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RESUMO

Em 2007, ocorreram 37368 acidentes escorpidénicos em humanos. No ano de 2010, o
numero de acidentes passou para 51754 casos, e em 2017 dobrou-se o numero de
notificagdes, atingindo 123964 pessoas, correspondendo a cerca de 70% do total de
acidentes por animais pegonhentos notificados no SINAN. Atualmente, um dos
maiores problemas encontrados quando ha um acidente escorpidnico é o atendimento
no ambiente de saude e a falta de diagndstico rapido, principalmente em casos que
nao ha relato da picada, registrados com maior incidéncia em criangas, onde
encontrou-se um maior numero de o6bitos, a confecgdo de um método mais rapido e
mais sensivel para o diagnostico de acidentes por picadas de escorpides é de grande
importancia para tratar o acidentado de forma especifica e segura. Um método que se
apresenta com potencial aplicagcdo e eficacia é a utilizagdo de biossensores,
dispositivos compostos de um sistema receptor e outro transdutor, que fornecem
dados analiticos utilizando um componente biolégico de reconhecimento. Ademais,
ainda existe a possibilidade do uso de biopolimeros, que vém surgindo como uma
nova classe de materiais na bioengenharia com uma grande variedade de aplicagdes,
em especial o uso em biossensores. Existem diferentes fontes de obtenc&o dos
biopolimeros, porém uma espécie conhecida como praga e invasora no Brasil pode
se tornar um potencial fonte de quitosana, essa espécie € denominada Mexilhdo-
dourado. A disponibilidade abundante de mexilhdo possibilita uma visdao de
reaproveitamento das partes do animal, como as conchas, tendo impacto direto na
destinagao da espécie. O objetivo é estudar materiais e métodos para desenvolver um
imunossensor impedimétrico para detecgdo de veneno de Tityus serrulatus utilizando
superficies de carbono e ouro. Para metodologia, utilizou-se a purificagdo de
anticorpos e a purificagao da quitina a partir das conchas do mexilhdo-dourado. Foram
utilizados dois sensores um a base de carbono e outro a base de ouro. As medidas
foram realizadas com uso da técnica de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica.
Foram obtidos resultados com seletividade e sensibilidade promissoras, com limite de
deteccdo de 1 ng/mL para ambos os sensores, com prototipacao inicial utilizando a
resposta do sinal em uma frequéncia apenas, diminuindo assim o tempo. O estudo
aqui apresentado € o comecgo para a producado de métodos diagndsticos rapidos para
acidentes escorpidnicos. A sequéncia deste estudo visando a maturacdo da
tecnologia com sua validacao, qualificagcdo e estudo de mercado mais completo
impactara diretamente na diminuigdo do numero de obitos registrados com acidentes
escorpidnicos no pais.

Palavras-chaves: Escorpionismo. Imunossensores. Inovacao biotecnologica.
Impedancia. Carbono. Ouro. Quitosana



ABSTRACT

In 2007, there were, 37368 scorpion accidents in humans. In 2010, the number of
accidents rose to 51754 cases, and in 2017 the number of notifications doubled,
reaching 123964 people, corresponding to about 70% of all accidents by venomous
animals reported in SINAN. Currently, one of the biggest problems encountered when
there is a scorpion accident is the care in the health environment and the lack of rapid
diagnosis, especially in cases where there is no report of the sting, recorded with higher
incidence in children, where we find a higher number of deaths, the confection of a
faster and more sensitive method for the diagnosis of accidents by scorpion stings is
of great importance to treat the injured person in a specific and safe way. A method
that presents itself with potential application and effectiveness is the use of biosensors,
devices composed of a receptor system and another transducer, which provide
analytical data using a biological recognition component. Furthermore, there is also
the possibility of using biopolymers, which are emerging as a new class of materials in
bioengineering with a wide variety of applications. There are different sources of
obtaining biopolymers, but a species known as a pest and invader in Brazil can become
a potential source of chitosan, this species is called Golden Mussel. The abundant
availability of mussels enables a vision of reusing parts of the animal, such as the
shells, having a direct impact on the destination of the species. The objective is to
study materials and methods to develop an impedimetric immunosensor for detection
of Tityus serrulatus venom using carbon and gold surfaces. For methodology, the
purification of antibodies and the purification of chitin from the shells of the golden
mussel were used. Two sensors were used, one carbon-based and one gold-based.
The measurements were performed using the Electrochemical Impedance
Spectroscopy technique. Results with promising selectivity and sensitivity were
obtained, with a detection limit of 1 ng/mL for both sensors, with initial prototyping using
the signal response at only one frequency, thus decreasing time. The study presented
here is the beginning for the production of rapid diagnostic methods for scorpion
accidents. The sequence of this study aimed at the maturation of the technology with
its validation, qualification and more complete market study will directly impact on
reducing the number of deaths from scorpion accidents in the country.

Keywords: Scorpions. Immunosensors. Biotechnological innovation. Impedance.
Carbon. Gold. Chitosan.
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1 INTRODUGAO

Os problemas de saude publica no Brasil vém aumentando gradativamente,
como os acidentes por animais pegonhentos, que ultrapassaram a marca de 140 mil
casos notificados anualmente. Além disso, a diversidade de habitats dos paises latino-
americanos beneficia a presenca de uma variedade de espécies de animais
venenosos de importancia médica (VALDERRAMA, 2009). Conforme Braga e
colaboradores (2021), o desalinhamento da urbanizagdo e do crescimento no pais,
levaram a um desequilibrio ecolégico, como consequéncia os animais pegonhentos e
humanos comegaram a coexistir em um mesmo espago, o0 que levou a um aumento
na interagcao entre as duas espécies, levando a um problema no sistema de saude.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), os acidentes por animais
peconhentas tém sido considerados como um agravo negligenciado ligado as
situagdes de pobrezas (WHO, 2007). Entre os animais de importadncia médica, as
serpentes, as aranhas e 0s escorpides sao 0s responsaveis pela ocorréncia da
maioria dos acidentes (CARDOSO et al.,, 2009). Cheung e Machado (2017),
comentaram sobre a relevancia entre essas espécies de importancia médica, no
numero de notificacdes, sendo os acidentes ofidicos, escorpidnicos e araneismo com
o maior indice de notificacdes. Nesse contexto, Sanchez-Castro e Colaboradores
(2021) afirmam que os acidentes relacionados as serpentes tém uma incidéncia
mundial de cerca 2,7 milhdes de casos por ano e Feola e seus colaboradores (2020)
mensuraram cerca de 1,5 milhdes de acidentes escorpibnicos em todo mundo.

Nesse contexto, a situacdo epidemiologica do pais, conforme dados do
Ministério da Saude, foram registrados entre 1975 e 2020 cerca de 2434681
notificacdes de acidentes no pais, sendo 399780 por serpentes, 398825 por aranhas,
175480 por abelhas, 1248629 por escorpides e os demais por lagartas e outras
espécies. O numero de notificacdes indica como os acidentes sao problemas atuais
no Brasil, ressaltando a ultima década (figura 1). Conforme dados do Ministério da
Saude, os acidentes ofidicos sao cerca de 15% das notificacdes, cerca de 16% por
araneismo e cerca de 54% por escorpidnicos, por isso os acidentes enfatizados neste
estudo sao os escorpidnicos.

Em 2007 ocorreram 37368 acidentes escorpidénicos em humanos, no ano de
2010, o numero de acidentes passou para 51754, e em 2017 dobrou-se o numero de
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notificagdes, atingindo 123964 pessoas, correspondendo a cerca de 70% do total de
acidentes por animais pegonhentos notificados no Sistema de informagdes de agravos
e notificagdes (SINAN).

O risco de acidentes escorpidnicos € intrinseco as atividades rotineiras exercida
pelo homem, pois a alta plasticidade ecoldgica apresentada por esses animais
propicia uma adaptacédo a ambientes fora do seu nicho ecoldgico (CUPO et al., 2003).
Corroborando com o autor anterior, Torres e colaboradores (2018) argumentam que
a urbanizacado acelerada observada no Brasil nas ultimas décadas, sem a criagcao
adequada de infraestrutura basica (agua, luz, tratamento de esgoto e coleta regular
de lixo), proporcionou a proliferacdo de algumas espécies oportunistas e invasivas de

escorpioes.

Figura 1 - Notificagdes de acidentes por animais peconhentos no Brasil entre 2011 e
2020
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Fonte: SINAN - Ministério da Saude/SVS

Atualmente, uns dos maiores problemas encontrados quando um individuo é
picado por um escorpidao sdo o atendimento no ambiente de saude e a falta de
diagndstico precoce, principalmente em casos que nao ha relato da picada, como
ocorre com maior incidéncia em criangas, que sao as maiores vitimas. Conforme a
Funasa (2001), ndo existem métodos para diagnosticar de forma rapida os acidentes
escorpibnicos. O diagndstico é feito através da analise de manifestagdes sistémicas,
com a complementagdo com exames laboratoriais. Cheng (2014) argumentam que o
diagndstico € baseado inicialmente em uma suspeita clinica, a qual deve ser

corroborada com exames clinicos cuidadosos e uma anamnese meticulosa, sendo
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essencial, sempre que possivel, a captura do animal. Conforme Dias-Lopes e
colaboradores (2018), analises laboratoriais clinicas e bioquimicas sao insuficientes
para apoiar o diagnostico, além disso, embora os sintomas gerais ocorram logo apos
a picada, em alguns casos, elas podem ser ocasionalmente adiadas por varias horas,
0 que pode complicar o diagnaostico.

Nesse contexto, a confecgdo de um método mais rapido e sensivel para o
diagnostico de acidentes por picadas de escorpides € de grande importancia para
tratar o acidentado de forma especifica e segura. Um método de potencial aplicagao
e eficacia é a utilizagcao de biossensores. A International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC, 1999) descreve o0 mesmo como um sistema composto de um
receptor e um transdutor, que fornece dados utilizando componentes quimicos ou
biolégicos de reconhecimento. Segundo Goode e seus colaboradores (2015), a
criacdo de novos dispositivos com deteccao de analitos de importancia biolégica tem
despertado cada vez mais a curiosidade e atencado de diversos pesquisadores de
diferentes areas de atuacdo, os quais tém focado seus esfor¢cos na criagcdo de um
dispositivo sensivel, seletivos, economicamente viaveis e de alta potencialidade de
aplicacdao em uma grande plataforma. Os biossensores eletroquimicos estao entre os
mais estudados devido as suas caracteristicas de miniaturizagao, portabilidade,
rapidez de resposta e especificidade de reconhecimento do analito alvo.

Ademais, ainda existe a possibilidade do uso de biopolimeros, que vém
surgindo como uma nova classe de materiais na bioengenharia com uma grande
variedade de aplicagbes. Um dos biopolimeros mais utilizados atualmente € a
quitosana, que se trata de um polissacarideo que esta despertando interesse em
diversas areas cientificas e tecnolégicas, utilizada como material polimérico funcional,
por ser um polimero atoxico, biodegradavel, biocompativel e produzido por fontes
naturais renovaveis, tendo aplicagdes em diversas areas (TONHI; PLEPIS, 2002).
Jayakumar e Prabaharan (2021) descrevem a quitosana com suas propriedades
atoxicas e presenga de grupos funcionais como hidroxilas e aminas, que aumentam a
estabilidade mecanica na imobilizagcdo de superficie de biomoléculas bioreceptoras
em biossensores, além de fornecer maior condutividade e sensibilidade na detecgéo.

Existem diferentes fontes de obtencao dos biopolimeros, porém uma espécie
conhecida como praga e invasora no Brasil pode se tornar um potencial fonte de

quitina, essa espécie € denominada Mexilhdo-dourado. Segundo Morton & Dinesen
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(2010), conhecido popularmente no pais como mexilhdo-dourado, o Limnoperna
fortunei é uma espécie de mexilhdo-de-agua-doce da familia Mytilidae. Conforme
dados do o6rgdo responsavel pela preservacdo e manutengdo do meio ambiente
brasileiro, o IBAMA, o mexilhdo alastra-se com agilidade, por isso a espécie é
considerada uma bioinfestacdo. Conforme dados literarios, as bioinfestacdes sdo uma
das causas de extingdo de espécies, atras apenas da destruicao de habitats. A
abundancia de mexilhdo possibilita uma visdo de reaproveitamento das partes do
animal, como as conchas, tendo impacto direto na destinagao do residuo gerado pela
espécie. Dessa forma, sera possivel transformar uma espécie invasora em um asset,
isto €, quando um problema se torna um ativo ou coproduto.

Para realizacao do estudo contou com o apoio e as instalagdes da Fundacéao
Ezequiel Dias (FUNED), fundada em 1907 a instituicdo centenaria localizada na
capital mineira vem buscando solugdes em saude para o fortalecimento do Sistema
Unico Saude (SUS) e é reconhecida no cenario do Estado de Minas Gerais como
Instituto de Ciéncia e Tecnologia, mantendo seus servigos com alta qualidade. A
FUNED engloba em seu escopo a busca por inovagdo, com isso a Smartsensors
surgiu como um spin off do departamento de Pesquisa e Desenvolvimento da
fundacdo em uma parceria entre pioneiros pesquisadores da fundacdo com a
Universidade (UFMG), a empresa tem como principal foco a P&D em biossensores
com aplicagdo na area de diagnosticos clinicos, veterinarios e controle de alimentos
(FUNED, 2019).

Para a obtenc&o da quitina com a utilizagado do mexilhao-dourado como matriz,
a FUNED firmou parceria com o Centro de Bioengenharia de Espécies Invasoras de
Hidrelétricas (CBEIH), o centro foi criado em 2010 a partir do P&D ANEEL, tem uma
interagdo entre areas de conhecimento de alto nivel inovador na agdo contra os
organismos invasores considerando o Monitoramento, Bioengenharia e Modelagem
Ambiental (CBEIH).

Portanto, dentre os conceitos de inovagdo o do Manual de Oslo (2005), que
define a inovagéo de forma abrangente, existe a insergéo de algo novo ou melhorado
desde processos, servigos ou produtos nas relagdes externas, ou organizagao do local
de trabalho. A necessidade de um processo ou produto de carater inovador para o
diagndstico de acidentes escorpiénicos, pois foi mostrado um cenéario com dados de

incidéncia e prevaléncia com grande relevancia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar materiais e métodos para desenvolver um biossensor impedimétrico

para deteccao de veneno de Tityus serrulatus utilizando superficies de carbono e ouro.

2.2 Especificos

o Purificar anticorpos antiescorpidnico-especificos, através da técnica de
imunocromatografia de afinidade;

o Purificar e caracterizar a quitosana utilizando as conchas do mexilhdo
dourado (Limnoperna fortunei);

o Testar métodos para a funcionalizacdo em eletrodos de carbono e ouro,
utilizando anticorpos antiescorpidnicos;

o Determinar a linearidade, sensibilidade e limite de deteccdo do
dispositivo frente a diferentes concentragdes de venenos de escorpido utilizando a
técnica de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE);

. Analisar a especificidade frente a venenos ofidicos, aracnideos e
escorpidnicos em diferentes concentragdes;

o Gerar um prototipo de campo para diagnéstico de acidentes

escorpidnicos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ESCORPIONISMO

3.1.1 Caracterizagdao Taxondémica e Morfofuncional do Escorpiao

Os artrépodes, um grupo de animais com grande diversidade, pois abrangem
cerca de 90% do reino, ocorrem em todos os ambientes. Existe um numero estimado
de 1097289 espécies de artropodes identificadas, embora o numero exato seja ainda
desconhecido, dentre os espécimes desse reino estdo o grupo dos queliceriformes:
acaros, aranhas, opilides, escorpides, carrapatos, dentre outros, que perfazem cerca
de 100000 espécies (Brusca & Brusca, 2007). O escorpido, conhecido popularmente
como Lacrau em algumas partes do pais, € um quelicerado, que possui a
classificagao taxondmica: Filo Arthropoda, classe Arachnida e ordem Scorpiones. O
nome escorpiao é derivado do latim scorpio/scorpionis (BRAZIL & PORTO, 2010).

Os escorpides tém seu corpo dividido em duas partes (figura 2), prossoma uma
espécie de carapaca, onde observa-se seus membros locomotores no caso quatro
patas, suas queliceras membros com funcao de triturar o alimento e um par de
pedipalpos que sdo como pingas, a outra parte € o opistossoma, funcionalmente o
abddbmen subdividido em mesossoma o tronco do animal, onde encontra os
apéndices sensoriais, o opérculo genital e os espiraculos que sao aberturas externas
dos pulmdes, a outra subdivisdo chamada de metassoma, que se trata da cauda do
animal, onde na sua porcéao final apresenta uma estrutura chamada telson, onde
estdo localizadas um par de glandulas secretoras de veneno e o ferrao utilizado na
inoculagao da pegonha. (CARNEIRO et al., 2015).

Segundo o Ministério da Saude (2009), os escorpides tém uma grande
diversidade de habitats, porém também sdo encontrados nas regides urbanizadas,
como regides peridomiciliares, enquanto em ambiente natural sdo encontrados
embaixo de cascas de arvores, rochas e sob pedras. Apresentam habitos noturnos e
elevada plasticidade ecoldgica, por isso algumas espécies se adaptam a ambientes
antropizados, como consequéncia ha o alto indice de notificacbes de acidentes
registrados nos ultimos anos (CUPO et al., 2003). Segundo a Fundagdo Oswaldo
Cruz, os escorpides se destacam de outros aracnideos devido a duracao de vida que
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vai além de uma estagao, por apresentar elevado indice de longevidade (de 2 a 6

anos) e pelo maior tempo de vida registrado até hoje, que é de oito anos.

Figura 2 - Morfologia externa dos escorpides (Tityus sp.). 1. Vista dorsal. 2. Vista
ventral.
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Fonte: Adaptado de Candido e colaboradores

Os escorpides possuem habitos alimentares, consumindo principalmente
outros artrépodes como aranhas, grilos e baratas, apresentam estratégia de
forrageamento tipo senta-espera, mantendo as presas iméveis com a utilizagdo das
pingas, porém se as mesmas apresentarem resisténcia eles utilizam o artificio do
envenenamento, entretanto, os escorpides, podem passar longos periodos sem
alimentacao (PORTO & BRAZIL, 2011).

Os escorpides sdo viviparos, a maioria das espécies apresenta a reproducao
sexuada e o desenvolvimento da prole pode ser separado em embrionario e pés-
embrionario. A disseminacao da espécie pode variar de 3 a 18 meses, porém fatores
intrinsecos como ambientais afetam diretamente a reproducéo e o desenvolvimento
até a fase adulta (OUTEDA-JORGE, 2010). Algumas espécies apresentam a
reproducdo por partenogénese, ou seja, ndo necessitam dos machos para o
desenvolvimento da prole, essa caracteristica é vista com um fator evolutivo no grupo,
mesmo com o numero de individuos relativamente baixo gerado com essa
reprodugao, o animal consegue garantir a perpetuagao da espécie. Existem no Brasil
cerca de cinco espécies que reproduzem por partenogénese, todas pertencentes ao
mesmo género Tityus (LOURENCO, 2008).
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A taxonomia do escorpiao ¢é instavel desde a virada do século, em sua reviséo
de classificagdo de escorpides, Sissom (1990) listou 1077 espécies, 177 géneros e
nove familias. Nos anos 90, novas familias foram propostas e ajudaram a criar uma
imagem mais clara das relagdes filogenéticas entre os géneros de escorpides. Em
seu catalogo de escorpido do Mundo, Fet e seus colaboradores (2000) listaram 16
familias, 154 géneros e 1252 espécies de escorpides. A estimativa mais recente da
taxonomia da diversidade de escorpides € de 19 familias, 213 géneros e 2363
especies (REIN, 2017).

No Brasil, até o ano de 2002, foram registradas 86 espécies, 17 géneros e 4
familias de escorpides (LOURENCO, 2002). Com as recentes descrigdes e revisdes
sistematicas e taxonémicas, sdo atualmente registradas 131 espécies, 23 géneros e
4 familias, o que representa cerca de 9% da diversidade mundial da espécie. (BRAZIL
& PORTO, 2002).

3.1.2 Escorpides de importancia médica no Brasil

Estima-se que todos os escorpides possuem veneno e capacidade de injeta-
lo, mas nem toda espécie consegue causar danos graves em humanos (POLIS 1990).
Conforme o Ministério da Saude, existem no Brasil 4 espécies de escorpides capazes
de causar acidentes graves: T. serrulatus (Lutz & Mello, 1922), T. stigmurus (Thorell,
1876), T. bahiensis (Perty, 1833) e T. obscurus (Gervais, 1843). Nesse contexto,
seguindo descri¢ées de Lourengo & Eickstedt (2009), e do Manual de Controle de
Escorpides, apresentaram as seguintes caracteristicas para as 4 espécies:

Tityus bahiensis: um animal de coloragdo avermelhada ou marrom escura,
apresentando algumas manchas nos membros, popularmente conhecido como
escorpido-marrom. Atinge cerca de 7 cm de comprimento e tem a reproducéo
sexuada (figura 3a).

Tityus serrulatus: o escorpiao-amarelo, como € conhecido, possui uma
coloragao amarela, onde do tronco para os membros ocorre uma clarificagao, na
extremidade da cauda possui uma serrilha e se reproduz de forma partenogenética
(figura 3b).

Tityus stigmurus: o escorpidao-amarelo-do-Nordeste, muito confundido com o

Tityus serrulatus, possui algumas semelhangas como a reprodugéo partenogenética
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e a coloragcao amarelada, mas a presenca de uma macha escura no cefalotérax os
diferencia (figura 3c).

Tityus obscurus: popularmente conhecido como escorpido-preto-da-
Amazbnia, um dos maiores animais do género, medindo cerca de 9 cm de
comprimento. Apresenta coloragao negra quando adulto e quando jovem. (figura 3d).

Conforme o Ministério da Saude (2009), existe uma grande diversidade de
escorpides no pais que também podem causar acidentes, porém potencialmente
menos graves e com incidéncia de acidentes n&o relevantes como: T. metuendus, T.
silvestris, T. brazilae, T. confluens, T. costatus, T. fasciolatus, T. neglectus, T.
mattogrossensis, Ananteris balzanii, Rhopalurus agamemnon, R. rochai, dentre

outros.

3.1.3 Veneno Escorpionico: mecanismo de agao

O veneno escorpidnico € uma mistura altamente complexa de peptideos,
enzimas, muco, proteinas, aminoacidos livres, nucleotideos, lipidios, aminas,
componentes heterociclicos, sais inorganicos e provavelmente outras substancias,
como demonstrado na tabela 1. As toxinas do veneno sdo amplamente estudadas.
Isso é devido a sua agao farmacoldgica nos canais ibnicos e sua relevancia clinica
como neurotoxinas. Elas sao peptideos com pontes de dissulfeto. As toxinas que
atuam nos canais de sodio sdo as mais relevantes por seus efeitos em mamiferos,
incluindo humanos.

Outras toxinas do escorpidao atuam nos canais de potassio, cloro e calcio.
Embora possam exibir agdes sinérgicas que conduzem a manifestacdes, seu papel
no envenenamento humano parece ser subsidiario. Toxinas ou componentes de
veneno de escorpido relacionados a toxicidade sdo mais conhecidos por seus efeitos
deletérios sobre células, tecidos e organismos, paradoxalmente, alguns deles
demonstraram exibir atividades que possam ser relevantes para o desenvolvimento
de medicamentos anticancer, antimalaricos e antimicrobianos (RODRIGUEZ DE LA
VEGA & POSSANI, 2005).
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Figura 3 - Escorpides do Género Tityus de importancia médica no Brasil e suas
distribuicées geograficas: a: Tityus bahiensis; b: Tityus serrulatus; c: Tityus
stigmurus e d: Tityus obscurus

Fonte: Lourengo & Eickstedt (2009) e Manual de Controle de Escorpides
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O veneno escorpidnico tem capacidade de atuar em diferentes partes do
organismo, pois a sua composi¢ao tem uma alta complexidade proteica (Tabela 1),
aléem de apresentar uma quantidade relativamente baixa de aminoacidos
(BARRAVIERA, 1999). Segundo Mebs (2002), a presenca de neurotoxinas que
possuem afinidade por estruturas nervosas, como canais de ions, consegue causar
mudanga na condutividade dos canais idnicos de Na*, K* e Ca?*, na literatura
cientifica as mais citadas sao as que afetam os canais de Na*.

Conforme Andrade-Filho e seus colaboradores (2013), as neurotoxinas
escorpidnicas agem nas terminagdes nervosas pds-ganglionares. As mesmas podem
induzir a liberacdo de neurotransmissores do sistema nervosos simpatico e
parassimpatico, nos canais de Na*. Essa agcao é uma das grandes responsaveis pelas
manifestagdes clinicas apresentadas pelo individuo.

Como citado, as espécies pertencentes ao género Tityus sdo responsaveis
pela maioria dos acidentes, principalmente nas Américas. A sua gravidade e sinais
clinicos estao ligados principalmente a agcdo nos neurotransmissores acetilcolinas e
catecolaminas, onde os aminoacidos presentes na composi¢cao do veneno agem
gerando uma sintomatologia diferente consoante as funcionabilidades de cada
neurotransmissor (DAVILA et al., 2011).

3.1.4 Diagnéstico e Classificagao Clinica do Caso

Conforme Dias-Lopes e seus colaboradores (2018), esses acidentes ainda sao
uma preocupagcdo médica global, reconhecidos como doengas tropicais
negligenciadas. Devido ao mecanismo rapido de agao das toxinas de escorpides, a
rapida detecgao e quantificagao de veneno sao necessarias para acelerar as decisdes
de tratamento, terapia para racionalizar e reduzir os custos e os riscos do paciente.

Foi desenvolvido um teste utilizando a técnica Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) para detecgao de veneno do escorpido Tityus serrulatus, detectando
a presenga de toxinas circulantes nos pacientes de escorpionismo (CHAVEZ-
OLORTEGUI, et al., 1994). No entanto, o método imunoenzimético desenvolvido néo
conseguiu diferenciar acidentes moderados de amostras controle. Assim, sua

aplicagao na rotina clinica para o diagnodstico de picadas de escorpiao em humanos
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fica comprometida, ndo havendo, portanto, um método rapido e preciso (REZENDE
et al., 1995).

Existe também um método radioativoimunoensaio que é utilizado para detectar
veneno em soro de coelhos envenenados experimentalmente. Verificou-se que as
concentragdes plasmaticas de toxina de escorpido determinadas pela radioatividade
foram significativamente mais elevadas do que os valores determinados por ELISA .
Isso pode ser devido a degradacgéao/clivagem de toxinas que podem ocorrer in vivo,
que ainda poderiam ser quantificadas por radioatividade, mas néo por ELISA (KRIFI,
et al., 2005). No entanto, esses testes estdo ainda em niveis laboratoriais, onde
nenhum ainda alcangou um estagio de point-of-care, para serem relevantes para
auxiliar o médico nas suas decisdes terapéuticas.

Conforme a Funasa (2001), o diagndstico para escorpionismo ainda ocorre sob
a analise do quadro clinico do paciente, ndo havendo um método de deteccao
especifico e rapido para tal finalidade. A suspeita do diagndstico de escorpionismo é
independente do historico da picada, o encontro de sinais e sintomas correlacionando
com alguns exames complementares (eletrocardiograma, radiografia toracica,
glicemia e tomografia cerebral) s&o exigidos quando em casos mais graves.

A classificagdo clinica dos acidentes escorpiénicos esta descrita na literatura
abundantemente, Segundo o Manual de Diagndstico e Tratamento de Acidentes por
Animais Pegonhentos escrito pelo Ministério de Saude (2009), essa classificagao é
divida entre casos leves, moderados ou graves (tabela 2). E através dessa
classificagao correlacionada com a sintomatologia que no atendimento de saude é

realizada a prescricdo do tratamento adequado.

3.1.5 Epidemiologia

A epidemiologia € uma ciéncia essencial com enfoque de mensurar a
distribuicao e fatores relacionados com as enfermidades, através da qual se pode
alinhar a¢des de prevencgao, controle e erradicacdo de doencgas. A epidemiologia &
considerada uma das principais ferramentas para administracdo e planejamento
enquanto saude publica (ROUQUAYROL, 1993).
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Tabela 1 - Exemplos de Compostos de Venenos de Escorpido Tityus

Peso Acgao no
Composicao Exemplos Espécimes Molecular Organismo
(kDa)
: 5 Acéo nos
Ts3, Ts5 Tityus serrulatus 6,0-70 canais de Na*
Tbtx5, Tb3 Tityus banhiensis
Neurotoxinas
Ts1 Tityus serrulatus 6890.9
Ts6, Ts7 Tityus serrulatus | ~6.0-7.0 | Agdonos
canais de K
Agente . ~ . Agonista do
Hipotensor Hipotenséao Tityus serrulatus 2.75 receptor B (2)
Lise da
Metaloproteinase | Tityus serrulatus ~25.0 Membrana
. Basal Celular
Proteinases - =
. Tityus serrulatus Acao nos
Serina . fat d
Proteinase © T/@‘y us atores ce
banhiensis coagulacao
Tityus serrulatus Hidrolise da
Fosfolipase Tity Us Stiamurus Membrana
Y g Fosfolipidica
. Catalisa a
Enzimas Hidrdlise do
Hialuronidase Tityus. ~50.0 hialuronano da
Matriz
extracelular

Fonte: Cordeiro e Colaboradores (2015), adaptado

Para mensurar a prevaléncia e incidéncia de notificagdes e acidentes

escorpidnicos, os dados epidemioldgicos sao de extrema importancia. Segundo o
sistema de notificacbes do Ministério da Saude, os acidentes escorpibnicos vém
crescendo durante os anos. Em 2009, foram cerca de 50 mil casos notificados, Ja em
2019, foram cerca de 150 mil em todo o pais, um aumento perigoso. As faixas etarias
com maiores prevaléncias de notificagdo de acidentes esta entre 15 e 39 anos (figura
4). Porém, no mesmo periodo existe um expressivo aumento nas faixas etarias mais

vulneraveis aos acidentes as criangas (1-14) e os idosos(65-80).
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Tabela 2- Classificagdo do acidente escorpiénico quanto a gravidade e
manifestacodes clinicas

Classificag Manifestagoes Clinicas Tratamento Especifico
ao

Leve ' Somente sintomatologia local: dor e| = -
parestesia locais. Taquicardia, agitagcao e
vOmito.

Moderado | Apresenta forte dor local, ligada a um ou | 2 a 3 ampolas de SAEsc?
mais sintomas clinicos como: nauseas, ou SAAS3, por via
vomitos, sudorese e sialorreia discretos, endovenosa
agitacao, taquipneia e taquicardia.

Grave Apresenta sinais clinicos de alto volume | 4 a 6 ampolas de SAEsc
como vOmitos, sudorese, sialorreia, ou SAA, por via
palidez, prostragdo, agitagdo alternada endovenosa.
com sonoléncia, hipotermia, convulsoes,
coma, taqui ou bradicardia, taquipneia,
insuficiéncia cardiaca, edema pulmonar
agudo e choque cardiogénico.

1: tempo de observagéo das criangas picadas: 6 a 12 horas.

2. SAEsc: soro antiescorpidnico.

3. SAA: soro antiaracnidico (Phoneutria, Loxosceles e Tityus).

Fonte: Adaptado de Manual de Diagnéstico e Tratamento de Acidentes por Animais Pegonhentos

Figura 4 - Notificagées de acidentes escorpidnicos no Brasil de 2011 a 2020 por
faixa etaria

70000

N° de Notificagdes

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020
Anos
Fonte: SINAN - Ministério da Saude/SVS

Quando séao relacionadas as notificagbes com as regides do pais (figura 5),
nota-se de acordo com dados do Ministério da Saude que ha duas regides

especialmente relevantes: a nordeste e a sudeste, com cerca de 70.000 notificagcbes
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no ano 2019. De acordo com Lourengo e Eickstedt (2009), destaca-se a distribuicao
geografica do Tityus serrulatus nas duas regides corroborando o maior numero de
notificagcdes, sendo esse animal o mais expressivo em acidentes. Um indice
epidemioldgico observado pelo Ministério da Saude com grande relevancia para o
desenvolvimento de métodos diagnostico €, também, a relagdo da classificagéo
clinica do acidente notificado com a faixa etaria. Esses dados séo necessarios porque
nas faixas etarias menores € onde ha os maiores indices de gravidade. Horta e
colaboradores (2007) mostraram no seu trabalho a preocupagéo com essa faixa etaria,
pois os individuos na faixa etaria menor que 1 ano de idade, ndo possuem o poder de
comunicagcdo ou de identificacdo dos animais, tais caracteristicas intensificam a
gravidade, porque a falta do relato do ataque do animal e sua identificacdo correta
dificulta o diagndstico, causando uma demora, consequentemente a disseminagao do
veneno ocorre mais efetiva nesses individuos, devido a estatura e seu sistema
imunologico esta em processo de desenvolvimento, podendo gerar sequelas ou

obitos.

Figura 5 - Notificagées de acidentes escorpidnicos no Brasil de 2011 a 2020 por
regiao geografica
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Fonte: SINAN - Ministério da Saude/SVS

Outro fator que deve também ser considerado € o numero de 6bitos (figura 6),
pois nele se pode encontrar o indice de mortalidade dos acidentes. Destacam-se os
Obitos por regido geografica, pois €& possivel relacionar tais aumentos com a

urbanizacao e a adaptacao do animal a essas areas. Nunes e colaboradores (2000)
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acreditam que as modificagdes do ambiente natural pelo desmatamento e os
diferentes usos do solo urbano pelo homem causam as modificagdes na cadeia
alimentar e no habitat dos escorpides, implicando no aumento do indice de

notificacdes em regides urbanizadas como a Sudeste.

Tabela 3 - Distribuicdo de casos de escorpionismo segundo a faixa etaria e a
classificagao do acidente notificado no Sistema de Informag&o de Agravos de
Notificacdo no Brasil de 2011 a 2021

Ignorado/ | Leve | Moderado | Grave | Total
Branco
<1 Ano 815 | 11722 1551 358 | 14446
1-4 2078 | 38135 7747 | 2431 | 50391
5-9 2569 | 51385 7411 1842 | 63207
10-14 2683 | 60895 56896 881 | 70155
15-19 3401 | 76087 5033 498 | 85019
20-39 13672 | 305476 21211 1714 | 342073
40-59 10896 | 259327 17758 | 1498 | 289479
60-64 1887 | 48142 3510 273 | 53812
65-69 1453 | 36927 2727 263 | 41370
70-79 1724 | 43726 3568 301 ] 49319
80e+ 543 | 15946 1501 160 | 18150

Fonte: SINAN - Ministério da Saude/SVS

Figura 6 - Notificacbes de Obitos por acidentes escorpidnicos no Brasil de 2011 a
2020 por regiao geografica
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4 BIOSSENSORES

4.1 Contextualizagao

Uns dos primeiros autores a conceituarem os biossensores, foram Free e Free
(1953), considerados os pioneiros nos procedimentos com a implementagao de tiras
enzimaticas. Todavia, o experimento apresentou algumas falhas, com isso Clark e
Lyons (1962) buscaram inovar e, por um experimento utilizando glicose oxidase
funcionalizada na superficie de um sensor de oxigénio, foi mensurada a queda nas
concentracdes de oxigénio proporcionalmente a de glicose. Tal artigo foi o primeiro a
especificar o termo “eletrodo enzimatico”. Hicks & Updike (1966) resolveram as falhas
necessarias para a construcao do sensor sensivel a glicose. O sensor foi a base de
uma grande diversidade de desenhos iniciais para outras enzimas serem
imobilizadas.

Arnold e Rechnitz (1987) demostraram que um sensor era uma ferramenta que
traduzia a informacgao quimica, que se diferenciava com o gradiente da concentracao
da amostra a ser investigada, em um sinal analiticamente quantificavel. Os sensores
quimicos apresentam elementos basicos: um receptor de reconhecimento e um
transdutor. Conceitos como de Chaubey e Malhotra (2002) os biossensores (figura 7)
sao dispositivos com biomoléculas imobilizadas, os mesmos possuem um transdutor
que emite um sinal de resposta da interacdo dessas biomoléculas com o analito
especificos.

Os biossensores sao multidisciplinares, sendo assim, existe uma diversidade
de conceitos e delineamentos. De forma geral, sdo dispositivos de detecgao que
agrupam tanto um organismo vivo ou produtos derivados de biomoléculas como DNA,
anticorpos, enzimas, dentre outras, como um transdutor que emite um sinal de
reconhecimento de uma substancia especifica no ambiente (PATACAS, 2007).

As bases literarias abrigam uma grande diversidade de dispositivos que
exploram os receptores celulares em combinacdo com transdutores acusticos,
calorimétricos, eletroquimicos e 6pticos, os sistemas de transdugdo. As mudancas
conformacionais observadas no material biolégico e/ou no sistema de transdugao

permitem o desenvolvimento de biossensores (SILVA, 2011).
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Zuh e seus colaboradores (2018) definem biossensores como dispositivos para
converterem um sinal fisico de entrada para um de saida relacionado a sua
funcionalidade, geralmente na forma de um sinal elétrico ou 6ptico que pode ser lido
ou detectado por usuarios humanos ou por instrumentos eletrénicos. As interfaces
associadas a esses sensores sdo usadas para detectar ou mensurar diferentes
propriedades fisicas e quimicas, incluindo temperatura, pH, for¢a, odor, pressao,
presenga de produtos quimicos especiais, fluxo, posicao, intensidade da luz, etc.

Os biossensores tém um conjunto de caracteristicas essenciais para seu
funcionamento. Bhalla e colaboradores (2016) descreveram cinco das principais:

o Seletividade: uma das caracteristicas mais relevantes do biossensor.
A seletividade é a capacidade um bioreceptor reconhecer seu analito alvo em uma
solugdo com outros contaminantes;

o Reprodutibilidade: essa caracteristica permite observar em carater
experimental a capacidade do biossensor de gerar respostas idénticas para uma
configuragdo duplicada. A reprodutibilidade é dada pela precisdo e exatiddao do
transdutor e da eletronica de um biossensor. Preciséo € a capacidade do sensor de
fornecer resultados semelhantes e a exatidao implica na capacidade do fornecimento
do valor médio préximo ao valor real quando uma amostra € medida mais de uma

vez;

Figura 7 - Diagrama Esquematico de um Biossensor

e
_—>_ ' Sinal

Elétrico

Fonte: Ensafi, 2019 (Adaptacéo)

° Estabilidade: essa caracteristica permite mensurar a suscetibilidade a
disturbios ambientais dentro e ao redor do sistema de biossensibilidade. Esses
disturbios podem causar desvio na resposta dada pelo biossensor causando um erro
na concentracdo medida e pode afetar diretamente a precisdo e exatiddao. A

estabilidade é a particularidade mais crucial em aplicagdes quando se requer etapas
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de incubacgédo longas ou monitoramento continuo. Outro fator que pode influenciar a
estabilidade é a afinidade do bioreceptor e sua degradacao;

o Sensibilidade: a quantidade minima de analito que pode ser detectada
define seu limite de deteccdo ou sensibilidade. Em procedimentos médicos e
ambientais é necessario o uso de biossensores para detecgdo de analitos com
concentragao muito baixa como nanogramas ou picogramas. Isso faz da sensibilidade
uma caracteristica essencial para os biossensores;

o Linearidade: é a caracteristica que permite mensurar a precisdo da
resposta medida (para um conjunto de medidas de diferentes concentragdes). A
linearidade do sensor pode ser associada com a resolugdo do mesmo e as faixas de
concentracdes do analito testado. A resolucdo de um biossensor € definida como a
menor alteragdo na concentragdo de um analito necessario para gerar uma alteragao
na resposta.

A classificagao dos biossensores é segundo o transdutor utilizado para se obter
o sinal de resposta, assim os mesmos podem ser eletroquimicos, O&pticos,
piezoelétricos, calorimétricos, e transistores de efeito de campo (CHAUBEY e
MALHOTRA, 2002).

De acordo Dai e Liu (2019), biossensores eletroquimicos quantificam a
concentracdo de analitos medindo a corrente ou a impedancia por varios métodos
eletroquimicos. Conforme Daniels e Pourmand (2007), existe uma variedade de
vantagens para utilizagdo desses dispositivos, destacando: a rapidez e simplicidade
do método, a aplicagdo em moléculas apolares, que apresentam certas dificuldades
de respostas em outras tecnologias, o baixo custo e a possibilidade do uso de
instrumentacdo de pequenas dimensdes. Segundo Kim e colaboradores (2019), a
area de Dbiossensores aumentou continuamente, tornando-se uma das
interdisciplinares mais importantes, com aplicacbes que vao da medicina ao
monitoramento ambiental, a analise de alimentos e ao controle on-line em processos
industriais, tornando-se um potencial produto inovador dentro dos parametros de

traducao do sinal e o processo de imobilizagdo do analito.
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4.2 Imunossensores eletroquimicos

Diferentes autores vém discutindo sobre o uso de imunossensores. De acordo
com Prodromidis (2010), o desenvolvimento de métodos que utilizam a interagao
anticorpos-antigenos ¢é altamente atraente para as pesquisas que abordam conceitos
de afinidades entre moléculas sem rétulos. Dentre as muitos imunossensores, um que
vem ganhando espago sao os eletroquimicos, os quais, segundo o autor, permitem o
monitoramento direto dessa interacao, as caracteristicas de baixo custo de producéao
e a capacidade de miniaturizacao, faz dessa categoria de biossensores um sistema
integrado em diagndsticos de monitoramento remoto.

Morgan e seus colaboradores (1996) conceituaram um imunossensor como um
dispositivo que compreende um antigeno ou espécies de anticorpos acoplados a um
transdutor de sinal, que detecta vinculagcado das espécies complementares.

Furtado (2008) conceituou imunossensores como sensores cuja detecgao do
analito de interesse é baseada em ligacdes especificas entre antigenos e anticorpos,
que tém demonstrado vantagens no custo das analises, sendo menor em relagado aos
kits comerciais.

Para Cristea e colaboradores (2015), os imunossensores sado dispositivos em
que a reagao antigeno-anticorpo ocorrida na superficie do sensor, €& a resposta
observada com a técnica de eletroquimica pelo transdutor, como consequéncia
obteve-se os imunossensores eletroquimicos com uma das classes mais importantes
de biossensores de afinidade.

A simplificacdo do processo de deteccao, a reducao de tempo de analise e a
maior sensibilidade sdo uns dos gargalos para a construgdo de um imunossensor.
Dentre as técnicas de deteccao final, a eletroquimica e a dptica trazem os dados mais
confiaveis e de qualidade. Essas duas formas tém sido utilizadas para deteccao de
antigenos como citocinas, enzimas e outras substancias, porém o método 6ptico
requer equipamentos de alta complexidade, por isso 0 uso da técnica eletroquimica
vem crescendo, pois fornece resultados com um processo de facil execugao
(KONGSUPHOL et al., 2014).

Com isso, o0 mercado e varias areas, principalmente a da saude, vém
despertando o interesse em métodos analiticos, rapidos e de baixo custo para a

deteccao de amostras. Com isso, houve um crescimento no desenvolvimento de
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sensores como 0s potenciométricos, amperométricos e voltamétricos no meio
cientifico (ALFAYA & KUBOTA, 2002). O desenvolvimento dos eletrodos impressos
(screen-printed electrodes) possibilitou a miniaturizacdo dos eletrodos, aliando ao
sistema a reducéo dos custos, facilidade de manipulacdo e necessidade de baixo
volume de amostra para analise (PUMERA et al., 2007).

Segundo Thévenot e seus colaboradores (2001), um sensor amperométrico €
a medida de uma corrente produzida por uma reagao quimica entre espécies
eletroativas, ocorrendo em um potencial determinado onde a corrente gerada esta
relacionada com a espécie da solucéo.

As medidas sao obtidas in situ e em tempo real e, mesmo nido sendo tao
precisas e exatas como as obtidas por outros métodos instrumentais, para uma
tomada de decisdo pode ser suficiente (LOWINSOHN & BERTOTTI, 2006).
Corroborando com isso, Gopinath e seus colaboradores (2014), argumentam que os
imunossensores tém como principal objetivo gerar produtos de carater inovativo para
utilizacdo como point-of-care testing (POCT) que permitem diagnosticar doengas ou
substancias toxicas por um dispositivo portatil que possa ser levado ao lugar onde o
individuo necessita, da cabeceira da sua cama a um lugar bem distante.

Os procedimentos analiticos necessitam de equipamentos complexos e
pessoal especializado, no entanto, a busca por ensaios rapidos e de facil aplicagao
tem sido cada vez maior. Sensores quimicos sao dispositivos com caracteristicas que
satisfazem essa necessidade e tém sido elementos essenciais na instrumentacao
analitica, onde se dispensa o uso de aparelhos complexos e uma grande
infraestrutura (ALFAYA & KUBOTA, 2002).

A eletroquimica estuda os sistemas capazes de gerar corrente elétrica a partir
de reacbes de oxirreducdo ou sistemas nos quais a oxirreducdo ocorre pela
passagem de uma corrente elétrica (eletrélise). Um sistema eletroquimico € composto
por, no minimo, dois eletrodos (condutores eletronicos) separados por um eletrdlito
(condutor iénico) (TICIANELLI & GONZALEZ, 2005).

Desde a ultima década, a técnica eletroquimica mais utilizada para gerar
resultados com os imunossensores foi a EIE, pois as varias categorias de interagdes
biomoleculares proporcionaram relevantes expectativas no meio cientifico (DANIELS
& POURMAND, 2007). A EIE é uma técnica eletroquimica utilizada para
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caracterizagdo de superficies de eletrodos em diversos campos como energia,
eletrocatalise, medicina e analitica.

Fundamentalmente, a EIE consiste na aplicagdo de uma pequena onda
senoidal de potencial (ou corrente) numa faixa de frequéncia determinada, a resposta
em corrente (ou tensado) é registrada, e a partir da razdo entre os modulos de tenséo
e corrente e da defasagem entre sinal aplicado e sinal de resposta é determinada
uma fungédo complexa Z, a impedancia, que depende da frequéncia (BARSOUKOV &
MACDONALD, 2018). Os dispositivos imunossensores estdo entre os sensores vitais
para requisitos biomeédicos, pois eles apresentam alta condutividade (KUMAR, et al.,
2019).

5 BIOPOLIMEROS

5.1 Contextualizagao

Nas ultimas décadas, a pesquisa e o desenvolvimento de biossensores
aumentaram exponencialmente financeiramente e cientificamente, levando a um
grande aumento em publicagdes. Os biossensores podem interagir com os ambientes
fisicos, quimicos e bioldgicos. Visto isso, 0 que vem ganhando grande visibilidade
dentro desse meio sdo os polimeros naturais por estarem ligados a algumas
necessidades dos biossensores (ADHIKARI & MAJUMDAR, 2004).

De acordo com Maia e colaboradores (2000), as variedades de aplicagdes de
polimeros vém sendo pesquisadas com base nas seguintes propriedades:
condutividade do polimero ou de uma blenda do mesmo, nas suas propriedades
eletroquimicas como oxidacao e reducdo e em suas morfologia e microestrutura.
Corroborando, Medeiros e colaboradores (2012) descreveram os polimeros como
conjugados formados por uma cadeia principal contendo ligagdes simples e duplas
alternadas, onde essa conformagao fornece uma estrutura orbital estendida.
Franchetti e Marconato (2006) descreveram os polimeros pela sua estrutura de
cadeia de macromoléculas repetitivas interligadas covalentemente e possuindo alta
massa molecular, podendo ou nao ter estruturas tridimensionais, ou até mesmo
cadeias lineares, essa diversidade estrutural diferencia os polimeros de sintéticos e

naturais.
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Entre os polimeros naturais existentes, a quitina e a quitosana vém sendo as
mais utilizadas cientificamente devido as suas boas propriedades para 0 uso em
imobilizagao de anticorpos para aplicagdo em biossensores. Sao polimeros de facil
disponibilidade, pois sdo encontrados em abundancia na natureza, o que diminui os
custos, e por suas caracteristicas peculiares como a biocompatibilidade, baixa
toxicidade, boas propriedades fisico-quimicas e facilidade de serem processados de
varias formas como membranas, filmes, esferas, entre outras (NARANG & PUNDIR,
2011).

5.2 Quitina e Quitosana

A quitina foi descoberta em 1811 como uma substancia presente em
cogumelos, sendo altamente distribuida especialmente no reino animal e também em
animais menos evoluidos como os protozoarios (RUIZ-HERRERA, 1978). As
concentragdes mais altas de quitinas sdo encontradas em Artropodes cerca de 85%
dos animais sao capazes de sintetizar quitina. As cascas de Gastropode e
Lamelibranquia, no entanto, contém apenas pequenas quantidades de quitina. Todos
0s anos, cerca de 100 bilhdes de toneladas de quitina s&o produzidas por crustaceos,
moluscos, insetos e fungos. Quitina € a biomassa mais explorada de recurso
renovavel disponivel na Terra (THARANATHAN & KITTUR, 2012).

De acordo com Canella e Garcia (2001), a quitina € um biopolimero linear com
unidade monomérica b-(1-4)-N-acetil-D-glucosamina, € insoluvel em agua, solventes
organicos, acidos diluidos e alcalis, € precursora da quitosana e € o segundo
biopolimero mais abundante encontrado na natureza depois da celulose. A quitina
existe no ambiente em trés formas diferentes, distinguidas conforme o
posicionamento das cadeias que constituem o polimero, onde podem assumir trés
conformagdes poliférmicas (a, B e y) dependendo de suas estruturas cristalinas
(JAWORSKA et. al, 2003). Proveniente da desacetilagéo da quitina , a quitosana vem
sendo um biopolimero empregado para aplicagdes biomédicas, por ser um material
alta biocompatibilidade, biodegradavel, antigénico e pela ndo adsorg¢ao de proteinas
de acordo com Peter e colaboradores (2010). Sagnella e Mai-ngam (2005) citam as

propriedades fisicas, quimicas e mecanicas da quitosana a torna um insumo no meio
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tecnolégico nas aplicagdes farmacéuticas e biomédicas como hemodialise, pele
artificial, curativos e sistema de entregas de farmacos.

A quitina e a quitosana (figura 8) sdo polissacarideos que estao despertando
interesse em diversas areas desde a cientifica as tecnoldgicas, utilizando os ativos
como materiais poliméricos funcionais, por serem polimeros biocompativeis, atdxicos,
biodegradaveis e biorrenovavéis, tendo uma diversidade de aplicagdes em grandes
areas como a agricultura, a farmacéutica, a biomédica, a bioengenharia dentre outras
(TONHI & PLEPIS, 2002).

Figura 8 - Estrutura quimica da quitina (A) e quitosana (copolimero) (B)
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Fonte: TANASE, et al., 2014

A quitosana com sua estrutura molecular, com grande numero de grupos
funcionais como amino e hidroxilas primarias e secundarias disponiveis, é
considerada ideal para utilizacdo no suporte de imobilizacdo de anticorpo, no
processo funcionalizagdo. (OLIVEIRA & VIEIRA, 2006).

Nos ultimos 40 anos, o interesse comercial nas aplicagdes de quitosana e
derivados aumentou vertiginosamente nas ultimas quatro décadas, o que pode ser
constatado pelo depdsito de patentes no Japdo, Europa, China, Coreia e,
principalmente, nos EUA (USPTO, 2020).
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6 INOVAGAO

6.1 Contextualizagao

O conceito de inovagdo vem sendo esbogado diferentemente por alguns
autores. Schumpeter (1988) afirmou que para existir inovagao existe a necessidade
de uma transacao financeira gerando lucros envolvendo a invengdo. No mesmo ano,
Dosi (1988) propds que a inovacgao esta essencialmente ligada a descoberta de novos
produtos, novos processos € novos arranjos organizacionais. Higgins (1995)
descreveu inovagdo como o desenvolvimento, adaptacdo e geragdo de um novo
comportamento de uma corporagao. Rogers (1995) definiu inovagdo como uma ideia
ou objetivo novo compreendido por um individuo. Curmming (1998) conceituou
inovagcdo como a insercdo bem-sucedida no mercado de um novo produto ou
processo.

Conceitos como o de Hashimoto (2006) mostrou a inovagao como a mudanga,
sendo ela grande ou pequena, que consequentemente traz uma transformagao e uma
quebra de paradigmas que permitam entender e visualizar o tradicional como passivel
de mudangas positivas e melhorias. Para Rosa e colaboradores (2013), a inovagéo
esta relacionada com a criatividade e como fazemos uso dela, utilizando a mesma
para desenvolver conhecimento e habilidades, gerando uma mudanga que altere o
estado do produto, servigo, processo, ou ainda, na criagdo de um novo mercado nao
explorado. Rocha (2017) em sua definicdo de inovagdo por um viés também
econdmico, que inovacgao pode ser entendida como um processo social que parte ou
se cria das necessidades humanas, possui legitimagao social e resulta em algo novo,
util, viavel, sustentavel e/ou lucrativo. Niosi e McKelvey (2018) conceituaram a
inovagdo como um processo em que a aplicagcao cientifica e industrial do
conhecimento tecnoldgico alimenta novas rotinas e instituicées, de modo a relacionar
as inovagdes em mudanga do modelo de negdcios as cascatas da inovacgao.

Conforme o Manual de Oslo (2005), existe uma classificagao de diferentes
tipos de inovacao, dentre elas a inovagao de produto, a inovagao de processo, a

inovagao organizacional e a inovagdao em marketing (Figura 9).
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Figura 9 - Classificagdo dos Tipos de Inovagao

Tipo Objeto Exemplos
Melhoramentos significativos em
Introducdo de um bem ou servigo novo ou especificagcdes técnicas, componentes e
Inovagdo de produto significativamente melhorado no que tange a | materiais, softwares incorporados,
suas caracteristicas ou usos previstos. facilidade de uso ou outras caracteristicas
funcionais.

Inser¢do de um método de produgdo ou
Inovacgdo de processo distribuicdo novo ou significativamente
melhorado.

Mudangas significativas em técnicas,
equipamentos efou softwares.

Implementacdo de um novo método de
marketing com mudancas significativas na
Inovacgdo de marketing concepgdo do produto ou em sua
embalagem, no posicionamento do produto,
em sua promocdo ou na fixacdo de pregos.

Mudangas substanciais no design do
produto, variedade de produtos, novas

conceito de marketing.

canais de vendas, constituicdo de um novo

Adogdo de um novo meétodo organizacional
nas praticas de negdcios da empresa, na
organizacdo do seu local de trabalho ou em

Movos métodos para a organizacao de
rotinas e procedimentos para a conducao
do trabalho.

Inovagdo organizacional

suas relagdes externas.

Fonte: Manual de Oslo, 2005

A eficacia da inovagao esta atrelada a sua simplicidade, caso contrario poderia
ser confuso ou a tornaria inutil. O processo de inovar € sistematico, pois € uma busca
organizada de mudangas e oportunidades que geram uma inovagao econdémica e
social (BHUPENDRA & SANGLE, 2015).

A inovagéao de produtos é uma estratégia para empresas que estdo comegando
ou expandindo seu portifélio, onde as mesmas apresentam originalidade,
singularidade referente a inovagdes de produtos. Portanto, a novidade é contabilizada
sob duas perspectivas: a do consumidor e a da empresa (SANTOS, PERIN, &
SAMPAIO, 2018). A singularidade desses conceitos direciona o método diagnostico
para acidentes escorpidnicos como uma inovacao de produto. Nesse contexto,
destaca-se a utilidade do produto ao consumidor, que € um dos fatores essenciais
para a inovacao de produto (SOUZA, DELAZARI, & SEVERO, 2017).

A inovacdo de processo representa também uma oportunidade para o
desenvolvimento de novas tecnologias, conforme o Manual e Oslo (2005), essa
categoria de inovagao foi conceituada como a implementagao de um novo método
com mudangas expressivas na forma de produgdo, sendo essas nas técnicas,
equipamentos e/ou softwares, gerando uma redugédo nos gastos e um aumento na
qualidade. Kahn (2018) caracterizou a inovagao em processo como um ciclo com trés
principios: o descobrir, 0 desenvolver e o entregar. Cada fase desse processo envolve

pesquisa experimental, mercadoldgica e aplicabilidade.
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6.2 Inovagao em Biotecnologia

A biotecnologia inclui uma série de disciplinas cientificas, bem como
conhecimento tecnologico aplicado em diferentes setores. As definigées incluem
aspectos centrais das disciplinas cientificas subjacentes que podem ser aplicadas em
muitos setores (MCKELVEY & ORSENIGO, 2006). Para Jesus-Filho e colaboradores
(2016), a biotecnologia € uma inovagéao tecnologica que esta revolucionando setores
distintos da economia, ja que fornece novos processos, produtos e servicos mais
eficientes. No entanto, para ocorrer inovagao, consubstanciada em novos produtos e
processos € necessario algo que transcenda o nivel de pesquisa nas universidades
e centros de pesquisas. Bianchi (2016) definiu biotecnologia em relagdo a saude
como um corpo de conhecimento e um conjunto abrangente de procedimentos e
tecnologias que analisa os atributos das células permitindo que as moléculas de DNA
e proteinas possam criar ou modificar produtos ou processos para usos especificos
com varias aplicagbes. O autor também argumentou que mesmo usando uma
definigdo geral de biotecnologia, ndo existe uma definigdo evidente da biotecnologia
no setor da saude, devido a variedade de sistemas biotecnoldgicos, técnicas quimicas
e de bioinformatica introduzidos nas industrias relacionadas com saude.

Segundo Felipe (2007), gerar uma inovagao no meio biotecnolégico nao é facil,
demanda vencer alguns obstaculos como o modelo regulatério, captar o investimento
publico e privado, contar com pessoal qualificado com foco na inovacao, gestao,
propriedade intelectual voltado para as necessidades da bioindustria e em parceria
com o setor empresarial publico e privado; buscar uma estrutura empresarial
produtiva na forma de uma piramide em que existam grandes empresas lideres na
area que alimentem e viabilizem a existéncia de médias e pequenas empresas; e
identificar o potencial do mercado brasileiro atraente para o campo. O Brasil tem uma
pequena, mas significativa, quantidade de empresas dedicadas a biotecnologia na
saude humana bem como uma grande acumulagao de capacidades cientificas nesse
campo (TORRES FREIRE 2014). De acordo com Bianchi (2016), no periodo de 2004
a 2014, o Brasil se destacou nos ramos da inovagdo e politicas produtivas
especialmente na importancia estratégica das biotecnologias como um instrumento
para lidar com os desafios nacionais de saude, bem como para promover novos

conhecimentos e atividades.
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A biotecnologia avanga em paralelo aos avangos na area de Biologia
Molecular, que permite a interagdo e constru¢ao com biomoléculas tdo complexas
como DNA, enzimas, proteinas, dentre outras que demonstram ser ferramentas
valiosas no desenvolvimento de tecnologias diagndsticas, principalmente em casos
de doencas que necessitam de uma resposta rapida e confiavel. Entretanto, deve-se
considerar a complexidade das amostras bioldgicas, os diferentes niveis moleculares
de algumas proteinas e interferentes encontrados sao fatores imprescindiveis para a
eficacia de uma inovacdo no ambiente médico (SEZGINTURK, 2011).

Segundo Gartland e Gartland (2018), as estratégias de biotecnologia devem
considerar as oportunidades de pesquisa, inovagdo e o crescimento do negocio,
considerando o progresso recente em areas como gendmica, diagndstico em saude,
biologia sintética, edicdo de genes e tecnologias bi-digitais. As oportunidades de
pesquisa sdo discutidas como investimentos inteligentes, estratégicos e
especializados. Essas oportunidades geralmente envolvem tecnologias convergentes
ou disruptivas, combinando, por exemplo, elementos da ciéncia farmacéutica, biologia
molecular, bioinformatica e desenvolvimento de novos dispositivos para aprimorar a
biotecnologia e as ciéncias da vida.

Conforme Natoli e colaboradores (2018), avangos recentes na biotecnologia
permitiram o desenvolvimento de testes de diagndstico sensiveis e especificos que
detectam e quantificam células, proteinas e acidos nucléicos. Tais testes sao
considerados como uma inovacao importante no ambiente médico, considerados
POCT, os mesmos fornecem beneficios aos cuidados de saude, especialmente no
diagndstico e deteccao de doencas. Verificou-se que os dispositivos POCT tém
muitas vantagens, como resposta rapida e precisa, portabilidade, baixo custo e néo
exigéncia de equipamentos especializados.

O principal objetivo de uma pesquisa de diagndstico POCT é desenvolver um
dispositivo miniaturizado autocontido e baseado em chip que possa ser usado para
examinar diferentes analitos em amostras complexas, sendo assim uma inovagao
biotecnolégica destinada a saude (PANDEY, et al., 2017). O desenvolvimento de
testes rapidos é relevante para o ambiente médico, pois os métodos moleculares
atuais estao limitados ao uso de equipamentos de alto custo, volumosos, associados
a demorados processos e operadores qualificados. Tais limitagbes dentro de um
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ambiente clinico implicam na busca por ferramentas econémicas e quantitativas que
possam ser implementadas nas rotinas clinicas (CAMPUZANO et al., 2018).

Neste contexto, a biotecnologia voltada para o desenvolvimento de dispositivos
de POCT com a utilizagdo de biossensores vem despertando grande interesse, pois
relacionam o reconhecimento de moléculas biolégicas com alta sensibilidade,
rapidez, menor volume de amostra, pouco gasto com energia e compatibilidade com
diferentes niveis moleculares (CAMPUZANO et al., 2017).

Para ocorrer a validagdo do método diagnostico (figura 10), € preciso que o
dispositivo apresente sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade, exatiddo e
limites de deteccdo. Na revisdo de Dias-Lopes e seus colaboradores (2018),
apresentou uma breve revisdo sobre a construcdo e validacdo de meétodos

diagnosticos visando a biotecnologia para acidentes com animais pegonhentos.

Figura 10 - Roteiro de cinco fases para validagao clinica do teste de diagndstico
aracnideo

Fonte: Dias-Lopes e Colaboradores (2018)
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7 METODOLOGIA

7.1 Obtencao e Caracterizagao dos Anticorpos Antiescorpidonicos

Todo o desenvolvimento técnico do estudo foi realizado na FUNED, no setor
de Pesquisa e Desenvolvimento, no Laboratoério de Imunologia Aplicada. A purificagéo
foi adaptada da metodologia descrita por Heneine (1995), que consiste no preparo de
resinas e a posterior passagem do plasma por elas de modo a obter anticorpos de
alta especificidade. Inicialmente, foram confeccionadas trés colunas utilizando a
resina de Cyanogen bromide-activated Agarose, preparada segundo a metodologia
descrita pelo fornecedor Sigma-Aldrich. A resina foi distendida com a utilizagdo da
solucéo de HCI 0,1 M gelada durante 30 minutos, sob agitagdo constante seguida de
centrifugagcéo a 3000 rpm por 5 minutos a 20°C utilizando a centrifuga refrigerada
Sorvall ST40-R Thermo Scientific. A resina passou, entdo, por um procedimento de
lavagem com a mesma agua ultra pura por cinco vezes (20 mL), sendo a quinta
lavagem realizada com solugdo de acoplamento. Paralelamente, foi realizado o
preparo dos venenos, foram pesados e solubilizados em solugcdo de acoplamento
(NaHCO3 0,1 M contendo NaCl 0,5 M, pH: 8,3), a cada 1 mL de resina distendida
cerca de 5 a 10 mg de veneno, nesse processo é recomendado que nao se utilize
solugdes que tenham aminas na sua composi¢cao, pois as mesmas podem reagir com
os sitios de ligacao da resina.

Com o processo de lavagem realizado, foram adicionados as resinas os
venenos ofidicos e aracnideos. Para a resina de serpente, foram utilizados cerca de
15 mg de cada veneno do pool (Crotalus, Bothrops e Micrurus) em uma resina de 5
mL de volume. Para a resina escorpidnica, também 15 mg de veneno de Tityus
serrulatus foram utilizados para uma resina de 5 mL de volume, porém para a resina
aracnidea foi feito também um pool de veneno de Loxosceles similis e Phoneutria
nigriventer com 3 mg e 6 mg respectivamente em uma resina de 2,5 mL, devido a
quantidade de proteina de acoplamento a resina aracnidea foi menor. As trés resinas
foram mantidas em agitagdo por 2 horas, apds esse periodo retirou os venenos nao
acoplados a resina, através de centrifugagdo utilizando os mesmos parametros
anteriores e os sitios nao ligados foram bloqueados utilizando uma solugao de Tris-
HCI 0,1M pH 8,0 por duas horas. Em seguida, as resinas foram lavadas com um



49

gradiente de pH utilizando duas solugdes de acetato 0,1 M pH 3,5 contendo NaCl 0,5
M e Tris-HCI 0,1 M pH 8,7 contendo NaCl 0,5 M, alternando as duas solugoes.
Posteriomente, as resinas foram lavadas com agua ultra pura e empacotadas em
sistema de empacotamente de vidro de 10 mL com auxilio de bomba peristaltica.
ApOs o0 acoplamento, as trés colunas foram guardadas em etanol 20%.

Para a obtencéo dos anticorpos escorpidnicos especificos, plasma hiperimune
de cavalo cedido pela FUNED, foi diluido 1:1 em solug¢ao de Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 e
centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos a 20°C utilizando a centrifuga refrigerada
Sorvall ST40-R Thermo Scientific, primeiramente realizou a eluigdo do plasma na
coluna ofidica, com o auxilio da bomba peristaltica, com um fluxo de 1 mL/min. A
coluna foi lavada com agua ultra pura utilizando 5 volumes de resina (totalizando 5
mL). Posteriormente, o mesmo volume de solugao Tris-HCI 0,1 M pH 8 foi empregado
para equilibrar a coluna e entdo adsorver o plasma diluido e centrifugado, o plasma
foi eluido na coluna 3 vezes para atingir uma saturacdo de ligagdo com a mesma, em
seguida lavou-se a coluna com 5 volumes de coluna com a mesma solugao de
equilibrio para retirar ndo ligantes e depois realizou a elui¢do utilizando tampao de
glicina 2 M pH 3,0 que permite a quebra da ligagdo com a proteina de acoplamento,
foram utilizados 5 volumes de coluna. O procedimento foi repetido até o plasma
coletado nao ter mais ligantes cruzados ofidicos. Para a coluna aracnidea, foi
realizado o mesmo processo apenas utilizando o volume de coluna de 2,5 mL. Para
coluna escorpibnica, realizou-se 0 mesmo processo, porém o tampao de glicina foi
coletado, pois, ele continha o anticorpo especifico.

Para a retirada do excesso salino da amostra de anticorpo, a amostra passou
por um processo de dialise, com a utilizacdo de membrana de celulose 33 mm da
Sigma Aldrich, utilizou-se agua ultra pura do sistema Merck Millipore como solugao
de troca. Tal processo durou 24 horas com trocas periddicas a cada trés horas, apos,
o anticorpo foi acondicionado em tubos proprios para o processo de liofilizagao.

Os anticorpos purificados foram testados através da técnica de ELISA, método
pelo qual se verifica o grau de seletividade e especificidade dos anticorpos obtidos.
O protocolo da técnica foi adaptado a partir de Clark e colaboradores (1986). Para a
sensibilizagdo da placa de 96 pogos, foram utilizados os venenos ofidicos dos
géneros Crotalus, Bothrops e Micurus e venenos aracnideos das espécies Loxosceles

similis, Phoneutria nigriventer e Tityus serrulatus na concentragao fixa de 2,5 pg/mL.
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Foram adicionados a placa 100 yL de cada veneno utilizando uma linha de 12 pogos
e a mesma foi incubada overnight. Posteriormente, a placa foi lavada utilizando a
lavadora de microplacas automatica Wellwash da Thermo Scientific, utilizando o
protocolo de 300 pL de solugédo de lavagem por cada pogo repetindo 3 vezes. Esse
processo foi repetido durante todo ensaio quando era necessario. Apds, foram
adicionados 100 pL de solugédo contendo albumina 1% para bloquear sitios onde o
veneno nao tenha aderido a placa por 1 hora a 37°C, em seguida a placa foi lavada
e 100 pL de anticorpos em diluigbes seriadas iniciando em 12,5 pg/mL foram
adicionados a placa, que foi incubada por uma hora a 37°C. Na sequéncia, uma nova
etapa de lavagem foi conduzida e aos pogos foram adicionados 100 pL de anticorpo
secundario, um conjugado anti-cavalo na diluicdo de 1:40.000, que foi incubado por
mais uma hora a 37°C. Em seguida, lavou-se a placa e adicionou 80 pL do substrato
que confere a reacao de cor do ELISA, contendo 10 mg de OPD (o-phenylenediamine
dihydrochloride) e 4 pL peroxido de hidrogénio 30% solubilizado em solugéo de citrato
de sodio pH 4,5, normalmente a reagao e o aparecimento de cor demora cerca de 30
minutos, apods este periodo adicionou-se 40 uL de solugéo de acido sulfurico a 30 %
para interromper a reagdo. Em seguida, a leitura foi realizada utilizando
espectrofotometro Multiskan GO de microplacas no comprimento de onda de 492 nm.
Os resultados obtidos foram mapeados utilizando o Origin Lab, todo processo foi
realizado em duplicatas.

Contudo, identificar as proteinas com outra metodologia para verificar as
reacdes cruzadas € essencial, para isso utilizou a técnica de Western Blot, uma
técnica utilizada para separar e identificar proteinas. A ferramenta permite separar as
proteinas por massa molecular com a utilizagao da eletroforese. O protocolo utilizado
foi adaptado de Mahamood e Yang (2012), onde iniciou com o preparo do gel Sodium
Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide (SDS-PAGE) de 10%, utilizando o sistema Mini-
PROTEAN Tetra Cell da Bio Rad, foi adicionado ao gel amostras dos venenos sendo
um do pool de serpentes, um de cada veneno aracnideo e um do veneno escorpidnico
na concentragdo de 1 mg/mL e um padrdo molecular. Durante o processo de corrida
do gel, deixou-se sob agitagao e incubando 4 papeis filtro Whatman e uma membrana
de nitrocelulose cortada do tamanho do gel em solugdo de transferéncia. Apés o
término da corrida, o gel de eletroforese também foi incubado em tampao de

transferéncia por 15 minutos. Para a transferéncia para a membrana, utilizou o
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sistema semisseco Slot de Transferéncia Trans-Blot Bio Rad. O aparelho foi limpo
com etanol 70%, o sistema foi montado com 2 folhas de papel filtro, seguido da
membrana de nitrocelulose com o gel da eletroforese por fim mais 2 folhas de filtro,
retirou-se o excesso de solucdo e qualquer formacdo de bolhas. A transferéncia
ocorreu com a aplicagdo de uma tensao de 15 V por 15 minutos. Apds, identificou na
membrana de nitrocelulose a posigdo dos venenos e incubou a mesma em solugao
de bloqueio contendo leite desnatado 5% overnight. Apds 24 horas, lavou a
membrana com solucdo de PBS + Tween 20, por 5 vezes e adicionou o anticorpo
antiescorpidnico na concentragdo de 50 pyg/mL e foi incubado por 2 horas sob
agitagao constante. Em seguida, a membrana passou novamente pelo processo de
lavagem e adicionou o anticorpo secundario anti-cavalo na diluicdo de 1: 25.000
incubou-se por 1 hora sob agitacdo constante. Novamente a membrana foi lavada e
foi adicionado o substrato contendo 5 mg DAB (3,3'-Diaminobenzidine) e 40 uL
perdxido de hidrogénio solubilizados em solu¢ao de TBS (Tris Base 0,2 M + NaCl 1,3
m) com isso observou-se na membrana o aparecimento de bandas proteicas reativas

onde pode encontrar ligagdes cruzadas e inespecificidades do anticorpo purificado.

7.2 Obtencao e Caracterizagao de Quitosana

A matéria-prima utilizada para extracdo da quitina e quitosana foram os
mexilhdes-dourados, os quais foram cedidos pelo Centro de Bioengenharia de
Espécies Invasoras de Hidrelétricas (CBEIH), coletados em pontos de bioinfestagao.

Para extragao de quitina foram utilizadas as conchas do mexilhdo empregando
um protocolo de extragdo adaptado de Rasti e colaboradores (2017), que utilizaram
conchas de Polyplacophora para a extragao da quitina. O processo de obtencao de
quitina iniciou com a limpeza das conchas e pulverizagao utilizando um moinho IKA
Analitico basico A11 até a obtencao de um pé fino. Na sequéncia, procedeu-se com
a desmineralizagao utilizando solugédo de HCI 1 M, onde para 10 g de p6 das conchas
se utilizou 100 mL de solugao por 24 horas. Em seguida, a amostra foi centrifugada a
15000 X g por 15 minutos a 25°C, utilizando a centrifuga refrigerada Sorvall ST40-R
Thermo Scientific. O p6é das conchas desmineralizadas passou por um procedimento
de lavagem até atingir a neutralidade e foram secos em estufa a 37°C.

Posteriormente, realizou a desproteinizacao utilizando solucdo de NaOH 15%, para
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cada 10 g de amostra desmineralizada utilizou-se 100 mL de solugéo, por 6 horas a
70°C apds o tempo a amostra foi centrifugada nas mesmas condi¢gdes do processo
anterior, a solugao alcalina foi trocada e a amostra foi acondicionada a 70°C e a cada
30 minutos a solugcdo foi trocada, com o acompanhamento da clarificacdo do
sobrenadante, que indica a eficacia do método, ou seja, a extragdo de todo conteudo
proteico. Em seguida lavou-se a amostra até a neutralidade e secou em estufa a 37°C
e obteve a quitina.

Para obter a quitosana, realizou-se um processo quimico na quitina de
desacetilagdo onde empregou uma solu¢cdo de NaOH 45% a 110°C por 6 h, onde a
cada 10 g de amostra utilizou-se 100 mL de solugao, apds a amostra foi centrifugada.
O precipitado foi solubilizado em solugao de acido aceito 0,5 M por 24 horas, sob
agitagcdo, em seguida utilizou o sobrenadante para realizar a precipitagdo da
quitosana, adicionando o peroxido de aménio 30% até atingir o pH 8,0. Por fim, a
amostra foi centrifugada e o precipitado foi seco em estufa a 37°C e caracterizado
como quitosana.

Para caracterizagdo das amostras obtidas foi utilizado a técnica de
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR). Confeccionou
pastilhas contendo KBr em propor¢ao de 1 mg de amostra para 100 mg do reagente.
As duas substancias foram misturadas com auxilio de almofarizes e pistilos de agata
até a mistura se tornar homogénea e com a utilizacado de moldes evacuaveis e a
petelizadora GS15011 Specac foram produzidas pastilhas de 3 mm. Os espectros de
quitina e quitosana foram obtidos utilizando o seguinte método de quatro varreduras
no comprimento de onda de 4000 a 450 cm-', posteriormente os dados obtidos com
os espectros foram analisados usando o software ORIGIN 8.0 (Thermo-Nicolet,
Madison, WI, EUA).

A microscopia eletrénica foi utilizada como método de investigagdo da
topografia das amostras em altas ampliagcbes. As amostras de quitina e quitosana
foram acondicionadas em porta amostras de aluminio com a utilizagéo de fita adesiva
dupla de carbono de 8 mm, posteriormente as amostras passaram por um
procedimento de metalizacdo com ouro, que permite uma maior interagcdo com o feixe
de elétrons, pois as mesmas se tornam mais condutivas. Em seguida, a morfologia
das amostras foi analisada utilizando um microscopio eletrénico de varredura JEOL,
modelo JSM6610LV.
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7.3Funcionalizacao dos Sensores

7.3.1 Elétrodos de Carbono

Os sensores utilizados foram confeccionados a base de tintas de carbono e
prata (figura 11), produzidos pela Startup SmartSensors, utilizando a técnica de
Screen-Printing. Para a realizagdo do estudo, foram utilizadas as dependéncias da
FUNED, no setor de pesquisa no laboratério de Imunologia Aplicada. Para fornecer
uma matriz de imobilizacdo adequada, as superficies dos eletrodos podem ser
funcionalizadas com diferentes modificadores. Srivastava (2014) caracteriza a
funcionalizagdo como a modificagdo quimica da superficie, proporcionando condigdes

otimas para o processo de imobilizagdo de moléculas biologicas.

Figura 7 - Sensor Screen-Printed a base de tintas de carbono e prata
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Fonte: autora

Para a funcionalizagdo do eletrodo utilizou-se a técnica de imobilizacdo por
ligacdo covalente conforme a metodologia proposta por Sassolas e colaboradores
(2012). A imobilizagao de um anticorpo por ligagdes covalentes € basicamente uma
reacao do mesmo com 0s grupos amino e carboxilico com a superficie modificada.
Tais imobilizagbes sédo geralmente classificadas conforme as reag¢des quimicas
utilizadas. Para a funcionalizagao da superficie do eletrodo de trabalho, iniciou-se com
a limpeza da superficie adicionando 10 pL de perdxido de hidrogénio na concentracao
de 30% por 10 minutos, observou-se o aparecimento de bolhas. A agao do reagente

com a superficie de carbono possibilitou uma oxidagéo que gerou uma quantidade de
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grupos hidroxilas e realizar uma limpeza de residuos organicos, em seguida foi
realizado uma lavagem com agua ultra pura para retirar o excesso da solugao anterior
e o eletrodo foi seco utilizando fluxo de nitrogénio. Assim, com a superficie do elétrodo
de trabalho limpa, foi realizado a reticulagdo dos reagentes para a imobilizagdo do
anticorpo escorpidnico. inicialmente adicionou 10 pyL a solugédo de glutaraldeido na
concentracéo de 0,5% e incubou por 40 minutos em ambiente umido. Em seguida, o
eletrodo foi lavado delicadamente com agua ultra pura para retirada do excesso de
glutaraldeido e seco utilizando gas nitrogénio. Entdo, foram adicionados 10 pL de
solugéo de proteina G a 100 ug/mL e incubou em ambiente umido por uma hora, logo
apds o eletrodo passou pelo processo de lavagem, sendo adicionado 10 pL do
anticorpo escorpidnico na concentragao de 100 pg/mL e foi incubado por uma hora
em ambiente Umido. Em seguida, o eletrodo foi lavado e foi adicionado 10 pL de
solugdo de bloqueio contendo albumina 1%, por 30 minutos (figura 12), apds o
periodo o eletrodo foi lavado com agua cuidadosamente e seco sob temperatura
ambiente. Todo o processo de modificacdo da superficie do eletro de trabalho foi
mapeado utilizando a técnica de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica, que
permitiu mensurar as mudangas conformacionais ocorridas no eletrodo de trabalho a

cada adicao de reagente.

Figura 8 - Esquema de imobilizagdo de Anticorpo Antiescorpiénico
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7.3.2 Elétrodos de Ouro

Os sensores de ouro (figura 13) foram produzidos pela Startup SmartSensors,
utilizando a técnica de Screen-Printing. Para a realizagao do estudo foram utilizadas
as dependéncias da FUNED, no setor de Pesquisa no laboratério de Imunologia
Aplicada. Os sensores s&do constituidos por um sistema de eletrodo de trabalho e
contra-eletrodo de ouro e eletrodo de referéncia a base de tinta de prata.

Para a realizagdo da funcionalizagdo na superficie de ouro utilizou-se a
metodologia adaptada de Canbaz e colaboradores (2014) e Farka e colaboradores
(2016), onde construiu monocamadas por ligagdes covalentes (figura 14). O processo
de funcionalizag¢ao do eletrodo de trabalho foi realizado em ambiente Umido. Para a
retirada de qualquer residuo organico da superficie do eletrodo de trabalho, 0 mesmo
foi submetido a um tratamento quimico utilizando peroxido de hidrogénio na
concentracido de 30%. Adicionou-se 10 pL da solugéo por 10 minutos, apds o sensor
foi lavado constantemente com agua ultra pura para retirar o excesso do reagente
anterior e foi seco utilizando fluxo de gas nitrogénio. Em seguida ao processo de
limpeza, iniciou a imobilizagdo das biomoléculas com a adi¢ado de 10 pL de cisteamina
na concentragdo de 100 mM por 2 horas. Apds o processo de ligagédo da cisteamina
uma lavagem com agua ultra pura foi conduzida para retirar o excesso do reagente.
Seguindo a metodologia, adicionou 10 pL de solugéo de 0,5% de glutaraldeido, por 1
hora. Ao término dessa etapa, novamente o elétrodo foi lavado para retirada do
excedente do reagente anterior e adicionou 10 yL do anticorpo escorpidnico na
concentragdo de 100 pg/mL e incubou por 2 horas. Posteriormente, novamente o
eletrodo foi lavado e acrescentou 10 uL de solugao de bloqueio contendo albumina
1% por 30 minutos, apos o eletrodo foi lavado com agua cuidadosamente e seco sob
temperatura ambiente, todo esse processo de modificagcdo da superficie do eletro de
trabalho foi mapeado utilizando a técnica Espectroscopia de Impedancia

Eletroquimica.
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Figura 9 - Sensor Screen-Printed a base de tintas de ouro e prata
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7.4 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

Atualmente, a EIE é utilizada em ampla gama de estudos, abrangendo desde
o processo cinético de diferentes naturezas ao estudo de dispositivos semicondutores
(CARVALHO et al., 2006).

Em particular, a EIE € uma técnica utilizada para caracterizagao de sistemas
eletroquimicos que nao se alteram com um dado periodo, pelo menos naquele
necessario para que a medida seja realizada. Segundo Chang e Park (2010), a EIE é
uma ferramenta muito relevante em diversos campos de utilizagcdo como a cinética de
cargas e regides interfaciais, que foram aplicadas em biossensores eletroquimicos;
transferéncia de carga de condutores ibnicos; eletrodos semicondutores, estudo de
procedimentos de inibicdo da corrosdo de eletrodos; verificagao de revestimento de
metais e na diferenciagao de dispositivos de estado sdlido.

A técnica de EIE foi utilizada para mensurar a linearidade e sensibilidade do
dispositivo frente a diferentes concentracdes de toxinas de escorpido e analisar a sua
especificidade frente a venenos ofidicos e toxinas de aranhas em diferentes
concentragdes. Os testes foram realizados em solugdes tampoes.

Para realizar as medigbes, foi utilizado um potenciostato da PalmSens, o
Sensit/smart. Inicialmente foi realizado um mapeamento nas frequéncias de 0,1 a
1000 Hz para verificagdo de uma frequéncia 6tima utilizando solugéo eletrolitica
contendo KCI 0,1 M em Fosfato 0,01 M com pH 7,34 onde foram considerados os

valores em relacio aos limites de detecgao, sensibilidade e seletividade para o melhor
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diagndstico, pois € nessa frequéncia que foi desenvolvido o prototipo de campo, todos

os graficos foram trabalhados com o software OriginLab 9.0.

Figura 10 - Esquema de imobilizagdo de anticorpo antiescorpidnico
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Fonte: Autora

7.6 Circuito Elétrico Equivalente

Os circuitos elétricos equivalentes tém como principal objetivo consolidar os
dados obtidos com a EIE. Os circuitos consistem em combinacdo de resistores,
capacitores e indutores, além de outros componentes que possam ser apresentados
nos ensaios, estes por sua vez podem ser distribuidos em série ou paralelos (BANICA,
2012). Esse procedimento é utilizado em diversos sistemas eletroquimicos.

Um dos circuitos mais utilizados na literatura € o circuito de Randles, (figura
15), pois ele se enquadra em parametros onde utilizou-se ensaios em meios aquosos
condutores, como é realizado neste estudo. O circuito de Randles € composto por
uma resisténcia da solugédo em série com uma capacitancia da dupla camada elétrica
paralela a uma resisténcia de transferéncia de carga (CHANG & PARK, 2010).

Neste estudo, empregou a analise do circuito equivalente para organizar dados
da EIE, além de determinar valores elétricos da resisténcia a transferéncia de carga
(ARtc) que irdo fornecer dados da deteccéo do analito. O software Zview foi utilizado

para realizar o tratamento dos dados obtidos.
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Figura 11 - Circuito de Randles e sua resposta idealizada no Diagrama de Nyquist
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8 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 Caracterizagao dos anticorpos purificados

A imunocromatografia por afinidade é uma técnica que permite obter
anticorpos altamente especificos. Heneine (1995) demonstrou em seu trabalho a
identificacdo espécie-especifica de venenos de serpente, com foco para o
desenvolvimento de imunoensaio para o diagnodstico género-especifico para
acidentes ofidicos. Tal diagnéstico permite o tratamento do paciente com antissoros
especificos para serpentes de um mesmo género buscando minimizar as taxas de
mortalidade e morbidade, com uma aplicacdo do soro correto para o acidente. Por
isso, utilizou-se esta metodologia com objetivo de conseguir um anticorpo altamente
especifico para construcdo do imunossensor. Posteriormente a purificacdo dos
anticorpos especificos, foi realizado um mapeamento da sua utilizagdo no biossensor
por meio do teste imunoenzimatico ELISA (figura 16) a fim de verificar a

especificidade dos anticorpos obtidos.

Figura 12 - ELISA para verificacdo da acao de especificidade do anticorpo
antiescorpidnico purificado
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Verifica-se que mesmo com o processo de cromatografia por imunoafinidade
realizado conforme a metodologia descrita, observou-se uma significativa reatividade
com os venenos aracnideos. Tal fato pode ser explicado por diferentes hipoteses,
filogeneticamente os escorpides estdo proximos as aranhas e s&do de clados
proximos, assim, a composi¢ao proteica dos venenos de ambos pode estar muito
proxima. Um ancestral comum e a conservagao de genes comuns Ou pPoOuCO
modificados explicaria a reagdo cruzada apresentada no teste. Observa-se na
literatura que, até o presente momento, ndo existem estudos que comparem venenos
de Tityus serrulatus com os de Loxosceles similis e Phoneutria nigriventer, ao
contrario, alguns trabalhos reportam a analise mais detalhada dos venenos
individualmente. Hernadez-quintero e seus colaboradores (2011) revisaram a maioria
dos achados importantes relacionados aos componentes do veneno isolados de
escorpides e aranhas, principalmente por clonagem e expressao génica, porém sem
uma relagdo da composicédo em algo descrito sobre essa ligagdo cruzada entre os
espécimes. Outra hipotese levantada foi na ineficacia do processo de adsor¢ao do
anticorpo, quando utilizou a coluna aracnidea, pois como foi observado na
metodologia descrita a quantidade de veneno de aranhas eram inferiores, por isso
conseguiu-se confeccionar uma coluna menor. Por isso, é necessaria uma mudancga
no processo de adsor¢do do anticorpo, com o aumento do volume ou a
individualizagao das colunas aracnideas para verificagao da inespecificidade.

Para analise de reacao cruzada, considerou-se a técnica de western blot, pela
qual se separam as proteinas das toxinas por eletroforese em gel, e em seguida se
transfere essas proteinas para uma membrana de imunodeteccao seletiva de um
antigeno especifico imobilizado. Hnasko e Hnasko (2015) ressaltam a relevancia
dessa metodologia para analises de proteinas sujeitas a especificidade da interagéo
anticorpo-antigeno, para a identificagdo qualitativa ou semiquantitativa de proteinas
especificas e seu peso molecular.

Em suma, pela analise do resultado de western blot (figura 17) notou-se que
algumas proteinas, mesmo com o anticorpo adsorvido, possuem reacao cruzada
principalmente com os venenos aracnideos, corroborando com o resultado do ELISA.
O veneno de Loxosceles similis (figura 17d) demostrou maior reagéo, enquanto o

veneno de Phoneutria nigriventer (figura 17c) demostrou uma reagdo somente em



61

proteinas de alto peso molecular e o pool de serpentes (figura 17e) demostrou uma
reagao somente com proteinas de baixo peso molecular.

O veneno escorpidnico (figura 17a) demonstrou alta imunogenicidade em toda
sua composicdo proteica, assim o0 uso de novas técnicas de mapeamento da
composicdo proteica do veneno escorpidnico € essencial, como a técnica de
cromatografica, por exemplo, que possibilita o fracionamento do veneno em toxinas
e através de um breve estudo de imunogenicidade das mesmas, que possibilitara a
escolha de uma ou mais fragdes para o desenvolvimento de um anticorpo espécie-
especifico, com foco de um diagnostico ainda mais preciso.

Nesse contexto, como esse estudo se encontra em uma escala de
desenvolvimento laboratorial e controlada, foi escolhido como controles negativos
dois venenos de serpentes dos géneros Crotalus e Bothrops, como baixa
inespecificidade em relagdo ao anticorpo escorpidnico, para a realizagcdo dos testes

nos biossensores.

Figura 13 - Western blot; a: padrao de pesos moleculares; b: veneno de Tityus
serrulatus; c: veneno de Phoneutria nigriventer, d: veneno de Loxosceles similis, e:
veneno pool de serpentes (Crotalus, Bothrops e Micurus)
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8.2 Caracterizagcao da quitina e quitosana

As analises realizadas com a quitina obtida do mexilhdo-dourado utilizando a
FTIR mostraram, conforme o espectro (figura 18), bandas vibracionais (tabela 4),
onde cada uma expressa um grupo funcional caracteristico da quitina. Rasti e
colaboradores (2017) identificaram no seu estudo de extragao de quitina de conchas
de uma espécie de bivalve utilizando a mesma técnica de analise um espectro com
bandas vibracionais préximas as encontradas neste estudo. Entretanto, Paulino e
colaboradores (2006) explicaram que se deve relacionar os resultados dos espectros

com a forma de obtencido e com a matéria-prima matriz.

Figura 14 - FITR da quitina extraida das conchas do mexilhdo-dourado
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Tabela 4 — Caracterizagao por FTIR quanto aos grupos funcionais da quitina

Comprimento de Caracteristica da Grupo funcional associado
onda (cm™) banda
3420 Banda forte e larga O-H (Hidroxilas)
3282 Banda forte e fina N-H (Amidas)
2917 Banda fraca e fina C-H (Alcanos)
1639 Banda fina e forte C=0 (carbonila)
1019 Banda fina e forte C-O (Eteres aromaticos)
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A analise de caracterizagao da quitosana (figura 19) obtida apds o processo de
desacetilagdo da quitina indica a presenga de bandas vibracionais (tabela 5) muito
préximas a de quitina, com uma diferenciagdo em um dos grupos funcionais que
apresentam aminas livres, caracteristicas da quitosana. Paulino e colaboradores
(2006) encontraram resultados proximos de obtengéo de quitosana a partir de quitina
extraida de artrépodes.

Contudo, deve-se considerar a pureza das amostras, pois 0 processo de
obtencdo de quitina encontra-se em validagdo, € necessario um refinamento no
protocolo para a obtengdo de uma amostra com um maior grau pureza, pois acredita-
se que como o estudado foi iniciado € necessario delinear varios fatores, para evoluir
nos procedimentos metodoldgicos, para enfim conseguir uma quitosana de grau

analitico.

Figura 15 - FTIR da quitosana obtida do processo de desacetilagdo da quitina do
mexilhdo-dourado
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Tabela 5 - Caracterizacao FTIR quanto aos grupos funcionais da quitosana

Comprimento de | Caracteristica da banda Grupo funcional associado
onda (cm™)
3479 Banda forte e larga O-H (Hidroxilas)
3423 Banda forte e fina N-H (Aminas)
2936 Banda fraca e fina C-H (Alcanos)
1646 Banda fina e forte C=0 (carbonila)
1071 Banda fina e fraca C-O (Eteres aromaticos)
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Para realizagdo de uma analise da morfologia da quitina e quitosana utilizou a
microscopia eletrénica de varredura. Considerando as micrografias (figura 20 e 21)
representadas em diferentes ampliagdes, verificou que o estudo da morfologia foi
semelhante ao relatado por Ibitoye e seus colaboradores (2018), que extrairam quitina
e quitosana a partir de artrépodes. A quitina e quitosana em menores aumentos
apresentou uma superficie com camadas lisas ( figura 21 A e 22 A) e quando
ampliadas observou a formacéao de placas lisas (figura 21 B e 22 B), porém nao se
notou fibras nos maiores aumentos como observada em estudos na literatura,
entretanto em varias observagdes e analises de micrografias de quitosanas na
literatura observou a presenca de poro (KACUKGULMEZ, et al, 2011; IBITOYE, et al.
2018), como observado na amostra de quitosana em altas ampliagdes (figura 22 C e
D).

Figura 16 - Micrografias da quitina extraida das conchas do mexilhdo-dourado. A:
100 um; B: 10 um; C: 20 ym e D: 10 ym
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Figura 17 - Micrografias da quitosana obtida por desacetilagdo da quitina extraida

das conchas do mexilhdo-dourado. A: 100 um; B: 10 ume C e D: 2 ym
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8.3 Caracterizagao da Funcionalizagao

8.3.1 Sensores de Carbono

O processo de caracterizagao da funcionalizagao da superficie do eletrodo de
trabalho foi realizado utilizando a técnica de EIE visando observar as mudancas do
comportamento da impedancia entre os processos de funcionalizagéo

O procedimento de funcionalizagéo (figura 22) foi feito em etapas, seguindo a
metodologia citada. com isso, realizou incialmente um tratamento com perdxido de
hidrogénio 30%, para retirar residuos de matéria organica e gerar através da reagao
de oxidagdo da superficie uma quantidade mais elevada de terminais do grupo
hidroxila, essenciais para ocorrer as ligagdes covalentes com o glutaraldeido.
Conforme, Mirsky e seus colaboradores (1997), que utilizaram em seus ensaios
solugdes para a limpeza com intuito de melhorar a qualidade da superficie a ser

funcionalizada.
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A preferéncia pelo uso do perdoxido deve-se ao custo, a praticidade e ao
enfoque de gerar os mencionados grupos funcionais. Entretanto, existem outros
processos possiveis para essa finalidade, desde métodos eletroquimicos a
tratamentos quimicos mais sofisticados (LI et al., 2005). Dai e Liu (2019) descreveram
a imobilizacao de diversas moléculas enfatizando uma superficie ideal para ocorrerem
as ligagdes necessarias. Prodromidis (2010) afirmou que as analises e a qualidade
de superficie funcional de eletrodos sao geralmente impactadas pela estabilidade do
revestimento, superficies com baixa rugosidade e limpas sao altamente reprodutiveis.
Observou-se nos ensaios que, apds o uso do peroxido de hidrogénio, ocorreu uma
queda na impedancia em relac&do as suas leituras basais, o que acontece devido a
superficie do eletrodo de trabalho ter sofrido uma oxidacéao e lixiviagao que levaram

a queda da resisténcia a transferéncia de carga.

Figura 18 - Diagrama de Nyquist representando o mapeamento impedimétrico do
processo de funcionalizagdo de um eletrodo de carbono
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Uma vez feita a limpeza do eletrodo de trabalho, a superficie foi oxidada
aumentado o numero de grupos funcionais, utilizou-se uma solugdo aquosa de
glutaraldeido em PBS 0,1 M pH 7,4 colocada sobre o eletrodo de trabalho. O
glutaraldeido € amplamente utilizado como agente ligante nos processos de
imobilizagcdo de anticorpo de biossensores, sendo uma molécula bifuncional, que
quando se liga a superficie ocasiona uma mudanga conformacional em sua molécula

deixando livres 0os grupos amina necessarios para a ligagdo com a proteina de
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interesse (neste estudo, os anticorpos) (LOPEZ-GALLEGO, et al., 2013). Muitos
trabalhos utilizam o glutaraldeido como agente ligante e/ou de reticulagdo. Zhou e
Chen (2001) utilizaram o reagente como agente de reticulagdo em uma superficie de
grafite para a imobilizagdo de enzimas. Eldin e colaboradores (2011) utilizaram-no
como agente de imobilizagao de ligagado de enzimas em polimeros.

Um dos pontos mais criticos no desenvolvimento de imunossensores, € a
maneira com que o elemento de reconhecimento e a superficie do transdutor estao
configurados, porque tais configuragbes afetam diretamente a sensibilidade e a
seletividade do imunossensor. A assimetria na imobilizacdo do elemento de
reconhecimento, neste trabalho, os anticorpos, € complexo, pois sitios viaveis de
ligacdo sao afetados, o que pode levar a diminui¢gdo da atividade de ligagcdo com o
antigeno. Li e Chen (2018), em sua revisao, mostraram estratégias para a diminuicao
dessa assimetria a partir de técnicas de imobilizagdo de moléculas.

Uma das estratégias mais utilizadas cientificamente para ndo ocorrer essa
assimetria na imobilizagao do anticorpo é a utilizacdo das proteinas G e A, que séo
proteinas derivadas de bactérias que se ligam por interagao especifica a uma
determinada regido do anticorpo (CHOE, et al.,, 2016). O uso da proteina G nos
possibilitou o direcionamento dos anticorpos permitindo a seus sitios de ligagao
estarem mais expostos para a interacdo com o antigeno. Observou que a ligagao de
ambos foi efetiva, pois apds a adicdo da solugdo de proteina G noutou-se uma
alteragdo na impedancia (aumento no didmetro do semicirculo do diagrama de
Nyquist) e com a adigdo do anticorpo escorpidénico também observou uma mudanga
impedimétrica.

Durante o processo de mapeamento impedimétrico, notou-se que o aumento
consideravel apresentado com bloqueio na utilizagdo da albumina € um ponto
relevante e tem que ser investigado, pois, foi levantada as seguintes hipoteses que a
rugosidade e a baixa area funcionalizada da superficie estao ligadas diretamente a
esse aumento, que pode levar a diminuigao da seletividade do sensor. Bhalla e seus
colaboradores (2016) mostraram que a interagdo antigeno-anticorpo € um dos
melhores exemplos de seletividade e com isso, espera-se biossensores de excelentes
desempenhos com o processo de imobilizagao correto sob a superficie, e assim tais
dispositivos sao promissores para realizagao de testes de point-of-care.
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Assim, o processo de funcionalizagao para os sensores de carbono precisa de
otimizacao e refinamento. Tal processo foi realizado durante todo o estudo, porém foi
realizado com diversos lotes de sensores cedidos com fabricacdo n&o uniforme e sem
boa reprodutibilidade, com isso notou que esse estudo, foi em paralelo com a

otimizacao da fabricagao do sensor.

8.3.2Sensores de Ouro

O procedimento de funcionalizagdo (figura 23) do ouro seguiu as etapas
descritas nas metodologias desse estudo, sabendo das caracteristicas técnicas do
sensor, utilizou o perdxido de hidrogénio na superficie do eletrodo de trabalho para o
processo de limpeza rapido e menos agressivo. Esse procedimento resultou em uma
queda da impedancia em relacdo a leitura basal do sensor. Geralmente, as
superficies de ouro precisam ser limpas para a retirada de qualquer parte orgéanica
ainda remanescente. Em um estudo no estado da arte e técnica, notou que existem
diversos processos de limpeza, observou também que esses processos tém que ser
analisados criticamente e adaptados de acordo com as necessidades do ensaio e as
dos sensores, pois alguns protocolos de limpeza sao agressivos e podem danificar a
superficie do sensor. Como Canbaz e seus colaboradores (2014), que utilizaram um
eletrodo de ouro onde o processo de limpeza foi bem agressivo, com polimento e
utilizacado de solugao piranha e etanol puro. Diferentemente, Arya e Bhansali (2012)
utilizaram para limpeza solventes como acetona e alcool isopropilico um processo
menos agressivo. Outros processos de limpeza utilizam técnicas eletroquimicas,
Cordeiro e colaboradores (2019), que utilizaram a voltametria ciclica uma técnica
eletroquimica que promove uma oxirredug¢ao na superficie, um pré tratamento muito
utilizado. Tais processos, sem devidos controles de parametros, podem ser
prejudiciais a superficie, causando uma oxidagao elevada.

Na continuidade do processo de funcionalizagao, foi adicionado ao sensor a
cisteamina com o objetivo da formagcdo de uma monocamada por quimissorgao no
ouro por ligagdo com terminais de enxofre e, com isso, as aminas da molécula de
cisteamina permaneciam livres para a proxima monocamada (CANBAZ, et al., 2014).
Como observado no diagrama da figura 23, a adigdo da cisteamina aumentou o

didmetro do semicirculo, consolidando assim a confirmacao da ligagao e da mudancga
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na superficie pelo mapeamento impedimétrico. A cisteamina é utilizada como agente
ligante a superficie de ouro em varios estudos cientificos como o de Arya e Bhansali
(2012), que utilizaram a mesma na fabricagdo de um imunossensor para detecgao de
antigeno prostatico especifico (PSA), para diagnostico de cancer de prostata e
conseguiram resultados promissores que podem ser futuramente utilizados como
point-of-care. Em uma solugdo de problema mais recente, a cisteamina foi usada
como agente de adsorgao com ouro no desenvolvimento de um método diagndstico
rapido para COVID-19, com resultados onde o tempo e o limite de detecgao foram
destaques, tornando essa tecnologia promissora para uso no campo (LIV, 2021).

Em seguida, utilizou o glutaraldeido como agente de reticulacdo com a
cisteamina para formacao de uma ligagao covalente para a adesao do anticorpo, o
glutaraldeido € amplamente utilizado nos processos de desenvolvimento de
imunossensores, pelo seu baixo custo e pela caracteristica molecular, o glutaraldeido
tem uma estrutura que reage com grupos como aminas, hidroxilas e amidas, por
exemplo (LOPEZ-GALLEGO, et al., 2013). Com a adigao do glutaraldeido observou
um pequeno aumento dos diametros do semicirculo, gerando assim uma mudancga
no sistema como esperado.

Posteriormente, adicionou o anticorpo antiescorpiénico purificado e novamente
observou um aumento do semicirculo. O novo aumento foi observado apés adigao da
albumina 1% para bloqueio dos sitios nao ocupados.

O mapeamento impedimétrico, mostrou que o protocolo de funcionalizacédo dos
sensores de ouro resultava na ligagdo dos anticorpos a superficie do eletrodo com
sua atividade preservada, mas ainda € necessaria uma reprodutibilidade dos
resultados obtidos. Todos esses parametros foram otimizados para a funcionalizagao

ser reprodutivel durante todo estudo.
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Figura 19 - Diagrama de Nyquist representando o mapeamento impedimétrico do
processo de funcionalizagao de eletrodos de ouro
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8.4 Deteccao de Veneno

Segundo o Ministério da Saude (2009), quando ocorrem acidentes
escorpidnicos, a quantidade de veneno inoculada na vitima € baixa, por isso a divisdo
de casos de leves a graves depende muito da velocidade de agdo do veneno no
organismo, que esta relacionada a fatores cruciais, como a idade e as condi¢des
fisiolégicas da vitima. Um processo que consiga identificar esse veneno no sangue
humano antes mesmo dos sinais clinicos mais graves é crucial, por isso o estudo
buscou realizar a detecgcdo em baixas concentracdes na escala de nanograma para

encontrar um limite de detecg¢ao 6timo visando a quantidade de veneno inoculada.

8.4.1 Detecgao em sensores de carbono

Os sensores de carbono apresentaram resultados promissores quanto a
detecgao em baixas concentracdes, o que demostra na escala laboratorial uma inicial
prova de conceito da técnica. Como observou no ensaio 1 (figura 24), a adi¢ao de
veneno com o aumento da concentragado alterou a impedancia gradativamente,
apresentando um aumento no raio do semicirculo, seguindo possivelmente para uma
saturagdo do sensor. Quando adaptou o circuito elétrico (figura 25) para curva,

utilizou-se o circuito com uma resisténcia inicial R1, que é referente a resisténcia do
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eletrdlito, o Constant Phase Element (CPE) e outra resisténcia para representacéo da
extrapolacdo da parte real relacionada a ARtc, nesse caso R2. Nesse ensaio, foi
observado que a ARtc de carga (figura 26) segue o0 mesmo padrdo do nyquist, ou
seja, tendendo para uma saturagédo, mostrando, assim, que o imunossensor detectou

0 veneno escorpidnico.

Figura 20 - Ensaio 1: Diagrama de Nyquist do imunossensor de carbono frente ao
veneno escorpidnico nas concentragdes de 0,1, 1, 10, 100, 1000, 10 000 ng/mL
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Figura 21 - Circuito equivalente sugerido para simulagao do ensaio 1 utilizando
sensor de carbono
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Figura 22 — Ensaio 1: ARtc do imunossensor de carbono frente ao veneno
escorpidnico nas concentragdes de 0,1, 1, 10, 100, 1000, 10 000 ng/mL
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No ensaio 2 (figura 27), observou 0 mesmo comportamento impedimétrico, a
mudanga no raio do semicirculo com um aumento crescente, porém a saturacdo com
a adicao constante do veneno foi mais evidenciada nesse processo, levantando a
diversas hipéteses, dentre elas a eficacia do processo de funcionalizagao, otimizada
mudando a concentragdo de glutaraldeido para 0,075% e incubando por 2 horas e
mudando também a concentragao da proteina G para 200 pg/mL, incubando por 1
hora, aumentando assim o numero de sitios de ligagdo para o anticorpo, resultando
em uma funcionalizagdo em processo de refinamento. Neste ensaio, empregou o
mesmo circuito equivalente do ensaio 1 (figura 25) e foi observado que ARtc
corroborou com os resultados apresentados pelo nyquist, em relagdo a saturagao
mais visivel do que no ensaio anterior (figura 28).

Umas das caracteristicas cruciais de um biossensor € a sensibilidade. Bhalla
e seus colaboradores (2016) descreveram essa caracteristica como uma das mais
relevantes, pois observou a capacidade da biomolécula imobilizada na superficie de
detectar um analito especifico, como foi mostrado os sensores de carbono apresentou
uma sensibilidade e linearidade promissora, pois durante a incubacao em diferentes
concentragdes do analito ficou evidente o aumento dos dados impedimétricos e a
ARtc.
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Figura 23 - Ensaio 2: Diagrama de Nyquist do imunossensor de carbono frente ao
veneno escorpidnico nas concentragdes de 0,1, 1, 10, 100, 1000, 10 000 ng/mL
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Figura 24 — Ensaio 2: ARtc no imunossensor de carbono frente ao veneno
escorpidnico nas concentragdes de 0,1, 1, 10, 100, 1000, 10 000 ng/mL
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Outra caracteristica essencial é a seletividade. Os dois ensaios a seguir foram
realizados para mensurar essa caracteristica, assim utilizou dois controles negativos
mapeados de acordo com os ensaios de especificidades realizados na caracterizacao
do anticorpo, neste caso dois venenos ofidicos. Pelo ensaio 3 (figura 29), notou que
segundo o diagrama de Nyquist, os venenos ofidicos tiveram uma reacdo em relagao
a curva inicial, tal comportamento ndo era esperado, pois os controles nao
apresentavam reacdo nos testes moleculares. E notavel que as curvas ndo se

distinguem entre si, mantendo-se em valores de resposta aproximados. Neste ensaio,



74

com a utilizagdo da simulagdo de circuito equivalente (figura 30), € observado o
mesmo comportamento no diagrama de Nyquist, em que as curvas de impedancia
dos controles negativos sao superpostas, indicando que o eletrodo nao discrimina os
venenos heterologos. Quando é adicionado o controle positivo (veneno de escorpiéo)
na mesma concentragao dos controles negativos, ha um aumento da impedancia em
relacdo aos controles negativos, indicando que o sensor detectou o veneno de

escorpiao.

Figura 25 - Ensaio 3: Diagrama de Nyquist do imunossensor de carbono frente aos
venenos botrépico, crotalico e escorpiénico a 1 yg/mL
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Figura 26 — Ensaio 3: ARtc do imunossensor de carbono frente aos venenos
botrdpico, crotalico e escorpiénico 1 yg/mL
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No ensaio 4 (figura 31), a seletividade ficou mais evidente, pois os controles
negativos tiveram grande semelhanga com o valor da curva basal (biossensor), isto
€, as mudancas no raio do semicirculo foram baixas e quando adicionou o controle
positivo a mudanca brusca no raio do semicirculo foi muito mais notavel e expressiva,
resultados evidenciados também no processo de transferéncia de carga (figura 32).
Com isso, existem algumas hipoteses para os dois ensaios de seletividade terem
apresentado resultados diferentes, pois para o segundo teste foi realizado uma
otimizagao no processo de funcionalizagdo, o mesmo empregado no ensaio 2.

Conforme Bhalla e seus colaboradores (2016), a seletividade permite uma
tecnologia evoluir na sua maturagao, pois os autores explicaram que a seletividade &
a capacidade do biossensor reconhecer seu analito alvo especifico, em situagbes
onde as amostras podem conter outros compostos. Com isso, a realizagcao de testes
de detecc¢ao utilizando controles negativos é essencial para delinear a seletividade do

sensor.

Figura 27 - Ensaio 4: Diagrama de Nyquist do imunossensor de carbono frente aos
venenos botrépico e crotalico a 1 ug/mL e escorpidnico na concentragdo de 1 e 10
Mg/mL
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Figura 28 - Ensaio 4: ARtc no imunossensor de carbono frente aos venenos
botrdpico e crotalico a 1 pg/mL e escorpiénico na concentragao de 1 e 10 ug/mL
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Os ensaios 2 e 4 apresentaram sensibilidade e linearidade. Esses resultados
mostram o bom funcionamento da técnica, porém com a falta da reprodutibilidade
necessaria, a evolugdo na escala de maturidade tecnoldgica fica ainda estacionada
dentro de um ambiente controlado. A busca pela maturagdo de uma tecnologia &
muito complexa, os ensaios utilizando sensores de carbono apresentaram efetividade
na deteccdo de veneno escorpidnico, porém a seletividade ainda tem que ser
estudada juntamente com a reprodutibilidade dos resultados para haver um avango
na maturidade da tecnologia de uma escala laboratorial com efetiva prova de conceito
e relevancia. Bhalla e seus colaboradores (2016), em suas pesquisas para otimizagao
dos biossensores, citam que eles precisam apresentar atributos estaticos e dinamicos
que refletem em seu desempenho, como seletividade, linearidade, reprodutibilidade,
estabilidade e sensibilidade.

Os nanomateriais derivados de carbono para construgdo de sensores vém
sendo amplamente utilizados, principalmente com foco na confeccao de métodos
diagndsticos no ambiente cientifico, sendo vistos como potenciais produtos
destinados a diversos mercados. Cristea e seus colaboradores (2015) argumentaram
que existe uma grande demanda por dispositivos analiticos rapidos, de baixo custo e
de facil manuseio para os mercados de clinica médica, veterinaria e ambiental, bem
como na industria farmacéutica e alimenticia. O uso dos sensores fabricados com

tintas a base de carbono é altamente citado na literatura. Kumar e seus colaboradores
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(2019) demonstraram como a utilizacdo de sensores de carbono tem potencialidade
promissora para a fabricagdo de biossensores, evidenciando diversas técnicas de
imobilizagao visando as caracteristicas principais dos biossensores para sua eficacia.

Trabalhos semelhantes com sensores a base de carbono vem sendo
desenvolvidos, como o de Bekir e seus colaboradores (2015), que realizaram uma
investigacdo da qualidade de agua frente a contaminagéo por bactérias utilizando
eletrodos impresso a base de carbono, com resultados promissores além da escala
laboratorial. Khan e seus colaboradores (2016) desenvolveram uma plataforma
promissora para diagnostico precoce local de infarto do miocardio. Em uma breve
revisao do estado da técnica no que se refere a Propriedade Intelectual, observou um
numero consideravel de patentes com a utilizagao de sensores a base de carbono. A
patente WO2018208610A1, que utilizou sensores baseados em tintas eletroativas a
base de carbono, métodos de deteccgao eletroquimicos e imobilizacdo de anticorpos
visando atingir um amplo mercado na area de diagndsticos point-of-care. Outra
patente, WO2020012001A1, também utilizou sensores impressos a base de carbono
para quantificagdo de horménios tireoidianos livres para diagnosticos de doencas
relacionadas a tireoide, ambos estudos s&o promissores quanto ao desenvolvimento
de produtos e processos. Relacionar o estudo com estudos relevantes do estado da
arte e da técnica é essencial para que os resultados sejam corroborados ao que ja
existe nas duas bases de dados, pois permitem realizar prospecgdes para o

desenvolvimento da tecnologia e estudo mercadoldgico.

8.4.2 Detecgcao em sensores de ouro

A escolha de realizar ensaios com sensores a base de ouro, os quais também
tém producao ligada a startup SmartSensors, tem como principal objetivo melhorar a
resolugdo dos resultados quanto a seletividade, reprodutibilidade, linearidade e
sensibilidade. A disponibilidade de superficies funcionais para a adesao de
biomoléculas € relativamente alta e uma das superficies mais estudadas para a
técnica de EIS é o ouro, que permite respostas rapidas, pois segundo Uslu e Ozkan
(2007), a cinética de transferéncia de elétrons em superficies metalicas sdo mais
rapidas do que em superficies a base de carbono.



78

Os ensaios com ouro seguiram os mesmos parametros dos eletrodos a base
de carbono, porém nos ensaios buscou testar as amostras em condi¢gdes mais
proximas de um soro de mamifero, por isso foi utilizado a albumina a 1% diluida em
PBS 0,01 M no pH 7,4 para solubilizar os venenos analisados. Com isso, para um
resultado de detecgdo mais proximo da situagao real, foi realizado uma leitura de
impedancia da solucdo de albumina 1% antes dos ensaios com os venenos, essa
leitura foi denominada de branco do método, apds foi realizado a normalizagao dos
dados com a subtragcdo do branco das detec¢des dos venenos, com o objetivo de
verificagdo das ligagdes especificas do analito com nossa molécula alvo. Os ensaios
com eletrodos de ouro também foram realizados constantemente, para verificar as
caracteristicas principais dos biossensores, portanto, o que foi apresentado é um
panorama de todos os ensaios realizados durante todo o periodo do estudo.

O ensaio 1 apresentou um aumento da impedancia (figura 33) nos valores das
componentes real e imaginaria a medida que a concentragdo do analito (veneno de
escorpiao) aumentou. Porém, o aumento da impedancia para a incubagdo da
albumina 1% po6de indicar que o bloqueio da superficie de ouro durante a fase de
funcionalizacdo ndo foi eficaz. A saturacdo da resposta frente ao veneno de
escorpido na concentragcdo de 100 ng/mL péde indicar uma baixa ligagdo dos
anticorpos antiescorpiénicos na superficie do eletrodo de trabalho. Todo
comportamento impedimétrico foi confirmado utilizando a simulagdo do circuito

equivalente (figura 25), que mostrou mudancas nos valores de ARtc (figura 34).

Figura 29 - Ensaio 1: Diagrama de Nyquist do imunossensor de ouro frente ao
veneno escorpidnico nas concentragdes de 1, 10, 100, 1000 ng/mL
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Figura 30 - Ensaio 1: ARtc do imunossensor de ouro frente ao veneno escorpidnico
nas concentragdes de 1, 10, 100, 1000, 1000 ng/mL
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O ensaio 2 apresentou um aumento da impedancia (figura 35)
concomitantemente ao aumento da concentracido do analito. A impedancia resultante
da incubacéao da albumina a 1%, sem reacao em relagao a curva inicial do biossensor,
indica que o processo de bloqueio da superficie durante a funcionalizagao foi
relativamente efetivo, processo esse modificado com o aumento no tempo de
incubagédo do glutaraldeido para 2 horas, na concentragdo de anticorpo para 200
pMg/mL e o tempo de bloqueio para 60 minutos. Os resultados da série de venenos
mostram um perfil que caminha para a saturacéo até a concentracao de 10000 ng/mL
como esperado. Porém, apds a adigao do veneno na concentracdo de 10000 ng/mL,
a impedancia aumenta, contrariamente ao perfil esperado. A explicagcao pode se dar
pela caracteristica da fase de funcionalizagcdo que deixa sobre a superficie de ouro
varias camadas de reagentes e proteinas. Essas camadas geram espagos onde
substancias podem se fixar inespecificamente. Entdo, o incremento da impedancia
pode ter elementos de inespecificidade e de especificidade. Esse resultado pode ser

indicativo da faixa de deteccao do ensaio.
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Figura 31 - Ensaio 2: Diagrama de Nyquist do imunossensor de ouro frente ao
veneno escorpidnico nas concentragdes de 1, 10, 100, 1000, 10 000 ng/mL
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O ensaio 3 foi realizado para verificagcdo de seletividade frente a venenos
ofidicos como controles negativos. Nesse primeiro momento, constatou que ainda néo
existe reprodutibilidade com a leitura da albumina, como no ensaio anterior. Tal
comportamento pode ser explicado pela falta de reprodutibilidade da produgéo dos
sensores, que ainda estdo em um processo de desenvolvimento, ou por problemas
experimentais ocorridos durante o processo de funcionalizacdo. Entretanto, foi
observado que os controles negativos, apesar de apresentarem uma reacao neste
ensaio, seguiram sobrepostos na curva de Nyquist, assim mostrando que o
biossensor nao discriminou os controles (figura 37), diferentemente, quando foi
testado o veneno escorpibnico que apresentou um aumento na impedancia real e
complexa. Os resultados a respeito da seletividade e do limite de deteccao séo
promissores, pois a resposta de deteccdo com baixa concentragdo em escala de

ng/mL.
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Figura 32 — Ensaio 2: ARtc do imunossensor de ouro frente ao veneno escorpiénico
nas concentragdes de 1, 10, 100, 1000, 10 000 ng/mL
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Quanto a anadlise da resisténcia a transferéncia de carga (figura 38), foi
observado uma seletividade discreta, visto isso, € necessario um refinamento no
sistema para o resultado ser mais robusto. Os valores de ARtc, por estarem muito
altos, podem ter afetado diretamente a seletividade e sensibilidade do ensaio,
comportamento observado em alguns sensores durante todo periodo de testes. Com
a normalizacao dos resultados de detecgao obtidos com a subtragdo do branco do
meétodo nos valores de resisténcia a transferéncia de carga (figura 39), observou uma
seletividade moderada frente ao controle positivo (veneno escorpiénico). Os tetes de
seletividade durante todo estudo foram otimizados, com o objetivo de encontrar
parametros para aumentar o grau de seletividade. Segundo Daniels e Pourmand
(2007), a seletividade em sensores é essencial principalmente na adaptagao de uma
tecnologia no ambiente real, onde as amostras analisadas provavelmente terédo
interferentes importantes e também deve ser observado cuidadosamente o que esta

analisando enquanto a concentragao do analito presente.
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Figura 33 - Ensaio 3: Diagrama de Nyquist do imunossensor de ouro frente aos
venenos botrépico, crotalico e escorpiénico a 1 ng/mL
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Figura 34 — Ensaio 3: ARtc do imunossensor de ouro frente aos venenos botropico e
crotalico a 1 ng/mL e escorpiénico a 1 ng/mL e 10 ng/mL
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O ensaio 4 também foi realizado para verificar a seletividade do sensor frente

aos controles negativos e apresentou uma melhor resposta em relagdo ao ensaio

anterior. Como foi observado no diagrama de Nyquist (figura 40), ndo aparecerem

mudangas consideraveis na resisténcia quando o sistema foi submetido aos controles

negativos, porém quando foi submetido ao controle positivo, em duas concentragbes

diferentes, houve mudancga nas partes real e imaginaria da impedancia. A ARtc seguiu

o comportamento apresentado no nyquist (figura 41), os controles negativos e a

albumina ainda tiveram uma reagao, porém menor em relagdo ao ensaio anterior e 0s

controles positivos tiveram uma reacao dentro do esperado, quando verificou-se a

variagdo da resisténcia a transferéncia de carga com a subtragdo do branco do
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meétodo e a normalizacado dos dados permitiu demonstrar que o sistema esta seletivo,

mesmo com a agao de interferentes (figura 42).

Figura 35 - Ensaio 3: ARtc do imunossensor de ouro frente aos venenos botrépico e
crotalico a 1 ng/mL e escorpiénico a 1 ng/mL e 10 ng/mL, normalizados por meio da
subtragao dado branco do sistema
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Figura 36 - Ensaio 4: Diagrama de Nyquist do imunossensor de ouro frente aos
venenos botrépico e crotalico a 1 ng/mL e escorpidnico a 1 ng/mL e 10 ng/mL
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Em um estudo no estado da técnica, no dominio referente a patentes e da arte

no que se refere a literatura cientifica, foi visto como os imunossensores

desenvolvidos com a utilizagdo do ouro como superficie vém recebendo cada vez

mais espag¢o no meio biotecnoldgico. A utilizagdo de metais como ouro é relevante
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devido a estabilidade relacionada com a cinética dos elétrons que interfere
diretamente na técnica utilizada (USLU & OZKAN, 2007). Por isso, a escolha pelo
ouro como superficie funcional, demonstrou uma eficiéncia relativa, principalmente na

parte de seletividade em relagdo aos sensores de carbono nesse estudo.

Figura 37 — Ensaio 4: ARtc do imunossensor de ouro frente aos venenos botrdpico e
crotalico a 1 ng/mL e escorpidnico a 1 ng/mL e 10 ng/mL
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Figura 38 — Ensaio 4: ARtc do imunossensor de ouro frente aos venenos botropico e
crotalico a 1 ng/mL e escorpiénico a 1 ng/mL e 10 ng/mL, normalizados por meio da
subtragao do branco do sistema
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Estudos como o de Cimafonte e seus colaboradores (2020), utilizaram um

sensor impresso de ouro, mostraram resultados promissores para deteccdo de
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bactérias em agua. Os autores conseguiram um imunossensor com funcionalizagao
covalente do anticorpo que foi altamente eficaz na seletividade, maximizando o tempo
de funcionalizacao e deteccgéao, tornando assim possivel o uso do mesmo em campo.
Corroborando, uma tecnologia desenvolvida na China, com o numero de registro de
patente CN2010101467501A, onde foi descrita uma invencdo que se refere a
deteccgao rapida de microrganismos nocivos ao meio ambiente ou ao corpo humano,
utilizando um imunossensor de ouro com ligagao reticulada entre superficie e
anticorpo. Essa tecnologia, no escopo do seu documento, demonstrou resultados
significativos quanto a precisado e ao tempo de detecgao.

Os ensaios com sensores de ouro, porém, precisam melhorar em alguns
aspectos como sensibilidade, limite de deteccdo e linearidade. O estudo de
Shamsuddin e colaboradores (2021) demonstrou os desafios de desenvolver um
método diagndstico point-of-care para cancer, onde o Ilimite de deteccdo
correlacionado com a area de eletrodo precisa ser ainda otimizado. Outra tecnologia,
esta italiana, EP3071957A0, visou a confecgao de um biochip impedimétrico para o
diagnostico simultaneo de algumas patologias ginecoldgicas utilizando um biossensor
vitreo com superficie de ligagado de ouro reticulado por anticorpos. Essa tecnologia,
como a apresentada nesta dissertagao, € uma solucao de facil acesso e manuseio,
ou seja, um point-of-care que visa sanar um problema como a finalizagdo de
diagnosticos, por muitas vezes lentos, por ndo terem processos ou produtos que os
agilizem.

Nesse contexto, a busca pela seletividade e reprodutibilidade é essencial para
a construgcdo de um produto de alta eficacia. Foi percebido que os resultados
apresentados nesse estudo com a utilizagdo dos sensores de ouro demonstraram
uma sensibilidade e seletividade, todavia € necessario desenvolver a
reprodutibilidade dos mesmos. Assim sendo, € imprescindivel a otimizagdo na
reprodutibilidade na producdo dos sensores e no processo de funcionalizagao,
confirmando esse argumento, Daniels e Pourmand (2007) afirmam que a
reprodutibilidade ira influenciar diretamente no limite de deteccdo do bioensaio na

aplicacdo no ambiente real.
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8.5 Prototipagem

O processo de obtengdo de um produto funcional ou protétipo é complexo. A
complexidade da maturacéo de uma tecnologia advinda da pesquisa cientifica saindo
da escala laboratorial para uma escala de producgao industrial € um grande desafio,
porém quando se consegue chegar ao alto nivel de maturidade, isso pode gerar um
impacto na sociedade ndo somente no meio cientifico como financeiro e social.

A prototipagem € um processo que ampara o processo de desenvolvimento do
produto, visto que viabiliza a simulagdo do mesmo em escala real e a partir dele
ajustar o que é necessario e evoluir na maturidade da tecnologia, definindo, alinhando
objetivos e expectativas. O processo de prototipacao foi utilizado no desenvolvimento
de software na tecnologia de informagdo como evidenciado por Sommerville (2011),
o processo permitiu desenvolver de forma rapida a estrutura funcional de um sistema
ou parte dele, que beneficia o estagio final da tecnologia.

Nesse contexto, a miniaturizacdo € um fator importante, corroborando Daniels
e Pourmand (2007), que mostram a importancia da miniaturizagdo como uma das
caracteristicas de um produto para fins diagnosticos de point-of-care, principalmente
em vista do baixo custo. Foi desenvolvido, entdo, um sistema portatil (figura 43), onde
o leitor um potenciostato Sensit Smart da PalmSens que tem essa caracteristica de
portabilidade, um telefone celular e os sensores (carbono ou ouro) devidamente
funcionalizados.

Um dos pontos cruciais para um produto point-of-care € o tempo de resposta,
visto isso, com foco em diminuir o tempo de resposta foi escolhido uma frequéncia
dentre as estudas anteriormente (0,1 a 1000 Hz), essa escolha foi realizada pensando
na reprodutibilidade das respostas entre os testes, com isso o tempo de resposta
variou de 3 a 5 minutos para se obter o resultado do teste. Nesse contexto, visando
uma exploracdo dos dados impedimétricos fornecidos em funcao da frequéncia foi
utilizado os dados do angulo de fase obtidos a partir do diagrama de Bode (figura 44),
e impedimétricos, para elaboracao de testes de sensibilidade e seletividade.

Foi constado que a deteccdo do veneno escorpidnico mostra resultados
esperados de sensibilidade e seletividade, tanto para os sensores de carbono quanto
para os de ouro na frequéncia de 0,1 Hz (figura 45), realizando uma analise estatistica

por regressédo linear. Os dados obtidos estdo dentro de uma linearidade, com
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dispersdo quase nula, com isso gerando um coeficiente de determinagdo acima de
0,8 em todos os ensaios, 0 que confere ao teste uma variagdo minima quanto a
deteccao do veneno em uma unica frequéncia. Isso garante a tecnologia desenvolvida
uma sensibilidade relativamente alta e promissora.

Delineou-se inicialmente um limite de deteccéo para os sensores de carbono
e de ouro de 1 ng/mL em veneno em solugao salina. Esses valores sdo expressivos,
visto que em situagdes reais, o soro humano tera moléculas que poderao ser agentes

interferentes a identificacdo do nosso analito alvo.

Figura 39 - Sistema Portatil: a: smartphone; b: potenciostato; c: sensor (ouro ou
carbono)

Fonte: autora

Figura 40 - Diagrama de Bode: evolugédo do &ngulo de fase x frequéncia

-80
«70 4
-60 -
=50 1
=40 1
=30 +
=20 1
-10 4

0

0,001 0,1 10 1000 100000 10000000

Angulo de Fase (%)

Logaritmo de freqiiéncia (Hz)
Fonte: SCHAFTINGHEN et al., 2004



88

Sendo assim, foi realizado analises com os controles negativos e positivos,
adicionando albumina na solugdo do analito, proteina mais abundante no soro. Em
sua revisao, Daniels e Pourmand (2007) mostraram a complexidade e o desafio dos
biossensores em relagdo as amostras reais e seus interferentes. Para isso, foi
sugerida uma preparacédo adequada da amostra que ndo afete a seletividade. Dessa
maneira, a albumina foi utilizada como um branco do método no ensaio, como
realizado em ensaios anteriores, assim simulou o mais proximo as condigdes reais
das amostras que venham a ser analisadas com a tecnologia em campo. Nesse
contexto, utilizou os valores da parte imaginaria do diagrama de Nyquist e do angulo
de fase do diagrama de Bode na frequéncia de 0,1 Hz. Assim, correlacionou os dois
valores e duas formas de deteccgao final para analise e notar a reprodutibilidade dos
resultados.

O limite de deteccéo de 1 ng/mL e com o desconto do branco na frequéncia de
0,1 Hz, utilizando valores do angulo de fase e da parte imaginaria da impedancia, os
sensores de carbono (figura 46) apresentaram uma seletividade robusta nas analises
realizadas e alta seletividade para veneno escorpidnico. A utilizagdo dos dados do
angulo de fase e da parte imaginaria da impedancia em relacao a frequéncia 0,1 Hz
para os sensores de carbono podem gerar resultados para futuros testes de
diagnodsticos. Isso demonstra que o método de funcionalizagao foi eficaz. Para
prototipos futuros, € fundamental garantir a reprodutibilidade na fabricagdo do sensor
e no processo de funcionalizagao.

Quanto aos sensores de ouro (figura 47), os dados da parte imaginaria da
impedancia nao foram seletivos como os dados do angulo de fase, comparado aos
sensores de carbono, o que pode acontecer pela falta de reprodutibilidade do
processo de funcionalizacdo ou de producdo do sensor, com isso observou que 0s

resultados com os dados do angulo de fase sdo mais seletivos.
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Figura 41 - Detecgéo de veneno a partir da evolugédo do angulo de fase na frequéncia de 0,1
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Em outro ensaio foi verificado a relagéo entre dois sensores de ouro (figura 48),

impedimétricas basais

semelhantes, foram funcionalizados utilizando as mesmas condi¢cdes técnicas, um
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deles foi realizado o teste de detecgdo com o controle negativo (veneno botropico) e
outro com controle positivo (veneno escorpidnico). A relagao entre os dois sensores
apresentou uma resposta esperada tanto os dados impedimétricos quanto os do
angulo de fase foram seletivos. Com isso, observou que sdo necessarios testes de
relacdo entre sensores e observar a reprodutibilidade da fabricacdo e da

funcionalizagdo, os quais sao necessarios para os testes point-of-care.

Figura 42 — Analise de seletividade utilizando sensores de carbono na frequéncia de
0,1 Hz, com retirada do branco dos controles, a e ¢: dados impedimétricos; b e d:

dados do angulo de fase
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A utilizagcdo de uma frequéncia para a analise diminui consideravelmente o
tempo de deteccdo. Para os sensores de carbono, foi utilizado tantos dados
impedimétricos quanto dados do angulo de fase. Para os sensores de ouro apenas a
fase inicialmente, porém com um refinamento da técnica futuramente podera escolher
quais dados utilizar e delinear quais deles podem aprimorar os resultados. Tendo
conseguido o sistema portatil e a reprodutibilidade desses resultados em laboratorio,

podera evoluir para um primeiro protétipo, que sera levado a um processo de
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validacdo com amostras reais em um ambiente controlado inicialmente, e depois
validado em campo.

Figura 43 - Analise de seletividade utilizando sensores de ouro na frequéncia de 0,1
Hz, com retirada do branco dos controles, a e c: dados da parte imaginaria da

impedancia; b e d: dados do angulo de fase
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8.6 Maturidade tecnolégica

As pesquisas cientificas que geram novas tecnologias tém que passar por
diversos niveis, desde o processo de ideagao até um produto a venda no mercado.
Corroborando com isso, Velho e seus colaboradores (2017) argumentaram que toda
tecnologia quando € inventada deve ser sujeita a experimentagdo, simulagao,
refinamento, prototipagem e ensaios de desempenho até que esteja pronta para
comercializagdo. Visto isso, os niveis de maturidade tecnoldégica ou Technology
Readiness Level (TRL) (figura 49), sendo uma sistematica métrica utilizada pela
National Aeronautics and Space Administration (NASA) criada por Stan Sadin em
1974 (BANKE, 2010).

Figura 45 - Adaptacgao da escala de TRL
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Fonte: Rodrigues e colaboradores (2019)

Através da avaliagdo da tecnologia proposta nesse estudo e sua evolugao
dentro dos niveis de maturagao tecnoldgica, concluiu que essa esta entre os niveis 3
e 4 da escala TRL, saindo de uma prova experimental do conceito, para uma
validag&o tecnoldgica em laboratério. E relevante citar que essa maturidade é atrelada
ao desenvolvimento dos sensores cedidos, pois eles também se encontram ainda em

processo de validagdo, demandando melhoria na reprodutibilidade.
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9 CONCLUSAO

9.1 Impactos e Contribuicoes

O estudo aqui apresentado € o comego para a produgdo de um método
diagnostico rapido para acidentes escorpiénicos. A sequéncia deste estudo visando
a maturagdo tecnolégica com sua validagdo, qualificacdo e estudo de mercado
completo ira impactar diretamente no numero de 6bitos registrados, que em 2020
dobrou.

Nesse contexto, foi realizado nesse estudo a purificagdo dos anticorpos
escorpidnicos especificos, a purificagdo e caracterizagado da quitina e quitosana, foi
testado os métodos de funcionalizacdo, foi analisado a especificidade frente a
venenos ofidicos e foi demostrando uma inicial linearidade, sensibilidade e
seletividade nas detecgbes utilizando sensores de carbono e ouro.

Em suma, a possibilidade de duas tecnologias, uma com a utilizagdo dos
sensores de carbono e outra com a utilizacdo dos sensores de ouro, com o
refinamento, padronizacado e reprodutibilidade dos testes em ambiente laboratorial
podera alcangar um nivel de maturidade elevado para validagdo em ambiente
relevante utilizando amostras reais.

Foi apresentado nesse estudo dois sensores com limite de deteccédo de 1
ng/mL, valor relativamente promissor para producdo de um produto para detecgao
rapida em baixa concentracdo de analito no sangue, sendo o caso de acidentes
escorpidnicos.

Enquanto a inovacédo na biotecnologia existe muitos desafios até mesmo o
conceito esta em constante mudancga, sendo que focando neste estudo, foi delimitado
um conceito onde as inovagdes biotecnologicas sédo o desenvolvimento de um
produto ou processo obtidos através da pesquisa cientifica, geralmente vinda das
universidades, fundag¢des do Estado ou centros de pesquisa privados, onde os
entregaveis geralmente impactam diretamente em mercados diversos como saude,
agrbnomo e ambiental.

Em suma, este estudo que se encontra ainda em escala laboratorial, sera de
extrema importancia para a produc¢ao final de uma inovagao no meio biotecnoldgico,

visto que ndo ha no mercado forma de diagnosticar rapidamente e com precisao
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acidentes escorpibnicos. Utilizando os sensores e a metodologia de funcionalizagao

aqui expostos podera desenvolver outras finalidades visando outros mercados como

ambiental, fiscal e outros, passando pelo processo de pivotagem, ou seja, mudanga

no modelo de negadcio.

9.2 Perspectivas Futuras

O estudo aqui apresentado necessita de varios refinamentos para chegar ao

seu nivel de maturidade maximo e assim iniciar o uso em campo. As perspectivas

futuras sao:

A purificacdo do anticorpo frente a outros aracnideos para ser altamente
especifico para escorpiao;

O uso da quitosana do mexilhdo-dourado como agente polimerizante na
funcionalizacgao;

Teste com amostras controladas, isto &, utilizagao de soros de mamiferos com
veneno para delinear a seletividade frente a um meio com interferentes;
Garantir a reprodutibilidade na produgao dos sensores;

Desenvolver um protétipo de campo funcional e validar o mesmo com amostras
reais;

Estudo de escalonamento da tecnologia;

Estudo mercadoldgico de para entender a demanda do mercado.
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