja que estes
elementos bioldgicos sdo seletivos, especificos e possuem alta afinidade

(LOUREIRO, 2014). Unindo a caracteristica de especificidade e seletividade dos
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antigenos e anticorpos com as caracteristicas peculiares dos biossensores SPR,
essa ferramenta se torna um tanto oportuna para detectar compostos biol6gicos que
apresentam nocividade a saude (MCDONNELL, 2001).

2.6 Modelos de adsorcao

Para o desenvolvimento de um biossensor ideal, o estudo da adsor¢cao € um
parametro indispensavel a ser estabelecido, assim, & necessario conhecer e avaliar
as constantes de equilibrio relativas as interagbes do imunocomplexo antigeno-
anticorpo. A partir de tais dados € possivel produzir biossensores mais sensiveis,
seletivos e, principalmente, mais estaveis, que terdo um maior potencial para
producdo comercial (CARVALHO, 2003).

Isotermas de adsorcao sdo curvas que quantificam as moléculas adsorvidas
em um substrato a uma dada temperatura de acordo com a quantidade de soluto
adsorvido em funcdo da sua concentracdo. Mesmo com uma diversidade de
procedimentos que buscam interpretar interacdes moleculares, como cromatografia,
eletroforese, radio imunoensaio, cromatografia por imunoafinidade e ELISA, poucas
tornam possivel determinar diretamente as constantes cinéticas de adsorcédo e de
dessorcédo ou diferenciar o comportamento da associacdo e dessociacdo. Dentre as
isotermas comumente utilizadas, destacam-se a isoterma de Langmuir, isoterma de
Freundlich e isoterma BET (Brunauer, Emmet e Teller), suas aplicagdes variam de
acordo com o tipo de adsorgcédo (LOUREIRO, 2014).

A Isoterma de Langmuir € um tipo de curva isotérmica elaborada em 1916 por
Irving Langmuir com o intuito de analisar, a uma determinada temperatura, a
influéncia da pressdo do gas no recobrimento da superficie onde estava sendo
adsorvido (SOHN; KIM, 2005). A principio, tal modelo foi desenvolvido para a analise
de adsorcdo molecular reversivel, porém, por ser simples e oportuna, tem sido
aplicada com éxito para descrever eventos de ligacbes irreversiveis como a
adsorcao de proteinas em diferentes sistemas. Por este motivo, essa isoterma foi
utiizada no presente estudo, assim como a forma modificada da Isoterma de
Langmuir denominada de Aproximagdo do Modelo de Langmuir por uma
exponencial, a qual a taxa de crescimento decresce exponencialmente com o tempo
(LOUREIRO, 2014).
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Diante da epidemiologia e negligéncia aos envenenamentos ofidicos, assim
como a inexisténcia de testes rapidos no territorio brasileiro, fica clara a necessidade
de estudos para o desenvolvimento de um biossensor que detecte o género da
serpente que ocasionou o acidente para que haja uma diminuicdo na morbidade e a
mortalidade que acomete pessoas envenenadas (SALOMAO, 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Implementar uma metodologia baseada em biossensor SPR para avaliacdo de

reconhecimento especifico e inespecifico entre soro antiofidico e veneno.

3.2 Objetivos especificos

e Conhecer os indices de refracdo de soro antibotrépico e veneno botropico em
diferentes concentracdes em fun¢éo do tempo;

e Conhecer os indices de refracdo de soro anticrotalico frente ao veneno
botrépico em diferentes concentracdes em funcéo do tempo;

e Utilizar diferentes modelos de andalise da adsorcdo para verificar suas

aplicabilidades.
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4 METODOLOGIA
4.1 Local

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biossensores |,
coordenado pelos professores Antonio Marcus Nogueira Lima e Fernanda Cecilia
Correia Lima Loureiro, localizado no prédio LARCA (Laboratério de Referéncia em
Controle e Automacéo), pertencente ao departamento de Engenharia Elétrica da
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), no campus |, em Campina
Grande, Paraiba, Brasil.

4.2 Obtencao do Veneno

O veneno de serpentes Bothrops erythromelas foi obtido através da ordenha
de espécimes em cativeiro provenientes do Museu Vivo Répteis da Caatinga,
localizado no municipio de Puxinand, estado da Paraiba. Foram selecionados
apenas animais adultos. O veneno foi mantido a temperatura de -20°C até o
momento de sua utilizac&o.

4.3 Obtencao dos Soros

Os soros antiveneno comercializados no Brasil foram obtidos por doacao da
Secretaria de Saude do Estado de Pernambuco.

4.4 Preparacado das amostras

Todas as solugbes proteicas utilizadas foram diluidas em PBS (tampdao

fosfato-salino) imediatamente antes das analises.
4.5 Descricao do método de deteccéao
O biossensor o6ptico (SPR) utilizado nos testes denomina-se Colbi-VIR,

descrito em Thirstrup et al. (2004). Sua sensibilidade é extremamente alta, da ordem

de 107 RIU (do inglés, Refractive Index Unit). O sensor tem como principio a
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Ressonancia de Plasmons de Superficie (do inglés Surface Plasmon Ressonance,
SPR), de forma que a mudanca do angulo de refracdo da luz incidente ocorre devido
a adsorcdo dos componentes biolégicos sobre a superficie sensora, (biochips
poliméricos SPR, descartaveis, cobertos com uma pelicula de ouro de 50nm). Um
processador de sinais gera calculo da refletividade, que é apresentada através do
Software “CobiSoft” da empresa VIR Biotechnology®. O controle do transporte do
fluido (que é levado ao chip disposto no interior do sensor) é realizado por uma
bomba peristaltica. Durante a circulagdo do microfluido, as substancias de interesse
presente neste adsorvem-se na pelicula de ouro ocasionando uma deflexdo no
grafico gerado pelo software, em que a variacao do indice de refragdo é gravada em
funcdo do tempo; quando toda a superficie se encontra coberta a linha do grafico
torna-se constante (0 tempo para que a constancia ocorra varia de acordo com a
substancia), a resposta do biossensor se d4 em tempo real (LOUREIRO, 2014).
Para a realizacédo dos testes, o primeiro passo é a limpeza da superficie de
ouro, em que sdo realizados breves ciclos de limpeza no chip desacoplado do
sensor, lavando-o com agua destilada, NaOCI (hipoclorito de sédio), e uma lavagem
final com &lcool para hidrofilizar a superficie. Depois da secagem, o biochip é
acoplado ao sensor para uma limpeza interna com agua e PBS a fim de evitar
qualguer contato e possiveis contamina¢fes do ambiente. Esta circulacdo de PBS
também tem o intuito de simular algum fluido corporal humano, assim, apds toda
superficie se encontrar coberta pelo PBS (fato este indicado pela constancia da
curva do gréfico), faz-se circular o soro antiofidico diluido em PBS na proporcéo
1:100 até se obter cobertura méaxima da pelicula. Em seguida, o PBS é novamente
admitido para que as moléculas fracamente ligadas sejam removidas (indicado pelo
decaimento linha do grafico), com isso, restam apenas as ligacbes fortes e
especificas no sensor. A seguir, faz-se circular o veneno diluido em diversas
propor¢cdes para ocorrer a formacdo do complexo antigeno-anticorpo; apds toda
superficie sensora se encontrar coberta, lava-se com PBS com o mesmo intuito de
remover as proteinas fracamente ligadas, restando apenas as ligacOes fortes e
especificas entre o antigeno e anticorpo. Os resultados, demonstrados pela
mudanca no indice de refragcdo apresentados pelo software, revelam os niveis de

interag&o do soro com veneno.



4.6 Analise dos graficos

27

Os gréaficos sdo gerados no momento em que estdo ocorrendo as interagcdes

entre as moléculas sobre a superficie de ouro do sensor e sdo analisados como

mostra o0 modelo representado na Figura 1, o qual ilustra a adsorcdo e dessorcao

gue pode resultar em trés casos (A, B e C).

Figura 1- Caracteristicas de adsorcdo e dessorcao de

imobilizacdo de proteinas
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ligagdes irreversiveis
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fragdes de ligagdes
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Fonte: Loureiro, 2014.

Com este método, baseando-se no modelo de adsorcdo de Langmuir e em

sua forma modificada, foram efetuadas as analises de adsor¢édo do veneno ofidico.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados testes utilizando Soro Antibotropico (SAB) e Veneno
Botropico (VenB) da espécie Bothrops erythromelas sobre a superficie de ouro do
sensor, o VenB foi diluido em diferentes propor¢cdes enquanto o SAB foi diluido
numa propor¢cdo padronizada para todos os testes. Em trabalho realizado
anteriormente por nosso grupo, a concentracdo Otima de soro foi estudada e
determinada em 1:100, pois a concentracdo ideal para uma adsor¢cdo adequada
deve promover dominios suficientes para que ocorram as interacdes, porém nao
devem reduzir a capacidade maxima de ligacdo entre o0 veneno e o0 soro sobre 0
sensor por efeitos estéricos (ALVES, 2020).

O VenB foi diluido nas propor¢des 1:12500, 1:10000, 1:7500, 1:5000, 1:2500,
1:1000, 1:500 e 1:100 a fim de tornar conhecido o indice de refracdo do VenB para
cada concentracdo de veneno. Além disso, foram realizados testes utilizando soro
inespecifico (anticrotalico) com VenB em diversas proporcbes para avaliar a
presenca ou auséncia de interacfes inespecificas que indicariam reacdo cruzada.
Para a andlise da adsorcdo foi testada a aplicabilidade de dois modelos
matematicos, sendo eles: a Isoterma de Langmuir e um modelo modificado da
Isoterma de Langmuir, a fim de verificar se seriam apropriados ao estudo de

adsorcao do veneno botrépico.

5.1 Andlise da interacéo entre veneno botrépico e soro antibotrdpico

Os gréficos a seguir mostram a evolucédo da cobertura da superficie de ouro,
em funcdo do tempo, através da adsorcdo e dessorcdo das moléculas de acordo
com a concentracao.

Foi observada a adsorcédo do SAB na proporcdo de 1:100 (diluicdo padrao
para soro) e do VeB na propor¢édo de 1:12500. A Figura 2 mostra o grafico do indice

de refracdo em funcéo do tempo para esta concentracao.



Figura 2- Gréfico do indice de refragcdo em funcdo do tempo

da adsorcao do soro (1:100) e veneno botropico (1:12500).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

A partir do grafico € possivel observar que, para uma concentragdo de VenB
na proporcdo de 1:12500, o indice de refracdo do SAB foi de 10,25x10 RIU porém

o VenB nao refratou (a linha do grafico ndo se elevou), indicando que ndo houve

ligacdo entre antigeno e anticorpo.

Essa diluicdo de VenB foi a maior testada (1:12500), tendo em vista que nao
apresentou interacdo com o SAB. Com isso, continuamos os experimentos utilizando

diluicdes menores de veneno a partir desta diluicdo para avaliar a maior diluicdo de
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veneno em que haveria interacdo com o SAB ap6s a lavagem com PBS.

Foi acompanhada a interacdo do SAB (1:100) ao VenB na proporcdo de
1:10000. A Figura 3 traz o grafico que indica o indice de refracdo para esta

proporcao.
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Figura 3- Grafico do indice de refragdo, em funcdo do tempo, da
adsorcédo do soro (1:100) e veneno botrépico (1:10000).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

A partir da concentracdo de veneno na proporcdo de 1:10000 (figura 3) foi
observada interacdo entre SAB e VenB. O SAB refratou 1,75x10° RIU enquanto o
VenB partiu de 3,79x10° RIU, formou o platé em 5,37x10° RIU, e ap6s a lavagem
com PBS, o indice de refracéo do veneno decresceu para 4,87x10° RIU.

A proxima proporcao de VenB analisada foi 1:7500 sobre o SAB (1:100); a
Figura 4 revela o resultado da interacao.

Figura 4- Grafico do indice de refracdo, em funcéo do tempo, da
adsorcao do soro (1:100) e veneno botropico (1:7500).
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Nesse ensaio, o VenB partiu de 2,66x10° RIU, subiu até 3,64x10° RIU, e,
apos a lavagem com PBS teve o indice decrescido para 2,84x10° RIU. Tal leitura
demonstra que o sensor continuou respondendo a uma proporc¢ao bastante diluida.

Seguindo as andlises, o VenB na proporcdo de 1:5000 foi testado sobre o

SAB (1:100); a Figura 5 apresenta os indices de refracao.

Figura 5- Grafico do indice de refracdo em funcdo do tempo da
adsorcao do soro (1:100) e veneno botrépico (1:5000).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

O grafico (figura 5) mostra que o SAB refratou 2,66x10° RIU. Na proporgéo
de 1:5000 o indice de refracéo do veneno partiu de 4,61x107° RIU, alcancou 5,28x10°
® RIU, e, apds a lavagem com PBS decresceu para 4,98x10° RIU. Esse dado
demonstra que, ainda em uma proporcdo muito diluida, a interacdo SAB X VenB
continuou sendo detectada pelo sensor.

Continuando a sequéncia de andlises, foi observada a interagcdo do SAB
(1:100) e do VenB na proporc¢ao de 1:2500 (figura 6).
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Figura 6- Gréfico do indice de refracdo em funcdo do tempo
da adsorcao do soro (1:100) e veneno botropico (1:2500).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

Na proporcdo de 1:2500, o grafico (figura 6) mostra que o SAB refratou
2,63x10° RIU e o indice de refracdo do veneno partiu de 4,04x10° RIU, se elevou
até 4,62x10° RIU, e apés a lavagem com PBS decresceu para 4,30x10° RIU.
Dando prosseguimento, testamos maiores concentracbes de VenB frente ao SAB.
Assim, o VenB na proporgéo de 1:1000 foi testado sobre o SAB (1:100), a Figura 7

traz o grafico que indica o indice de refracdo para esta proporcao.

Figura 7- Gréfico do indice de refracdo em funcdo do tempo
da adsorcao do soro (1:100) e veneno botrépico (1:1000).
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A curva referente ao SAB continuou seguindo o padrdo das analises. O
grafico (figura 7) mostra que, para uma concentracdo de VenB na proporcdo de
1:1000, a leitura partiu de 4,94x10° RIU, ascendeu até 6,32x10° RIU, e, apds a
lavagem com PBS teve o indice decrescido para 5,64x10° RIU.

Dessa maneira, acompanhamos a interagdo do VenB na proporcao de 1:500

com o SAB (1:100) (figura 8).

Figura 8- Gréfico do indice de refragcdo em funcédo do tempo
da adsorcao do soro (1:100) e veneno botrépico (1:500).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

Na concentracdo de veneno na proporcdo de 1:500, o gréafico mostra que o
SAB refratou 3,42x10° RIU e o VenB partiu de 9,20x10° RIU, se elevou a 1,59x107
e apds a lavagem com PBS, apresentou o indice decrescido para 1,32x10? RIU.

A Ultima proporcdo de veneno botropico analisada foi de 1:100, a Figura 9

traz o grafico do experimento.



Figura 9- Gréfico do indice de refracdo em funcdo do tempo
da adsorcao do soro (1:100) e veneno botropico (1:100).
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O grafico acima mostra que o SAB refratou 1,12x10° RIU e o veneno na

proporcdo de 1:100 partiu de 3,82x10° RIU, alcancou 8,18x10° RIU, e, apds a

lavagem com PBS teve o indice decrescido para 5,60x10° RIU.

Para comparacdo e melhor compreensdo dos indices de refracdo das

diferentes diluicdes, a Figura 10 apresenta a sobreposicédo dos gréficos referentes

as figuras 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9 mostrados anteriormente, as quais o indice de

refracdo das diferentes nas proporcdes de VenB.

Figura 10- Curvas da adsorcdo do VenB sobre o SAB em funcao do
tempo para diferentes concentragoes.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

A partir da Figura 10, a qual apresenta o indice de refracdo das diferentes
proporcdes, observa-se que a resposta mais alta obtida pelo biossensor foi para a
maior concentracdo de veneno (na proporcao de 1:100). J& a diluicdo com a menor
concentracdo de veneno (proporcdo de 1:12500) ndo mostrou resposta pelo
biossensor, com isso, a diluicho maxima a qual detectou-se interagdo entre SAB e
VeB foi na propor¢céo de 1:10000, corroborando as analises de Alves (2020). Além
disso, € possivel perceber a presenca de uma alta resposta pelo biossensor para a
concentracdo de veneno mais diluida (1:10000), que pode estar relacionada ao
depoésito de substancias mesmo apds o processo de limpeza ou a possiveis
sucessoOes excedentes de experimentos sem a troca do chip, podendo ter ocorrido
imperceptivelmente seu desgaste ja que foram realizadas inimeras repeticdes para
esta concentracdo a fim de assegurarmos que 0 sensor respondia a uma tao baixa
concentragao.

A Figura 10 reforga a concluséo sobre a sensibilidade do sensor as diversas
concentracbes de VenB. Observa-se que em algumas destas propor¢cdes, 0
aumento do indice de refracdo ndo seguiu 0 aumento da concentracdo, ou seja, a
leitura apresentada pelo sensor variou desproporcionalmente em relacdo as
concentracdes. Nao foi possivel assegurar totalmente tal desproporcionalidade, pois
nem todas as concentracdes foram realizadas em triplicata. Esta falta de
proporcionalidade também foi observada em Faria (2017) ao empregar um substrato
de ouro para o desenvolvimento de imunodiagnéstico para envenenamento por
Bothrops; entretanto, autores como Laborde et. al (2009) e Loureiro (2014) relataram
0 aumento da resposta do sensor ao passo que a concentracdo da substancia
estudada aumentava.

Avaliamos a relacdo entre a concentracdo do veneno e o tempo de resposta
do biossensor, essas duas variaveis sdo mostradas na Figura 10. Souto et. al
(2013), ao estudar o desenvolvimento de um imunossensor Optico SPR para
deteccdo de leishmaniose, observaram que tanto a concentracdo dos antigenos
quanto o tempo resulta na sensibilidade do sensor. Em relacdo a variavel
‘concentragado’, observa-se que 0 grau de resposta oriundo da interacdo dos
antigenos com anticorpos depende da quantidade de antigenos adsorvidos na

superficie, ja em relagéo a variavel ‘tempo’ observa-se que quanto menor o tempo
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para o biossensor responder mais promissor este sera, considerando que a
deteccdo do tipo de envenenamento estudado no nosso trabalho necessita ser
rapida. Ainda em relacdo ao tempo de resposta, tem-se que o tempo é um reflexo da
concentracdo, da afinidade entre as biomoléculas, assim como do procedimento
metodoldgico utilizado para imobilizar os antigenos ou anticorpos (SANTOS, 2016).
Por este motivo, para nossos ensaios utilizamos um procedimento metodologico
simples e uma imobilizac&o direta no ouro.

Vitoreti (2014), em seu estudo para o desenvolvimento de um imunossensor
eletroquimico para identificacdo de toxinas de Bothrops, utilizou a proporcéo de 1:2
do veneno da serpente Bothrops frente ao soro comercial, quando a proporcéo
mudou para 1:1 também houve aumento de resposta, entretanto, houve saturacao
do sistema paras as proporcdes de 3:2 e 2:1, o tempo total dos testes foi cerca de
40 min. Uma falha nos experimentos de Vitoretti (2014) foi a ndo determinacao da
concentracdo de proteinas no veneno, o que prejudica a avaliacdo do limite de
deteccdo de seu sistema, assim como o tempo de diagnostico. Em nosso trabalho
nao buscamos identificar a concentragdo maxima de veneno em que ocorreria a
saturacdo jA que o veneno tende a ser encontrado em baixa concentragcdo no
sangue circulante, entretanto, a deteccdo da concentragdo maxima que utilizamos
neste trabalho (1:100) mostra que 0 nosso biossensor é capaz de detectar
concentracfes bem mais altas até que alcance a saturacao.

Faria (2017), investigou o emprego de diferentes substratos transdutores para
o desenvolvimento do imunodiagnostico de envenenamento ofidico pelo género
Bothrops, ao empregrar o substrato de ouro, utilizou o veneno de seis espécies
botrépicas nas concentracées de 0,001; 0,01; 1; 2; 5; 10 ug.mL™; a concentracdo de
5 ug.mL™* foi a que gerou maior resposta enquanto a maior concentracdo (10 pg.mL-
1) provocou o menor resposta, 0 que significou que a partir de uma determinada
concentracdo o aumento da resposta nao foi proporcional a maior concentracéo de
veneno, o tempo total para a deteccdo foi em média 36,58 min, além disso, a
concentracdo minima detectada pelo biossensor foi 0,01 pg.mL™.

O biossensor utilizado na presente pesquisa foi capaz de detectar o veneno
em uma concentracdo minima de 0,021 pg.mL™ e o tempo para deteccdo nesta
concentracdo foi de 15 min. Tal concentragdo e tempo baixos s&o resultados
vantajosos e adequados para detecgdo de envenenamento ofidico, tanto porque

esse tipo de agravo deve ser identificado e tratado rapidamente visando minimizar
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os efeitos locais e sisttmicos do envenenamento quanto pela baixa concentracao de
veneno circulante no paciente envenenado. Dessa maneira, mesmo com baixa
concentracdo de veneno no sangue, o biossensor podera se mostrar efetivo. O
sistema desta pesquisa apresentou valores muito proximos ao de Faria (2017), e,
mesmo tendo mostrado uma sensibilidade (0,02 pg.mL™) um pouco menor que a do
autor (0,01 pg.mL™), nosso sistema é mais promissor pois utiliza soro bruto, possui
metodologia simples e apresenta uma resposta mais rapida.

A Tabela 1 traz a comparacao entre os trabalhos citados acima, que também
estudaram o desenvolvimento de biossensor para deteccdo de veneno de espécies

de serpentes do género Bothrops.

Tabela 1- Tabela comparativa em relacdo as concentracdes, limite de deteccéo e

tempo de resposta entre autores.

- CONCENTRACAO/ | CONCENTRACAO/ LIMITE DE TEMPO DE
REFERENCIA VENENO SORO DETECCAO RESPOSTA
0,021, 0,028; 0,043; . o
Borges etal. | 4'5g6"()'216: 0.432: 5mg/ml 0,021 pg.mL* | EM media 15
(2020) 2,16 pg.mL" min
Faria (2017) 0’5_051_; foo;}g ?T’i;_ll; N&o especifica 0,01 pg.mL™* I;g1 5'2?3:?
Especifica a
Vitoreti (2014) N&o especifica 100pg/ml proporgao 40 min
1:1

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

Em relacdo a concentracao de anticorpos presentes no soro utilizado nos trés
trabalhos, observa-se que a concentracdo utilizada na presente pesquisa € bem
mais alta que a concentracdo usada por Vitoreti (2014). Esse dado poderia explicar
0 menor tempo de resposta do nosso sistema, porém, considerando que 0s autores
citados utilizaram soro purificado, ainda assim nossos resultados sdo animadores,
uma vez que utilizamos soro bruto. Além disso, Faria (2017) néo especificou em seu
trabalho a concentracéo de soro utilizada. Novos experimentos serdo realizados com
nova curva decrescente de concentracdo do soro para avaliar o menor limite de
deteccdo do complexo Ag-Ac (soro-veneno).

Um fator que pode interferir no limite de deteccdo é a forma em que os

antigenos sao utilizados nos experimentos, alguns trabalhos obtém as amostras a
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partir de kits comerciais e utilizam a quantidade proteica absoluta (SANTOS, 2016;
VITORETI, 2014) enquanto em outros trabalhos os antigenos (e/ou os anticorpos)
sao purificados de forma que apenas as espécies antigénicas especificas séo
utilizadas nos testes (LUZ et. al, 2015; FARIA, 2017). Soros e antigenos purificados
aumentam a sensibilidade e diminui o tempo da reagcédo, aumentando a leitura e
eficiéncia do biossensor, porém, utilizamos a quantidade total de proteinas do
veneno, pois essa forma melhor simula a situacéo real em que o veneno se encontra
nos fluidos humanos apo6s envenenamento. No presente trabalho provamos que,
quando se trata de envenenamento ofidico (uma série de diferentes toxinas) em
contato com o soro comercial especifico (anticorpos policlonais), a metodologia e o0
sistema utilizados constituiram a melhor forma de detec¢cdo de envenenamento
ofidico em desenvolvimento no pais.

A maior parte dos autores abordados nesta discussdo empregaram a técnica
de monocamada auto-organizada (SAM, do inglés Self-Assembled Monolayer), a
qual consiste na formacdo de camadas monomoleculares que formam
espontaneamente arranjos organizados de moléculas anféteras, como derivados de
alquil, alcoois, aminas, tidis, alcanotidis e acidos graxos sobre superficies solidas. As
SAMs sdo utilizadas como uma forma de imobilizacdo em superficies sélidas para
garantir homogeneidade, orientacdo e estabilidade (FREIRE et. al, 2003; FISCHER,
2011). Entretanto, Vittoreti (2014) e Alves (2020) imobilizaram os anticorpos
diretamente no ouro. Em nosso estudo também observamos a resposta do
biossensor frente ao soro e veneno aplicados diretamente sobre o ouro devido a
cinco principais razdes: por ser um estudo inicial; para observar se essa metodologia
simples geraria respostas positivas; para analisar se 0 sensor € seletivo mesmo néo
utilizando SAMs; para produzir um sensor de baixo custo; para se comparar as
respostas deste estudo com posteriores utilizando SAMs. A partir dos resultados,
fica evidente que a nao utilizacdo de SAMs ndo comprometeu o desempenho do
sensor nas condi¢des avaliadas. A preparacado da superficie do nosso biossensor foi
realizada de acordo com o proposto em Alves (2020) e Makaraviciute (2013),
através da Imobilizacdo Direcionada de fragmentos de anticorpos (F(ab’)2)
presentes no soro antiofidico sobre a superficie de ouro que sado gerados apos uma
digestdo enzimatica, estes fragmentos possuem o sitio de ligacdo ao antigeno e €
composto por uma cadeia pesada e uma leve. O local de articulagdo do anticorpo

possui pontes dissulfidicas que, apos a fragmentacdo pela digestdo enzimatica,
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tornam-se disponiveis e se ligam na superficie do ouro. Esta técnica de preparacéo
da superficie do sensor € rapida e simples (MAKARAVICIUTE, 2013).

Em relacé&o ao formato dos ensaios, Wang et. al (2017) estudando o impacto
da configuracdo do ensaio do biossensor SPR no anticorpo utilizando o receptor Fc
neonatal, analisaram se a escolha do formato do ensaio pode influenciar a interacao
de ligacéo, para isto, foram realizados dois formatos de ensaios alternativos com
anticorpos monoclonais recombinante humanizado (rhuMAb) e o receptor FcRn: 1)
os rhumAbs foram imobilizados diretamente no chip do biossensor e as proteinas
FcRn foram injetadas em seguida; 2) as proteinas FcRn foram diretamente
acopladas no chip e os rhumAbs foram injetados logo apds. O autor afirma que até o
presente momento ndo ha evidéncias que impecam o uso de qualquer formato e que
os padrBes dos ensaios parecem ser determinados, por exemplo, por facilidade de
comparacao de moléculas e escolha individual de cada laboratério. Para ele, utilizar
formatos distintos em testes com biossensor de SPR dificulta a comparagéo entre
diferentes estudos, pois gera resultados mistos e controversos. Uma revisdo
realizada por Gurbaxani (2013) sobre as afinidades de ligacdo a partir de SPR,
relata que o formato 1 do ensaio € usado com maior frequéncia que o formato 2.

Em nossos ensaios com veneno ofidico no biossensor SPR, foi empregado
apenas o formato do tipo 1: os anticorpos (soro) foram imobilizados primeiro no chip
sensor e em seguida os antigenos (veneno), seguindo o tipo de formato da maioria
dos trabalhos utilizados nesta discussédo. Neste formato o veneno ja encontra a
superficie coberta com os anticorpos, como nosso objetivo é produzir um biossensor
que detecte veneno, o soro € colocado previamente em uma proporcao padrao
suficiente para cobrir todo o chip sensor, para que depois sobrevenha o veneno.
Como o veneno é o composto estudado trabalhamos com a variacdo de sua
concentracdo, assim, se o formato 2 fosse utilizado, quando as menores
concentracdes de veneno se ligasse a superficie sensora sobraria muitos espacos
sem antigeno devido a baixa concentragdo, sendo assim, quando 0s anticorpos
fosse adicionados em seguida, se ligariam tanto aos antigenos quanto aos espacos
vazios na superficie o que ocasionaria um falso aumento do indice de refragédo
gerado tanto pela ligacdo antigeno-anticorpo quanto por anticorpos ligados nos
espacos da superficie sem o antigeno.

Barbosa (2008) apresenta 7 atributos considerados importantes para um

biossensor ideal, todos eles foram contemplados em nosso biossensor, séo eles:
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Sensibilidade- comprovada, pois a magnitude do sinal de saida foi modificada em
consequéncia da alteragéo da concentragdo do veneno; Linearidade- demonstrada
pela continuidade da sensibilidade para todas as concentra¢des do analito; Limite de
deteccdo- nosso biossensor alcanca um limite de deteccdo da ordem de 107 RIU;
Seletividade- comprovada, pois o0 biossensor respondeu as mudancas nas
concentracbes do analito; Tempo de vida- a deteccdo foi reprodutivel e continuou
precisa; Histerese- os testes anteriores ndo prejudicaram as medicOes posteriores

pois as condi¢cdes foram sempre as mesmas; Resposta dinamica.

5.2 Estudo da adsorg¢éao do veneno de Bothrops

Diferentes abordagens podem ser empregadas para investigar a adsorcéo,
dentre elas, modelos de isotermas de adsorcao as quais descrevem a adsorcéo dos
mais variados meios e substancias. Em muitos trabalhos (ELKHALEEFA et al, 2020;
LIMA, 2013; WASTI et al, 2014, PIVA, 2011; PETRONI, 2004; BOEIRA et al, 2005;
LENZI et al, 2000; DIAS et al, 2001; YAMAMURA et al, 2005; ALCANTARA et al,
2009) a cinética do processo de adsor¢do e a isoterma de adsorcdo foram avaliados
por mais de um modelo (de dois a quatro) com o intuito de verificar qual modelo é
mais adequado, visando melhor ajuste para os dados.

Sendo assim, os diferentes modelos quando usados em conjunto podem
fornecer dados que possibilitam uma maior compreensdo da interacdo entre as
substancias (LIMA, 2013). Alguns dos modelos aplicados para isotermas de
adsorcdo foram os modelos lineares e ndo lineares de Langmuir, Temkin e
Freundlich. Nosso trabalho objetivou estudar a aplicabilidade de dois modelos de
adsorcdo para analise da adsorcdo do veneno em diferentes concentracdes, 0s

resultados séo apresentados nas secdes a seguir.

5.2.1 Isoterma de Adsorcado de Langmuir para a adsorc¢éo especifica

Por ser uma maneira pratica e usual de quantificar a adsor¢do, uma das
abordagens de quantificacdo comumente utilizada consiste na construcdo de
isotermas de adsor¢do segundo um modelo tedérico que represente
matematicamente o fenbmeno, estas sdo construidas a partir de dados de equilibrio

obtidos experimentalmente (PETRONI, 2004). Objetivando compreender de maneira
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mais aprofundada os processos de ligacdo envolvidos, foi proposto realizar um
estudo de adsor¢céao do veneno sobre o veneno.

A isoterma de Langmuir mostra, de maneira simplificada, a adsorcao do
adsorvente e adsorbato (FALONE; VIEIRA, 2004). Nos resultados apresentados nas
sec¢Oes anteriores, o veneno foi diluido em diferentes proporc¢des e aplicado a uma
quantidade fixa de soro, em temperatura constante, por um determinado periodo de
tempo. Os estudos de adsorcdo do veneno botrépico sobre o soro no ouro foram
conduzidos mediante a realizacéo e interpretacédo da Isoterma de Langmuir. O valor
méximo de refletdncia de cada concentracdo versus o inverso de concentracdo

resultou na seguinte Isoterma de Langmuir (Figura 11).

Figura 11- Grafico da Isorterma de Langmuir para a adsor¢cao
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Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

A partir da Figura 11 é possivel detectar a auséncia de uma variagéo linear e
inclinacdo constante, o que demonstra que o modelo de adsor¢cdo de Langmuir ndo
foi adequado para esse tipo de experimento. Vale ressaltar gue mesmo com anos de
pesquisas ainda ndo estdo totalmente compreendidas as interagdes irreversiveis de
macromoléculas (especialmente proteinas) sobre superficies sélidas bem como os
modelos de adsorcdo continuam dubitaveis (NORDE, 1992). Por isso, torna-se
necessario explorar os processos que envolvem a ligacées de proteinas a fim de

buscar o modelo de adsor¢do que explica tais processos.
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N&o foram encontrados na literatura estudos de aplicacdo de modelos de
isotermas de adsorcao tratando-se de soro e veneno ofidico. Uma sugestdo para a
nao aplicabilidade deste modelo € o fato dos venenos serem compostos de
moléculas com as mais diversas configuracdes intrinsecas, como: tamanho, peso
molecular, ponto isoelétrico e imunogenicidade. O presente estudo € pioneiro e
necessita ser aprimorado visando buscar outros modelos matematicos que melhor

se adequem ao nosso objeto de estudo (veneno), nosso sistema e metodologia.

5.2.2 Aproximagao do Modelo de Langmuir por uma exponencial (AML) para a
adsorcao especifica

A fim de continuar investigando os processos de adsorcdo do veneno,
buscamos utilizar outro modelo: Aproximagdo do Modelo do Langmuir por uma
exponencial. Para isso, foram determinadas as derivadas dos indices de refracao de
todas as concentracdes de veneno botrépico utilizadas (figura 12). A validade da
aplicacdo do modelo AML descrito em Loureiro (2014) é comprovada quando a
evolucéo temporal da taxa de crescimento tem uma relacdo de aproximacdo a uma

exponencial decrescente.
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Figura 12- Derivada da cobertura das concentragdes de 1:100, 1:500, 1:1000,
1:2500,1:5000,1:7500, 1:10000 e 1:12500
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Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

Verifica-se a aplicabilidade do AML para a maior concentracdo de veneno
(1:100) ao observar a derivada do indice de refracdo desta concentracdo (primeiro
grafico da Figura 12, marcacdo em vermelho), desconsiderando a parte transitoria
inicial (LOUREIRO, 2014). Tendo em vista que a taxa de crescimento decresceu
exponencialmente com o tempo para a propor¢cdo de 1:100, compreende-se que
esse modelo se aplica principalmente a altas concentracfes, como utilizado em
Loureiro (2014). Portanto, a partir de agora trabalharemos com concentracoes
abaixo de 1:100 assim como buscaremos outro modelo que se aplique as menores

concentracdes para que assim possamos quantificar tais adsorcdes.
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5.3 Andlise da interac&o entre veneno botrépico e soro anticrotalico (SAC)

Apoés os resultados se demonstrarem positivos para deteccdo da interacéo
entre 0s antigenos e anticorpos especificos, realizaram-se testes para avaliar a
presenca ou auséncia de interacao inespecifica, significando reac¢édo cruzada, para
isso foram utilizados soro anticrotélico (proprio para envenenamento por serpentes
género Crotalus) e veneno botrépico.

Como a concentracdo minima detectavel pelo biossensor nos experimentos
entre veneno botropico e seu soro especifico foi na propor¢cédo de 1:10000, optou-se
por iniciar os testes nesta mesma propor¢do de veneno da Bothrops erythromelas

(1:10000) sobre o Soro Anticrotalico na proporgcao padréao de 1:100 (figura 13).

Figura 13- Gréfico do indice de refracdo da interacdo do VenB
(1:10000) sobre o soro inespecifico (SAC).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

Segundo o gréfico, o indice de refragcdo do VenB na proporcado de 1:10000
sobre 0 SAC partiu de 6,66x10° RIU e se elevou até 6,87x107, entretanto, depois da
circulagdo com PBS todo veneno antes ligado foi removido, sendo assim, ndo houve
ligacdo entre antigeno e anticorpo inespecifico nesta proporcao.

Em seguida, foi acompanhada a ligacdo do VenB na propor¢céao de 1:7500 ao
SAC (1:100). A Figura 14 traz o grafico que indica o indice de refragdo para esta
proporgao.
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Figura 14- Gréfico do indice de refracdo da interacdo do VenB
(1:7500) sobre o soro inespecifico (SAC).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

Nesse ensaio, o VenB sobre o SAC partiu de 4,48x10° RIU, subiu até
5,09x10° RIU, e, apds a lavagem com PBS teve o indice decrescido para 4,64x107
RIU. Nesta concentracdo o biossensor detectou pequena interacdo inespecifica
entre VenB e SAC.

Seguindo as analises, 0 VenB na proporcéo de 1:5000 foi submetido ao SAC
(1:100) (figura 15).

Figura 15- Gréfico do indice de refracdo da interacdo do VenB
(1:5000) sobre o soro inespecifico (SAC).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2020.
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O grafico acima mostra que o VenB partiu de 6,64x10° RIU, elevou-se para
6,98x10° RIU e teve o indice decrescido para 6,41x10° RIU apés a lavagem com
PBS, sendo assim, o biossensor ndo detectou nenhuma ligacédo inespecifica nessa
proporcao de veneno. Continuando os experimentos, foram realizados testes com o
VenB na proporcdo de 1:2500 sobre o SAC (1:100), a Figura 16 traz o gréfico que
indica o indice de refragdo para esta proporcao.

Figura 16- Grafico do indice de refracdo da interacdo do
VenB (1:2500) sobre o soro inespecifico (SAC).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2020.
O grafico acima mostra que o VenB partiu de 1,03x10? RIU, subiu até
1,12x107 e teve o indice decrescido para 1,07x10? RIU apés a lavagem com PBS,
sendo assim, houve interacdo inespecifica porém muito baixa.

Por fim, a dltima proporcao de VenB analisada foi de 1:1000, a Figura 17 traz
o grafico do experimento.
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Figura 17- Gréfico do indice de refracdo da interacdo do VenB
(1:1000) sobre o soro inespecifico (SAC).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

O gréfico mostra que o VenB na proporcédo de 1:1000 partiu de 1,17x10? RIU,
alcancou 1,38x107 RIU, e, ap6s a lavagem com PBS teve o indice decrescido para
1,30x107? RIU, portanto ocorreu interacdo inespecifica entre SAC e VenB.

A figura a seguir (Figura 18) apresenta a sobreposicdo dos graficos das
figuras 13, 14, 15, 16 e 17 mostradas anteriormente.

Figura 18- Curvas da adsorcao e dessorcédo do VenB sobre o SAC em

funcdo do tempo para diferentes concentracgoes.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2020.
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A partir da Figura 18 é possivel observar que dentre as cinco concentracdes
testadas, trés delas apresentaram interacdo entre SAC x VenB. A ligagcao
inespecifica detectada pelo biossensor é justificada por semelhangcas na composicao
do veneno botropico e crotalico, Rodriguez et al. (2009) avaliou a capacidade de
anticorpos 1gG contra PLA; (fosfolipase A,) presente no veneno crotélico reagir de
forma cruzada com espécies de Bothrops, foi confirmado que o IgG contra PLA;
crotalica reconheceu PLA, presentes no veneno botrdpico, neutralizando-as.

A Figura 19 apresenta um grafico comparativo entre os indices de refracao
dos experimentos especificos (soro antibotropico x veneno botropico) e os indices
de refracdo dos experimentos inespecificos (soro anticrotalico x veneno botrépico).

Figura 19- Comparacado entre os indices de refracdo do soro e veneno

especificos e inespecificos.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

E perceptivel que os testes de soro anticrotalico + veneno botropico, quando
comparados com soro antibotropico + veneno botrépico, apresentaram indices de
refracdo bem mais baixos (exceto em uma das concentracées, em que o teste
inespecifico alcancou resposta aproximada do teste especifico), confirmando o fato
de que os anticorpos e antigenos do mesmo género possuem maior afinidade e
especificidade. Tal distincdo entre a resposta da ligacdo de SAB x VenB e SAC x
VenB é de fundamental importancia para a diferenciacdo entre os venenos dos dois

géneros de serpentes através do biossensor (ALVES, 2020).
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Wang et. al (2017) em seu estudo com PCR (proteina c-reativa), comparou as
deteccOes especificas e inespecificas através da técnica SPR. A especificidade foi
analisada a partir de testes comparativos utilizando BSA (albumina de soro de
bovino) para os experimentos inespecificos na mesma concentracdo dos testes
especificos com anticorpo monoclonal anti-PCR, os resultados revelaram que houve
deteccdo inespecifica entre PCR e BSA, entretanto, o deslocamento do
comprimento de onda da ressonancia na deteccao especifica foi doze vezes maior.
Vale salientar que o desvio do comprimento de onda da ressonancia flutuou
levemente nas deteccdes de BSA, ou seja, ndo se obteve um padréao de crescimento
de acordo com o aumento da concentracdo. Semelhantemente, nossos resultados
revelaram tal desproporcionalidade entre concentracdo e resposta (Figura 18).
Wang et al. (2017) ndo mostra uma razdo para tal desproporcionalidade entre a

concentracao e resposta.

5.3.1 Isoterma de Adsorcédo de Langmuir para a adsorcao inespecifica

O estudo da adsorcdo do VenB sobre o soro inespecifico foi conduzido da
mesma maneira que 0s estudos entre veneno e soro especificos, mediante a
realizacdo e interpretacdo da isoterma de adsorcdo, em que o valor maximo de

refletancia de cada concentracdo versus o inverso de concentracdo é empregado.

Figura 20- Grafico da Isorterma de Langmuir para a adsorcdo
inespecifica
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Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

Era esperado que a Isoterma de Langmuir ndo fosse aplicavel nos testes
inespecificos, tal como ocorreu para o soro e veneno especificos. Isto é revelado

pela auséncia de uma variacao linear e inclinacao constante (Figura 20).

5.3.2 Aproximacao do Modelo de Langmuir por uma Exponencial (AML) para a

adsorcao inespecifica

Do mesmo modo que aplicamos o modelo de aproximac¢do do Langmuir por
uma exponencial para o veneno e soro especificos, buscamos utiliza-lo nos
experimentos de veneno botrépico sobre o0 soro anticrotalico para avaliar sua
aplicabilidade. Foi determinada a derivada da cobertura da adsor¢cdo do veneno

botrépico na propor¢cao 1:1000, mostrada na Figura 21.

Figura 21- Derivada da cobertura da concentracdo de 1:1000
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Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

Através da derivada da concentragdo de 1:1000 de VenB sobre o SAC
(Figura 21), ao desconsiderar a parte transitoria inicial (LOUREIRO, 2014),
observando a marcacdo em vermelho, € possivel observar que houve uma pequena
relacdo de aproximacgao do Modelo de Langmuir por uma exponencial decrescente,
entretanto, ndo ficou totalmente nitida, tornando o modelo ndo adequado para esta

proporcao. Sugere-se que a razao para iSso seja a mesma ja discutida para o
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veneno e soro especificos, o qual apenas para a concentracdo de 1:100 houve
aproximacdo da derivada a uma exponencial decrescente, em contrapartida a

derivada da interacéo inespecifica foi da proporcéo de 1:1000.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O biossensor SPR € uma ferramenta oportuna para averiguar uma
diversidade de eventos dinamicos envolvendo adsorcdo/dessorcao, permitindo
acompanhar em tempo real as interagdes moleculares entre antigeno e anticorpo. O
desenvolvimento do presente estudo possibilitou, com éxito, uma analise da
dindmica do soro antibotrépico e veneno botrépico, assim como de soro e veneno
inespecificos no biossensor SPR.

O sensor foi capaz de detectar a interacdo entre antigeno-anticorpo em altas
e baixas concentracBes de veneno, tornando conhecidos os indices de refracdo para
as diversas concentracfes de veneno bem como a concentracdo minima de veneno
capaz de gerar resposta, além disso, foi perceptivel que a concentracdo dos
antigenos e anticorpos estudados estd relacionado as mudancas do indice de
refracdo no sensor.

Ao avaliar se ocorreria resposta inespecifica entre soro anticrotalico e veneno
botrépico observou-se que a resposta foi pouco significativa quando comparada aos
experimentos entre antigeno-anticorpo especificos, confirmando a especificidade do
sensor.

Por fim, foram aplicados dois modelos mateméticos para o estudo da
adsorcdo do veneno sobre o soro, comprovando a aplicabilidade do modelo de
Aproximacao do Modelo de Langmuir por uma exponencial decrescente.

Considerando que este estudo com veneno ofidico empregando biossensor
SPR é pioneiro, e tendo em vista a sua grande importancia e impacto para a saude
publica propbe-se da-lo prosseguimento avaliando a deteccdo de veneno ofidico
pelo sensor na presenca de fluido biolégico, aplicando outros modelos matematicos
a fim de analisar a adsor¢cdo do veneno nas concentragdes baixas, determinando o
namero de vezes em que 0 sensor pode ser empregado sem prejuizo de sua

sensibilidade e realizando estudos com venenos de outros géneros.
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