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RESUMO

A detecgdo precoce de envenenamentos provocados por aranhas do género Loxosceles ainda ¢
desafio para a saude publica e para o tratamento dos acidentados, devido a dificuldade de se
estabelecer um diagnodstico uma vez que a picada das aranhas ¢ indolor e a lesdo provocada por
ser confundida com outras condigdes. Métodos de ELISA ja& foram avaliados quanto a
possibilidade de detectar esses envenenamentos por meio da deteccdo de componentes
proteicos do veneno. Contudo, esses métodos demandam tempo e equipamentos que
inviabilizam a praticidade de um diagnostico para ambulatérios simples. Neste trabalho,
utilizamos um método rapido, simples e visual, a amplificacdo isotérmica mediada por loop
(LAMP) com a proposta de detectar DNA de aranhas do género Loxosceles em diferentes
amostras coletadas (pelo, swab e soro) de coelhos experimentalmente envenenados. Foram
avaliadas diferentes condigdes de tempo (15, 30 e 60 minutos), concentracao de iniciadores e
temperatura (60, 65, 68 e¢ 71 °C) com duas abordagens de LAMP, sendo escolhida a
colorimétrica, por apresentar um limite de detec¢do 32 vezes melhor (0.315 pg) do que a
abordagem ndo colorimétrica (10 pg) e 62 vezes maior que a PCR tradicional (20 pg). O ensaio
desenvolvido foi capaz de detectar com eficiéncia, sensibilidade (de até 100%) e especificidade
(100 %) o DNA de Loxosceles intermedia em diferentes amostras em um prazo de até 72 horas
apds o envenenamento experimental. A deteccao pode ser feita de forma visual dispensando a
necessidade de visualizagdo por géis de agarose ou poliacrilamida. Por sua facilidade de
execugdo, rapidez, sensibilidade e especificidade a LAMP apresenta um grande potencial para
a aplicacdo na deteccdo de DNA de aranhas do género Loxosceles o que auxiliaria no

diagnostico de envenenamentos provocados por esses animais.

Palavras chave: Detec¢do de envenenamento por Loxosceles; Loxoscelismo; Amplificagdao

1sotérmica; Deteccdo visual por LAMP.



ABSTRACT

The early detection of poisonings caused by spiders of the genus Loxosceles is still a challenge
for public health and for the patient treatment, due to the difficulty of establishing a diagnosis
since the spider bite is painless and the injury caused can be mistaken with other conditions.
ELISA methods have already been evaluated for the possibility of detecting these poisonings
by detecting protein components of the venom. However, these methods require time and
equipment that make practical diagnosis impossible for simple clinics. In this work, we use a
fast, simple and visual method, the loop-mediated isothermal amplification (LAMP) with the
purpose of detecting DNA from Loxosceles spiders in different samples collected (hair, swab
and serum) of experimentally envenomed rabbits. Different conditions of time (15, 30 and 60
minutes), concentration of iniciadores and temperature (60, 65, 68 and 71 ° C) were evaluated
with two LAMP methodologies. The visual detection method was chosen because it presents a
limit of detection 32 times better (0.315 pg) than non-colorimetric approach and 62 times better
than traditional PCR. The developed test was able to detect with efficiency, sensitivity (up to
100%) and specificity (100%) the DNA of Loxosceles intermedia in different samples within
72 hours after the poisoning. The detection could be done visually, eliminating the need for
visualization by agarose or polyacrylamide gels. For its effortlessness of implementation,
speed, sensitivity and specificity, LAMP has great potential for application in DNA detection
of the genus Loxosceles spiders which would help in the diagnosis of poisoning caused by these

animals.

Keywords: Detection of poisoning by Loxosceles; Loxoscelism; Isothermal amplification;

Visual detection for LAMP.
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1. INTRODUCAO

1.1. Animais peconhentos

Classifica-se como peconhento, todo o animal que apresenta pegonha (ou veneno)
e uma forma natural de injetd-la em presas ou predadores (Ministérios da Satde, 2020;
SINITOX, 2020). A existéncia de um aparelho proprio como, por exemplo, ferrdes,
dentes modificados, queliceras, cerdas entre outros, para a inje¢do da pegonha ¢ o que
distingue os animais pegonhentos de animais venenosos (SINITOX, 2020). A peconha ¢
considerada uma substancia toxica capaz de incapacitar, imobilizar ou at¢ mesmo levar a
morte aqueles sob seu efeito (Barclay, 1895). No Brasil, existem diferentes grupos de
animais peconhentos sendo que a frequéncia com que acidentes acontecem com
determinados grupos desses animais determina sua importancia epidemiologica e o
impacto negativo que possam apresentar a satide publica (Ministério da Saude, 2020).

Dentre os animais pegonhentos, os mais conhecidos sdo as serpentes, 0s
escorpides e as aranhas. Os escorpides (lideram o ramking de casos e Obitos por
envenenamento no Brasil) de maior importancia médica sao Tityus serrulatus (escorpido-
amarelo), 7. bahiensis (escorpido marrom), 7. stigmurus (escorpido-amarelo-do-
nordeste) e 7. obscurus (escorpido-preto-da-Amazonia) (Ministério da Saude, 2020).

As serpentes aparecem em segundo lugar em casos de 6bito por envenenamento
(acidente ofidico ou ofidismo) com destaque para os géneros Bothrops (que inclui
jararaca, jararacugu, urutu), Crotalus (cascavel), Lachesis (surucucu-pico-de-jaca) e
Micrurus (coral verdadeira) (Cruz et al., 2009; Warrell, 2019; Ministério da Saude, 2020).
No Brasil, estima-se que dos anos 2000 a 2018 foram registradas mais de 1,5 milhdes de
ocorréncias envolvendo serpentes e escorpides com cerca de 3 mil 6bitos (SINAN, 2020).

As aranhas assumem a terceira posicao, em relagdo a frequéncia de acidentes com
animais peconhentos (SINAN, 2020). Apesar da diversidade de aranhas existentes, ainda
sdo poucos os géneros com relevancia clinica. No Brasil, as aranhas pegonhentas mais
comuns sdo a armadeira ou macaca (género Phoneutria), a vilva negra (género
Latrodectus) e a aranha marrom (género Loxosceles) (Ministério da Satude, 2020).

Estima-se que, no pais, dos anos 2000 a 2018, mais de 400 mil casos foram
registrados envolvendo acidentes com aranhas totais, com cerca de 200 6bitos. As regides
com maior nimero de ocorréncias registradas sao a Sul e Sudeste, entretanto, cabe
ressaltar que a relagdo Obitos/casos ¢ mais expressiva para as regides Nordeste e Norte

(Figura 1) (SINAN, 2020). Apesar do pais adotar o sistema compulsério de notificacdes
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para acidentes com animais pegonhentos, ¢ possivel que as estimativas estejam
subestimadas, uma vez que diagnosticar envenenamentos por aranhas, principalmente
relacionados ao género Loxosceles, ndo ¢ trivial (R. Vetter, 1999; S. W. Wright et al.,

1997).

Norte
Casos: 114565
Obitos: 19

Centro-Oeste
Casos: 8.489
Obitos: 17
84 '

Figura 1 - Numero de ocorréncias e dbitos envolvendo aranhas no Brasil (2000-2018) por
regides. Fonte: Adaptado dados (SINAN, 2020); imagem (Maderite, 2017).

7

Sudeste
Casos: 109.656
Obitos: 51

Sul -
Casos: 281.0
Obitos: 67

Apesar da taxa de mortalidade ser baixa para acidentes provocados por aranhas, a
morbidade associada a esses acidentes ainda exerce impactos negativos na qualidade de
vida da vitima e também sobre o sistema publico de saude. Dentre as aranhas com
relevancia clinica, no Brasil, o género Loxosceles (aranha marrom) ¢ o que provoca a
manifestagdo clinica mais grave aos acidentados, e cujo conjunto de sinais e sintomas

recebe o nome de loxoscelismo (Ministério da Satude, 2020).
1.2. Loxosceles sp
Existem aproximadamente 140 espécies pertencentes ao gé€nero Loxosceles

distribuidas ao redor do mundo com incidéncia maior em regides com climas temperado

e tropical. Comumente apresentam habitos noturnos, pouca agressividade e minimo
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comportamento migratorio (WSC, 2021). Sdo encontradas preponderantemente em locais
secos e com pouca luz, geralmente proximos a areas domiciliares. Contudo, em 2018, foi
relatada uma nova espécie troglomérfica no Brasil, a Loxosceles troglobia, encontrada
em habitats imidos e/ou subterraneos com cavernas (Souza & Ferreira, 2018).

As espécies de Loxosceles sao geralmente pequenas com um tamanho de corpo
que varia entre 8 e 15 mm e pernas que podem alcangar o dobro desse valor (Da Silva et
al., 2004; Futrell, 1992). De forma natural, essas aranhas chegam a viver de 3 a 7 anos
(Andrade et al., 2000). Algumas caracteristicas podem ser usadas para distinguir espécies
de Loxosceles dos demais géneros de aranhas. A primeira e mais significativa, da-se
através do padrao singular dos olhos: 3 pares de olhos, dois em cada lateral da cabeca e
um par central. O padrdo de pigmentacao do cefalotorax, que assume a forma de violino,
também ¢ usado para a diferenciagdo dessas aranhas (Da Silva et al., 2004; Futrell, 1992;

Swanson & Vetter, 2005). As caracteristicas mencionadas podem ser observadas na

Figura 2.

Figura 2 - Caracteristicas fisicas comuns em Loxosceles sp (Loxosceles intermedia). (A)
Espécies adultas de Loxosceles intermedia macho e fémea. (B) Padrdo de violino no
cefalotorax da aranha (seta preta) e padrao ocular caracteristico do género (setas brancas).
Fonte: Adaptado (Ferrer, 2010; eBaum’s World, 2015).

Grande parte das espécies de Loxosceles sao endémicas, ou seja, permanecem
circunscritas em determinadas areas. Isso ocorre, principalmente, devido a baixa taxa de
migracdo caracteristica do comportamento delas. Por isso, a difusdo das espécies para
regides sem semelhangas geograficas ou climaticas foi atribuida, principalmente, a
migracao humana (Nentwig et al., 2017). Como exemplo dessa dispersao das espécies,
tém-se: a L. laeta, que ¢ endémica no Brasil, Peru e Chile, mas também no norte da

América; e a L. gaucho, encontrada no Brasil e também na Tunisia (WSC, 2021).
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Apesar de dezoito espécies de aranhas do género Loxosceles terem sido
encontradas em territorio brasileiro (L. adelaida; L. amazonica, L. anomala, L.
carinhanha, L. chapadensis, L. ericsoni, L. gaucho, L. hirsuta, L. immodesta, L.
intermedia, L. karstica, L. muriciensis, L. niedeguidonae, L. puortoi, L. similis, L.
troglobia, L. willianilsoni, L. laeta), a maior parte dos acidentes sdo comumente
provocados por trés delas: a L. gaucho (muito frequente nas regides norte e nordeste), a
L. intermedia e L. laeta (frequentemente encontradas nas regides sul e sudeste)

(Ministério da Saude, 2020; WSC, 2021).

1.3. Loxoscelismo

Das ocorréncias envolvendo aranhas, o loxoscelismo ¢ a manifesta¢dao clinica
mais grave. Loxoscelismo ¢ o nome dado ao conjunto de sinais e sintomas apresentados
por individuos apds acidente com aranhas do género Loxosceles. Apresenta comumente
duas classificag¢des: o loxoscelismo cutaneo e o loxoscelismo cutaneco-visceral, definidos
conforme os sintomas que a vitima possa vir a apresentar (Da Silva et al., 2004; Sams et
al., 2001).

O loxoscelismo cutaneo ¢ caracterizado por uma lenta progressdo da lesdao
provocada pela picada, que evolui para uma necrose tecidual e estd geralmente
acompanhada por sintomas sistémicos inespecificos como dores de cabega, nauseas,
vOmitos, febre, erupcdo cutinea difusa, ardéncia, entre outros (Da Silva et al., 2004;
Ministério da Saude, 2020; Sams et al., 2001; Sanchez-Olivas et al., 2011). A lesdo
apresenta aspecto edemaciado com eritema local num prazo de 2 a 8 horas apds a picada.
Ap0s 12 horas, a regido adquire uma aparéncia palida, mesclada com marcas equimoticas
que, quando palpadas sdo rigidas. Vesiculas e bolhas com conteudo hemorragico também
podem ser observadas na area lesionada. Nesse estagio, ha um aumento consideravel da
dor percebida pelo acidentado. A lesdo pode entdo evoluir para uma necrose seca, que se
removida, resulta em ulceracdo de profundidade e extensdo varidveis, que pode levar
semanas para cicatrizagdo ou requerer intervengdo cirtrgica (Figura 3) (Da Silva et al.,

2004; Ministério da Saude, 2020; Swanson & Vetter, 2005).
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Figura 3 - Progressdo de lesdo dermonecrotica provocada por L. reclusa. (A) Aspecto da
lesdo no periodo de 8 horas apos a picada. (B) Inicio de necrose tecidual apos 12 horas
da picada. (C) e (D) Aspecto da lesdo apos 1 (uma) semana, com a progressao da necrose
tecidual. (E) e (F) Processo de resolugdo da cicatrizagao 3 meses ap6s ao acidente. Fonte:
eBaum’s World, 2015.

No loxoscelismo cutaneo visceral, a lesdo dermonecrotica estd geralmente
acompanhada por manifestacdes vasculares, como hemolise (intravascular ou
extravascular). Em alguns casos, o quadro pode evoluir para falha renal aguda e
coagulacdo vascular disseminada, consideradas as principais causas de morte por
loxoscelismo (Da Silva et al., 2004; Futrell, 1992; Loden et al., 2020). Estima-se que, no
Brasil, 87 a 98% das vitimas de acidentes por Loxosceles desenvolvem a forma cutanea
do loxoscelismo. A forma cutaneo-visceral ocorre de 1 a 13% dos casos reportados
(Ministério da Saude, 2020).

Dentre a classificagdo apresentada, o loxoscelismo cutineo pode ainda ser
subdividido em: leve, moderado e grave, enquanto o loxoscelismo visceral ¢ considerado,
para todos os casos, grave. Na Tabela 1, ¢ apresentada a categorizagdo dos principais

sintomas, por gravidade, nos quadros de loxoscelismo.
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Tabela 1 - Principais sintomas observados em pacientes com loxoscelismo.

LOXOSCELISMO
Cuténeo Cutaneo-visceral
Leve Moderado  Grave Grave
Quadro hemolitico Nao Sim
Sintomas inespecificos: Eritema,
prurido, bolha de conteudo seroso Sim Sim Sim Sim
com ou sem rigidez e pouca dor.
Comprometimento do estado
geral: Cefaleia; febre; mialgia; Nao Sim Sim Sim
nausea; vomito entre outros
Lesao caracteristica: Eritema; Pequena  Grande Independente da
rigidez; palidez; bolha; necrose i Extensdao Extensdo extensao

Fonte: Adaptado (Secretaria da saude, 2020)

Os sintomas decorrentes do loxoscelismo sdo causados por toxinas presentes no
veneno injetado durante a picada dos animais. A peconha ¢ composta por uma diversidade
complexa de componentes (5-850 kDa), que peculiarmente nao provocam lesao em
camundongos e ratos, mas afeta outros mamiferos, como os humanos e coelhos.

Inicialmente, grande parte dos componentes presentes no veneno de aranhas
Loxosceles foram elucidados por caracterizagdes bioquimica. Mas o avango das técnicas
de alto desempenho, com auxilio da espectrometria de massa, possibilitou a expansao
desse conhecimento. De forma geral, hd consenso nos estudos que demonstram que o
veneno de espécies de Loxosceles sdo enriquecidos com proteinas de baixa massa
molecular (2 — 40 kDa) (Gremski, 2014), mas que apresentam, em menores quantidades,
outros componentes com massa até 850 kDa (Veiga et al., 2000). Os principais
componentes 1identificados no veneno de diferentes espécies de Loxosceles sao:
fosfolipases/esfingomielinases D e metaloproteases. serinoproteases, hialuronidases,
inibidores enzimaticos, lectinas tipo-C, nucleotidases, quitinases e substancias
alergénicas (Barbaro et al., 1996; Cunha et al., 2003; Da Silva et al., 2004; Gremski et al.,
2014; Rash & Hodgson, 2002; Young & Pincus, 2001).

As esfingomielinases D sdo um dos componentes do veneno identificados em
maior abundancia, estando associadas a formacao da dermonecrose por atuarem de forma
direta sobre os constituintes das membranas, no endotélio de vasos ou da superficie de

hemacias, ativando o sistema do complemento, a cascata de coagulacdo, induzindo a

obstru¢do de pequenos vasos, edema, hemorragia e necrose do tecido proximo a picada,
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além de induzir hemolise intravascular nos piores casos (Barbaro et al., 1996; Futrell,
1992; Manzoni-de-Almeida et al., 2018; Veiga et al., 2001).

Dentre os demais componentes identificados podemos citar alguns bastante
relacionados com a sintomatologia do loxoscelismo. As metaloproteases estao
principalmente associadas a atividades fibrogenoliticas e gelatinoliticas, que afetam
diretamente a elasticidade e o processo de cicatriza¢do dos tecidos (Veiga et al., 2000,
2001; Young & Pincus, 2001). As serino-proteases foram relacionadas a ativacdo do
complemento que poderiam desencadear eventos sistémicos patologicos como hemolise
(Lane & Youse, 2004; Pedroso et al., 2016). As hialuronidases foram associadas a
formagao de edemas e difusdo do veneno nos tecidos por atuarem na degradagdo de
componentes da matriz extracelular como o &cido hialuronico (HA), sulfato de
condroitina (CS) e o dermatan sulfato (DS) (R. P. Wright et al., 1973; S. W. Wright et al.,
1997).

Dessa forma, a gravidade dos sintomas de loxoscelismo atribuida aos
componentes presentes no veneno de Loxosceles faz com que sejam necessarios
tratamentos direcionados para evitar que os sintomas progridam e culminem no 6ébito das

vitimas.

1.4. Tratamentos para loxoscelismo

A principal forma especifica de tratamento para o loxoscelismo, assim como ¢
para outros animais venenosos, baseia-se na administra¢do de soro antiveneno que seja
eficiente na neutralizacdo de toxinas da pegonha. Dois tipos de soro sdo utilizados
atualmente contra loxoscelismo: o antiloxoscélico (SALox) e o antiaracnidico (SAAT)
(Swanson & Vetter, 20006).

O soro antiloxoscélico (SaLox), produzido pelo Centro de Produgado e Pesquisa de
Imunobiologicos (CPPI), € uma solucao com fracdes F(ab’)2 de imunoglobulinas obtidas
a partir da imunizacao de cavalos com as trés diferentes espécies de interesse clinico no
Brasil (L. laeta, L. gaucho e L. intermedia) (CPPI, 2008). O soro antiaracnidico ¢ também
uma solu¢do com fragdes F(ab’)2 de imunoglobulinas produzidas contra um pool de
veneno das aranhas Loxosceles gaucho e Phoneutria nigriventer e escorpides Tityus
serrulatus. Também ¢ obtida a partir da imunizacdo de cavalos pelo instituto

BUTANTAN (BUTANTAN, 2017).
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Contudo, apesar de especifico, o tratamento soroterapico ¢ somente indicado para
quadros grave de loxoscelismo cutdneo ou visceral num prazo de até 36 horas apos o
acidente. Além disso, a soroterapia ¢ ineficiente para combater os sintomas
dermonecraticos resultantes da progressao da lesdo inicial (Ministério da Saude, 2020).

Por isso, medidas alternativas sdo adotadas para o tratamento dos sintomas a partir
da administragdo de antibioticos, glicocorticoides, vasodilatadores entre outras.

Os antibidticos sao muito utilizados nos cuidados iniciais da lesdo, pois auxiliam
na prevengao de infec¢des secundarias (Sams et al., 2001). Os corticosteroides, apesar de
ineficientes para tratar os sintomas da derme, parecem atuar protegendo as fungdes renais
e reduzir a progressao dos sintomas sist€émicos, como a hemolise (Sams et al., 2001;
Swanson & Vetter, 2006). O antibidtico dapsona vem sendo bastante utilizado quando
constatado caso de loxoscelismo para combater os sintomas relacionados a lesao da pele.
Entretanto, ndo ha, na literatura, estudos que comprovem a sua eficdcia em humanos
(Nguyen & Pandey, 2019; Swanson & Vetter, 2005; Vetter & Bush, 2004).

Apesar dos tratamentos alternativos serem utilizados na tentativa de amenizar os
sintomas decorrentes do acidente, determinados tipos podem gerar impactos negativos
para a vitima e/ou para o sistema de saude. Em alguns casos, para resolver a ulcera
decorrente da lesdo dermonecrdtica € necessario a realizagdo de cirurgia plastica, o que
eleva o custo do tratamento (Da Silva et al., 2004; Haddad Junior et al., 2015). Em outros
casos, o tratamento pode oferecer risco ao paciente por apresentar toxicidade ao
organismo, como na utilizagdo de drogas antagonistas dos receptores H1 da histamina em
criancas e idosos (Ministério da Satude, 2020).

De forma geral, apesar de existirem algumas formas de tratamento para os
acidentes provocados por Loxosceles (Tabela 2) e ser baixa a taxa de mortalidade, a
morbidade associada aos acidentes ainda ¢ alta. Isso ocorre devido, principalmente, a uma

gama de fatores que dificultam o diagndstico precoce para a picada do aracnideo.

Tabela 2 - Protocolo clinico para o tratamento contra loxoscelismo no sistema unico de
saude brasileiro

Loxoscelismo Quadro Tratamento

Sintomatico

Leve Acompanhamento a cada 12 horas

Cutaneo : :
Sintomatico

Moderado Prednisona: 5 dias
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Sintomatico
Grave SALox/SAA IV: 5 ampolas
Prednisona: 7 dias

Sintomatico;

SALox/SAA 1V: 10 ampolas
Prednisona: 7 dias

Hidratagdo, manter perfusao renal

Fonte: Adaptado (Ministério da saude, 2020)

Cutaneo-Visceral Grave

1.5. Diagnosticos para loxoscelismo

Nos casos de acidentes com espécies de Loxosceles, a melhor forma para se obter
um diagndstico precoce ¢ a partir da identificacdo do organismo causador do
envenenamento. No entanto, essa identificacdo ocorre em menos de 20% dos casos
reportados de loxoscelismo, principalmente devido a picada ser praticamente indolor,
passando despercebida pelo acidentado (Secretaria da Satude, 2020). Por esse motivo, em
grande parte das ocorréncias, o diagndstico ¢ clinico e tardio (apds 12 horas) por depender
do aparecimento da lesdo dermonecrotica caracteristica, descrita no topico 1.3.

Além disso, dependendo da gravidade do loxoscelismo, a lesdo pode nao aparecer,
complicando ainda mais a confirmagdo do diagnéstico (Malaque et al., 2011; R. Vetter,
1999; S. W. Wright et al., 1997). Os sintomas inespecificos dos casos de loxoscelismo
cutaneo ou cutaneo-visceral também dificultam o diagnostico clinico do envenenamento,
pois podem ser confundidos com outras condigdes distintas (Da Silva et al., 2004;
Swanson & Vetter, 2005).

Dentre as principais causas de equivoco no diagnostico para o loxoscelismo
cutineo estdo inclusas, infec¢des bacterianas por estafilococos e estreptococos; infecgdes
fungicas; infecgdes virais por herpes; Ulceras diabéticas; eritema nodoso; doenca de
Lyme; antraz; vasculite localizada; picadas de outros insetos ou animais dentre outras
enfermidades (Bennett & Vetter, 2004; Isbister & Whyte, 2004; Swanson & Vetter, 2005;
R. S. Vetter, 2000).

A partir dos sintomas apresentados por essas condi¢cdes de confusdo, foi
desenvolvida uma ferramenta mnemonica para auxiliar no diagnostico clinico de
envenenamento por Loxosceles, a NOT RECLUSE (Tabela 3), usada para identificar
envenenamento por L. reclusa, a principal causadora de acidentes nos Estados Unidos da

América (Elston et al., 2000; Stoecker et al., 2017). Por se basear em sintomas provocados



23

por L. reclusa, e considerando que sintomas diferentes podem ser apresentados quando
outras espécies de Loxosceles estdo envolvidas, a mnemdnica deve ser usada com cautela.

A Anemia hemolitica, comum nos casos de loxoscelismo sistémico ou cutaneo-
visceral, pode ser um fator de confirmagdo de diagnostico, desde que preexisténcia
genética ou autoimune dessa condicao seja excluida como causa.

Além de diagnosticos clinicos, ferramentas imunologicas e testes laboratoriais
também podem ser usados para identificacdo do loxoscelismo e acompanhamento da
progressao dos sintomas. Entretanto, até o momento, nao existe um método diagnostico
especifico para loxoscelismo com boa sensibilidade e especificidade. O que tem sido feito
sdo exames de rotina para avaliar pardmetros hematologicos, bioquimicos, imunolégicos
e de imagem que possam sugerir as alteracdes decorrentes da peconha.

Os principais testes utilizados para avaliar essas alteracdes sdo: hematoldgicos
para a contagem de células sanguineas e hemoglobina; testes hemostaticos para avaliacao
do fibrinogénio, da ativacdo de protrombina e da ativagdo de tromboplastina; testes
bioquimicos, para identificacdo de enzimas especificas, como ALT e AST que se
encontram alteradas em caso de lesdo hepatica, e para identificagdo de metabolitos e
outros ions, como bilirrubina, ureia, creatinina, proteina C reativa entre outros (Donepudi
etal., 2005; Jerusalem & Salavert Lleti, 2018; Lane & Youse, 2004; Malaque et al., 2011).
Considerando que uma das funcgdes desses testes ¢ a de excluir outras condigdes cujos
sintomas sao semelhantes, também sao realizadas nos laboratorios a cultura de exsudato
e sangue e avaliagdo soroldgica contra bactérias e virus.

Em casos de loxoscelismo visceral, a deposicdo de componente C3 e IgG sao
também investigadas, por estarem associadas, principalmente, ao aparecimento de
mecanismos hemoliticos nos pacientes (Lane & Youse, 2004; Rosen et al., 2012). Além
disso, também relacionado a hemolise intravascular, exames de urina sao requeridos para
identificar proteinuria, hematuria e hemoglobinuria (Futrell, 1992) .

E interessante mencionar que em alguns casos de suspeita por loxoscelismo
cutineo, exames de imagem como a ultrassonografia podem ser usados para diagnostico
diferencial da doenga (Martinez-Doménech et al., 2019). Além disso, a tomografia
computadorizada permite, de certa forma, identificar hemorragias nos casos de
loxoscelismo visceral, fortalecendo a suspeita (Hostetler et al., 2003).

Dos testes laboratoriais mencionados, nenhum ¢ especifico para a determinagao
de loxoscelismo. Contudo, ferramentas imunologicas especificas podem também ser

usadas para a confirmagdo do diagnostico.
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Tabela 3 - Principais condi¢des de confusdo no diagnostico de acidentes provocados por aranhas do género Loxosceles.

Caracteristicas tipicas - Loxosceles

Outros diagnosticos

numerous

occurrance

timming

red center

elevated

chronic
large

ulcerates too early

swollen

exudative

Lesao tnica, focada em um tnico ponto.

Estresse fisico da aranha (compressao acidental)

Ocorréncia sazonal (geralmente no verdo e primavera)

r

A regido central da lesdo raramente ¢ avermelhada (palido,

azulada ou arrocheada).

A regido da lesdo ¢ plana ou afundada.

A cicatrizagdo pode demorar trés meses.
A area necrosada ndo excede 10cm
A tlcera geralmente surge apos 7 dias de envenenamento.

Envenenamento por Loxosceles ndo provocam muito suor com
excecdo da cabega e pés

A picada geralmente nao ¢ exsudativa no inicio.

Multiplas lesdes podem indicar infecgdes bacterianas, herpes zoster,

pyvoderma gangrenosum, plantas venenosas ou picadas de artropodes

Areas centrais vermelhas sugerem picadas de outros artropodes, infecgdo
por Streptococcus ou Bacillus anthracis

Regides eclevadas sugerem infec¢des bacterianas, como S. aureus ou
picadas de outros artropodes.

Lesodes cronicas sugerem Pyoderma grangrenosum, cancer de pele nao
melanoso ou tularemia.

Lesoes maiores que 10 cm sugerem Pyoderma gangrenosum

Ulceracgdo anterior a 7 dias sugerem infecgdes bacterianas e Pyoderma

gangrenosum € crosta anterior aos 7 dias sugere Bacillus anthracis.
Suor significativo indicam infecgdo bacteriana ou picada de artrépodes

Formagao de pus sugerem infecgdo bacteriana.

Fonte: Adaptado (Stoecker et al., 2017)
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O exemplo mais comum ¢ o ELISA (Ensaio de imunoabsor¢ao ligado a enzima),
que utiliza anticorpos produzidos contra componentes proteicos do veneno. Ja foi
demostrado que ¢ possivel detectar toxinas da aranha num tempo de 4 horas a 7 dias ap6s
o envenenamento em amostras de exsudato de pele, biopsia e pelo utilizando ELISA
sanduiche (Carlos Chavez-Olortegui et al., 1998; Gomez et al., 2001; Keklikci et al.,
2008; Krywko & Gomez, 2002; McGlasson et al., 2009; Miller et al., 2000; Stoecker et
al., 20006).

Ainda assim, mesmo que a técnica seja especifica, a demora para se alcangar um
resultado torna inviavel sua utilizagdo para o diagnostico mais rapido de loxoscelismo.
Além disso, esse método tradicional ndo foi eficiente para a deteccdo de toxinas em
amostras de soro humano e nem de coelhos (Krywko & Gomez, 2002; Stoecker et al.,
2006).

Existem dois principais fatores criticos que determinam a efetividade de um
método diagndstico na identificagdo de envenenamento provocado por aranhas do género
Loxosceles. O primeiro deles € o tempo necessario para obter um resultado confiavel, que
¢ essencial para o sucesso de um tratamento especifico € precoce para minimizar a
progressao dos sintomas. O segundo ¢ o limite de detec¢do do analito alvo, que para os
casos de loxoscelismo, ¢ extremamente baixo devido a pequena quantidade de pegonha
injetada durante a picada (Pauli et al., 2009; Tambourgi et al., 2004).

Em relag¢do ao tempo, o método utilizado, o ELISA sanduiche, torna-se ineficaz
para fornecer diagnosticos ao menor prazo, visto que o tempo de execu¢do minimo, de
métodos ndo comerciais, gira em torno de 4-8 horas (Dias-Lopes et al., 2018). Nesse
sentido, a adaptacao e padronizagao de testes mais rapidos, como os do tipo point of care,
pode ser uma 6tima alternativa no diagnostico de envenenamentos.

Além disso, o limite de deteccdo de métodos diagndsticos € considerado um
desafio para os casos de loxoscelismo, pois a quantidade de veneno injetado durante a
picada € muito pequena, variando de 30 a 50 pg diluidos em microlitros de pegonha (Pauli
et al., 2009; Tambourgi et al., 2004). Com isso, considerando que um homem adulto de
70 kg de massa apresente um volume sanguineo total de 5 litros, estima-se que a
concentragdo plasmatica da peconha apds envenenamento permanega abaixo de ng/mL
(Dias-Lopes et al., 2018). Esse limite de deteccdo torna inviavel a utilizagdo da maioria
dos métodos diagnoésticos disponiveis nos ambulatorios. Por isso, melhorias devem ser
implementadas aos testes ja utilizados, ou deve-se adaptar novos métodos visando

incrementar a sensibilidade do diagnostico.
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Existem alternativas possiveis para a aplicagdo, contudo, algumas delas podem
depender de equipamentos sofisticados ou requererem componentes licenciados e/ou de
dificil obtengdo, como nos ensaios radioimunoldgicos e sistemas quimioluminecentes,
fluorescentes e de luz dindmica (Alhajj & Farhana, 2021; Aydin, 2015).

Outra sugestao possivel ¢ a adocao de abordagens de high throughput, como por
exemplo, a espectrometria de massa, a citometria entre outras, para identificar padrdes
diferenciais de expressdo proteica causados pelo envenenamento das vitimas,
identificando, assim, biomarcadores para métodos diagnosticos do tipo point of care (Cho
etal., 2015; McCall et al., 2017; Suntrarachun et al., 2001).

Os métodos baseados em amplificagdo de material genético, como a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), também podem ser uma alternativa viavel para o diagnodstico
de loxoscelismo. Mesmo que nao exista na literatura nenhum exemplo da aplicacdo da
técnica voltada a detec¢do de loxoscelismo, ja foram levantados estudos para a detec¢do
de DNA nos venenos de serpentes e em swabs coletados nos locais de picadas desses
animais (Sharma et al., 2016b; Suntrarachun et al., 2001). Em ambos os estudos, o uso do
DNA possibilitou a distingdo, com eficiéncia, de acidentes com serpentes monoceladas
de outras espécies avaliadas. Em relagdo aos achados, esses trabalhos fundamentam a
hipdtese de que seja possivel fazer o uso de DNA para a detecgdo do loxoscelismo em
amostras coletadas das picadas de acidentados.

Retornando aos fatores criticos mencionados para um teste diagnostico, €
necessario ressaltar a importancia da escolha da amostra para o método diagndstico.
Existem diferentes tipos de amostras para a realizacdo de diagndsticos como, por
exemplo, bidpsia de tecido, urina, saliva, soro, plasma, swab de lesdes, acidos nucléicos
(DNA e RNA) entre outros. A escolha do melhor tipo de amostra dependera do método
diagnostico a ser utilizado e também da natureza do analito a ser investigado.

Em dados publicados para o loxoscelismo, diferentes tipos de amostras foram
testadas, utilizando ELISA como método diagnostico (Tabela 4). As principais amostras
avaliadas foram de pelo, tecidos de biopsia e Swab (Krywko & Gomez, 2002; McGlasson
et al., 2009; Stoecker et al., 2006). Contudo, o principal tipo amostra para casos de
envenenamentos por animais pegonhentos € o soro sanguineo. Com isso, mesmo que no
estudo realizado por Chavez-Olortegui e colaboradores (1997) o envenenamento por
aranhas Loxosceles foi confirmado pela deteccio de componentes proteicos, a
sensibilidade conseguida com a técnica, também de ELISA, foi baixa, alcangada com 30

dos 112 pacientes testados.



Tabela 4 - Ensaios in vitro para detec¢do de veneno de aranhas Loxosceles

Analito Amostra Modelo Tecnologia Detecciao Referéncia
IgG anti-veneno o
Soro Humano (n=20) ELISA indireto Detectavel Barbaro et al., 1992
deLoxosceles
) Teste de 1inibigdo -
Exsudato de pele Porcos da india (n=24) ) ) Detectavel Barret et al., 1989
hemaglutinago passiva
Soro Camundongo (n=10) ELISA sanduiche 5-60 ng/ml Chavez-Olortegui, 1998
Biopsia Humano (n=1) ELISA de competicao Detectavel
Miller, 2000
Pelo Humano (n=1) ELISA de competicao Detectavel
Biopsia Coelho (n=3) ELISA sanduiche Detectavel Gomez, 2001
Componentes Biopsia Coelho (n=3) ELISA sanduiche Detectavel
teicos d d
proteicos doveneno de oro Coelho (n=3) ELISA sanduiche Nao detectavel Krywko, 2002
Loxosceles
Pelo Coelho (n=3) ELISA sanduiche Detectavel
Exsudato de pele Humano (n=1) ELISA sanduiche Detectavel
Stoecker, 2006
Soro Humano (n=1) ELISA sanduiche Néo detectavel
Exsudato de pele Humano (n=1) ELISA sanduiche Detectavel Keklikei, 2008
Exsudato de pele Coelho (n=3) ELISA sanduiche Detectavel
McGlasson, 2009
Biopsia Coelho (n=3) ELISA sanduiche Néo detectavel

Fonte: Adaptado de Dias-Lopes et al., 2018
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Assim, conhecendo os fatores criticos para a eficiéncia e eficacia de um teste
diagnostico, como o limite de detecgdo, o tempo de execugdo e o tipo de amostra, ¢ possivel,
dentre as diferentes ferramentas existentes, adaptar uma ferramenta adequada voltada a
identificacao de envenenamentos provocados por aranhas do género Loxosceles. Isso podera
contribuir com o diagndstico precoce e adogao do melhor tratamento, reduzindo assim, o risco
de mortalidade e morbidade associadas ao loxoscelismo. Apesar disso, ¢ verdade que pouca
pesquisa estd voltada a esse objetivo, contrariando o cenario (Figura 4) que mostra uma

constante nos acidentes com o passar dos anos (Ministério da Satude, 2020; SINAN, 2020).

Publicagbes loxoscelismo
30= (diagnostico)

Casos de Loxoscelismo
notificados

Numeros relativos ao total (%)

Figura 4 — Numero de casos e de publicagdes voltadas ao diagnostico de loxoscelismo e casos
notificados no Brasil (2000-2020). Os valores foram calculados em relacdo a um total dos
dados. Fonte: Propria (Dados SINAN, 2020)

Diante disso, ¢ preciso retomar e aumentar os esforcos para que haja sucesso na
aplicacdo de ferramentas sensiveis e especificas voltadas ao diagnostico de envenenamento
provocado por aranhas do género Loxosceles. Nesse sentido, um grande nimero de publicagdes
envolvendo o método LAMP (loop-mediated isothermal amplification), no contexto de
diagnostico, tem chamado atencdo por sua alta sensibilidade, especificidade, rapidez e

praticidade.

1.6. LAMP (loop-mediated isothermal amplification)
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A amplificagdo isotérmica mediada por alga (LAMP) ¢ uma técnica desenvolvida no
ano 2000, por um grupo de pesquisadores e colaboradores pertencentes a corporagdo Eiken
Chemical (Notomi et al., 2000). A ferramenta tem fundamentos inspirados na técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction) inicialmente publicada em 1985 (Saiki et al., 1992).

O procedimento basico de PCR faz uso de uma enzima chamada DNA polimerase,
geralmente a tag, que deve ser termicamente estavel para suportar as variagdes de temperatura
necessarias durante a amplificacdo do material genético. Essa amplificacdo ocorre de forma
exponencial por um processo ciclico cujas etapas sdo dependentes umas das outras.
Primeiramente deve ocorrer a desnaturagdo da fita de DNA a uma faixa de temperatura que
pode variar de 94 - 96 °C. Em seguida, ocorre a hibridiza¢cdo ou ligacdo dos iniciadores a
sequéncias complementares a eles no DNA alvo. Subsequentemente, o DNA ¢ estendido dando
origem a uma copia da fita original. Muitos ciclos repetitivos dessas etapas, cerca de 25-35, sdo
necessarios para que haja uma multiplicagdo satisfatéria do material de interesse, o que
despende um bom tempo para o processo. Além de exigir um prazo consideravel para execucao,
a PCR ainda depende de equipamentos sofisticados ou componentes intercalantes de DNA para
a visualizagdo do resultado (Saiki et al., 1992; Waters & Shapter, 2014).

Devido a limitagdes e restrigdes observadas na técnica de PCR, seu procedimento bésico
tem sofrido modificagcdes com intuito de adapta-lo a diferentes aplicacdes. Com o objetivo de
tornar a etapa de desnaturagdo de DNA simultinea com as demais etapas, pode-se citar trés
técnicas: a NASBA (amplificagdo baseada em sequéncia de 4cido nucléico), a 3SR (replicacao
autossustentada de sequéncia) e a SDA (amplificacdo por deslocamento de fita) (Compton,
1991; Guatelli et al., 1990; G. T. Walker et al., 1992; G. Terrance Walker et al., 1992). No
entanto, apesar de amplificarem DNA a um limite de detec¢do proximo ao oferecido pela
técnica original, a necessidade de multiplas enzimas além de reagentes especiais, sem ganho
consideravel em especificidade, faz com que essas técnicas ndo sejam as melhores candidatas
em substituicdo a PCR (Notomi et al., 2000; Tomita et al., 2008).

A amplificacdo isotérmica mediada por alca (LAMP), assim como as outras abordagens
apresentadas, ¢ uma alternativa criada para contornar algumas das limita¢des apresentadas pela
técnica de PCR original. E considerada uma ferramenta com alta especificidade, sensibilidade
e de execugdo rdpida. Quanto a seu funcionamento, a LAMP utiliza um conjunto de 2 a 3 pares
de iniciadores que podem reconhecer até 6 regides distintas em um material genético alvo, o
que torna possivel a amplificagdo satisfatoria de DNA, a partir de poucas copias, em um espaco

curto de tempo, como por exemplo em 15 minutos (Notomi et al., 2000; Tomita et al., 2008).
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A secdo (A) da Figura 5 apresenta dois dos pares de iniciadores usados na amplificagdo
de DNA por LAMP, sdo eles: os internos foward e backaward (resumidos como FIP e BIP,
respectivamente) e os externos foward e backaward (simplificados como F3 e B3,
respectivamente).

A sec¢do (B) mostra como ocorre o inicio do processo de amplificagdo por LAMP. A
amplificacdo tende a iniciar com os iniciadores internos FIP ou BIP devido a propor¢do em que
sao adicionados em solugdo. Apds a ligagdo dos iniciadores internos, a polimerase BST inicia
a amplificagdo da sequéncia a medida que abre a fita do DNA alvo. Apds esse passo, os
iniciadores externos ligam-se ao alvo e liberam a sequéncia filha recém terminada. Ao liberar
a fita filha, a complementariedade existente entre duas de suas por¢des forca sua ciclizagdo
formando um Joop na extremidade. Apos a atuacdo de ambos os iniciadores internos (foward e
backward) e externos (foward e backward) ambas as extremidades deverdo apresentar o loop.

A segdo (C) apresenta a continuidade do processo de amplificagdo apos a adigdo do
terceiro par de primer utilizado, os loops foward e backward (LF e LB, respectivamente). Esses
iniciadores deverao ser complementares a sequéncia dos loops formados apos a atuagao dos
iniciadores internos e externos. Dessa forma, ao se ligarem as respectivas sequéncias
complementares, os iniciadores loop (loop foward e loop backward) irdo progredir com a
amplificacdo, gerando inumeros fragmentos de DNA de diferentes tamanhos e fornecendo um
ganho na velocidade da reacao.

Por se tratar de um produto de amplificagdo ndo idéntico em contetido ¢ um desafio
normalizar e contar. Dessa forma, a técnica, em geral, ¢ considerada qualitativa e seu resultado
pode ser avaliado de diferentes formas: em géis de agarose, por meio de reveladores
fluorescentes, indicadores dcidos-basicos entre outros (Tanner et al., 2015; Tomita et al., 2008;
Yaren et al., 2017). Contudo, avangos na aplicacdo da abordagem, com o uso de sondas, tem
permitido construir uma técnica quantitativa apesar de requerer maiores avangos para aumentar

a tolerancia nas condigdes de ensaios utilizadas (Nanayakkara & White, 2019).
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Figura 5 — Principio de funcionamento da amplifica¢do isotérmica mediada por loop. (A)
Iniciadores internos (FIP e BIP) e externos (F3 e B3). (B) Esquema sequencial de amplificacao
de DNA por LAMP com a formagao de loops em cada extremidade (5° e 3°) das fitas filhas.
(C) Progressao da amplificagdao da sequéncia de DNA apo6s a formagado do /oop nas sequéncias.
Fonte:(Tomita et al., 2008).

Comparada as demais técnicas abordadas como alternativa a PCR, a LAMP traz novas
e significativas melhorias. A primeira e mais evidente delas ¢ a necessidade de uma unica
enzima, geralmente a polimerase BST e/ou suas modificagdes. A enzima, atua isotermicamente
numa faixa de temperatura que pode variar de 60 a 72°C e apresenta duas fungdes essenciais:
de alongamento da fita de DNA e atividade helicase, que abre a fita @ medida que avanga na
amplificacdo. Essas caracteristicas trazem eficiéncia e simplicidade para o processo, pois,

permite que as etapas como a desnaturagdo e hibridizagdo dos iniciadores ocorram
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simultaneamente, sem a necessidade da criagdo de ciclo de temperatura dispensando assim,
equipamentos sofisticados, como o termociclador, mas que ainda requer um controle fino de
temperatura.

Por sua praticidade em relagao ao tempo e reducao de custo com equipamentos, a LAMP
vem sendo amplamente aplicada como ferramenta de pesquisa e como alternativa a diagnosticos
(Notomi et al., 2000; Tomita et al., 2008).

Sao inimeros os trabalhos fazendo uso do LAMP em diagnostico, o que demonstra a
versatilidade que essa técnica apresenta. Levantando dados na literatura, a LAMP ja foi
utilizada na investigagdo de bacterias infecciosas como Staphylococcus aureus (Xiong et al.,
2020) e Mycobacterium (Han et al., 2020), para doengas parasitarias como malaria (Lai et al.,
2020), toxoplasmose (Hegazy et al., 2020), Doeng¢a de Chagas (Ordofiez et al., 2020) e
leishmaniose (Maurelli et al., 2020), para marcadores tumorais (Kalofonou et al., 2020), para
doencgas sexualmente transmissiveis como sifilis (Becherer et al., 2020), clamidia (Peng et al.,
2020) e HIV (Curtis et al., 2018), para doengas tropicais (dengue, Chikungunya, febre amarela,
Zika), para o novo virus SARS-CoV-2 (Baek et al., 2020; Lu et al., 2020), para genotipagem
(Gill & Amree, 2020), para doencas genéticas como a talassemia (Wang et al., 2020) entre
outros (Qiao et al., 2020; Yubao Zhang et al., 2020).

Diante do sucesso obtido em diversas aplicacoes, e considerando o tempo de execugao,
além da sensibilidade e especificidade relacionado a técnica, a LAMP configura-se como uma

Otima alternativa para o diagnostico precoce de loxoscelismo.

2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivos gerais

Avaliar a aplicabilidade da técnica de LAMP para detectar o DNA de aranhas do género

Loxosceles em amostras de exsudato, soro e pelo de coelhos New Zealand como estratégia para

diagnosticar o envenenamento provocado por esse género

2.2.  Objetivos especificos

Padronizar a abordagem de LAMP para deteccio de DNA de aranhas do género

Loxosceles.
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Avaliar a presenca de DNA de Loxosceles intermedia em amostras de soro, exsudato e
pelo de coelhos experimentalmente envenenados e identificar sua presenca utilizando a técnica
de amplificagdo isotérmica mediada por loop (LAMP).

Comparar a sensibilidade e especificidade do LAMP e da PCR para deteccdo de DNA

em animais experimentalmente envenenados.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Obtenc¢ao de amostras para os ensaios de LAMP.

3.1.1. Aprovacio da comissiio de ética

A coleta de amostras necessaria para a realizagdo deste trabalho foi aprovada pela
Comissdo de Etica no Uso de animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais

(protocolo 291/2019). O certificado de aprovacdo consta no anexo A.

3.1.2. Modelo animal

O coelho foi 0 modelo animal utilizado para simular o envenenamento que aranhas do
género Loxosceles provocam em humanos, para assim avaliar a viabilidade dos métodos
diagnosticos propostos neste trabalho. Seis (6) fémeas da raga New Zealand (coelho albino),
pesando entre 2,5 e 3 kg e cerca de 10 semanas, foram obtidos da Fazenda Experimental
Professor Hélio Barbosa (FEPHB) da Escola de Veterinaria da UFMG e utilizados para a

obtencao das amostras usadas neste trabalho.
3.1.3. Aranhas

Aranhas da espécie Loxosceles similis foram utilizadas para a extracado de DNA que foi
usado como controle positivo para as etapas de padronizag¢do da técnica de LAMP e para as
etapas de avaliagdo das amostras com a LAMP. As aranhas foram cedidas pela Fundagao

Ezequiel Dias (FUNED) sediada na cidade de Belo Horizonte em Minas Gerais.

3.1.4. Veneno de Loxosceles
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O veneno de Loxosceles intermedia foi usado para provocar o envenenamento
laboratorial do animal modelo. Esse veneno foi obtido em colaboragdo com a Fundacao

Ezequiel Dias (FUNED).

3.1.5. Envenenamento dos animais para a obtencio das amostras biologicas

O envenenamento dos animais foi realizado com 5 pg de proteinas totais (McGlasson
et al., 2009) do veneno de Loxosceles intermedia diluidos em 50 pl de solugdo salina 0,9 %.
Essa solu¢do foi inoculada intradermicamente no dorso do animal com uma seringa tuberculina
(1 ml, 13 x 3,8 mm).

As amostras de soro, pelo e exsudato (swab), utilizadas para validagdo dos testes de
LAMP foram coletadas de 6 coelhos albinos fémeas envenenadas, em 6 intervalos de tempo: 1
h, 8 h, 24 h, 48 h, 72 h e 10 dias ap6s a inoculagdo do veneno. Como controle negativo, foram

coletas amostras dos trés tipos antes do processo de envenenamento dos animais.

3.1.6. Coleta das amostras de soro

Cerca de 2 mL de sangue foram coletados da veia marginal da orelha de cada coelho
com agulhas hipodérmicas 22 G (baixo calibre) e seringa de 10 mL. O sangue puncionado foi
transferido para tubos tipo falcon secos de 15 mL. Os tubos foram mantidos obliquos sobre a
superficie de uma bancada a temperatura ambiente e aguardou-se até a formagao de coagulo.
Os tubos foram entao centrifugados a 2000 g por 5 minutos para a obtencao do soro. O soro foi
retirado cuidadosamente dos tubos falcon e transferido para microtubos tipo eppendorf de 1,5
mL. Os tubos foram identificados e as amostras foram armazenadas a -20 °C até o subsequente

uso.

3.1.7. Coleta das amostras de pelo

Aproximadamente 30 fibras de pelos, com bulbo capilar, foram extraidas com ping¢a
estéril de regides colocalizadas ao envenenamento provocado (Ribeiro et al., 2009). As fibras
foram transferidas para microtubos eppendorfs estéreis de 1,5 ml e devidamente identificados.
Dessa forma, as amostras foram armazenadas a -20 °C para sua posterior preparacio e

utilizacao.
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3.1.8. Coleta das amostras de exsudato (swab)

As amostras de exsudato foram coletadas utilizando swabs de algodao. O swab foi
imerso em solucdo salina 0,9 % e mantido sobre a regido de inoculagdo do veneno por 30
segundos. Apos esse tempo, as hastes com algodao dos swabs foram cortadas, acondicionadas
individualmente em eppendorfs de 1,5 ml e armazenadas em -20 °C para posterior

processamento € uso.

3.1.9. Extracio de DNA das amostras para os testes com LAMP

As amostras tiveram o DNA extraido com o método de fenol: Cloroférmio: Alcool
isoamilico. Para a extracdo foram usados 500 pl de soro, 500 pul de salina (swabs) e 30 bulbos
capilares referentes a cada amostra coletada. Assim, a cada amostra foi adicionado: 300 pl de
tampao TNE (50 mM de Tris-HCI, 100 mM de NaCl, 6.3 mM de EDTA, pH 7.5); 10 ul de
solugdo de proteinase K (10 mg/ml); 7 pl de CaCl; (0.5 mM); 10 ul de SDS 25 % e 100 ul de
2-mercaptoetanol, homogeneizados e incubados a 55°C por 3 horas. Adicionou-se entdo 300 pl
de Fenol: Cloroformio: Alcool isoamilico (25:24:1) e centrifugou-se 10000 g por 15 minutos.
O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionou-se 300 pl de etanol absoluto (-
6 °C) e 50 pl de acetato de so6dio 3 M, pH 5.2. Centrifugou-se novamente a 10000 g. O
sedimento foi lavado com etanol absoluto por duas vezes. Apds secado a temperatura ambiente,
o DNA foi diluido em 50 pl de 4gua mili-Q. Apds a extracdo de DNA, as amostras tiveram o

DNA quantificado (Anexo B) por NanoDrop™ One/Onec (Termo Fisher Scientific).

3.2. Padronizacio de LAMP para identificacio de DNA de aranhas Loxosceles

A LAMP ¢ uma técnica de biologia molecular utilizada para detectar moléculas de DNA
ou RNA em amostras de interesse. Para adaptar a técnica de LAMP aos objetivos do trabalho
foi necessario, primeiramente, padronizar as melhores condi¢des do teste para obter resultados
confiaveis e reprodutiveis. Por isso, foram definidas algumas etapas, passiveis de padronizagao.
Utilizou-se duas diferentes abordagens para o LAMP: a abordagem 1 (Nao Colorimétrica) fez
uso da enzima BST polymerase 2.0, que requer necessariamente, tampao enzimatico, dNTP e o
cofator Mg?* que sdo adicionados separadamente ao tubo de reagdo. A abordagem 2

(Colorimétrica) fez uso do Master Mix colorimétrico para LAMP (WarmStart® — New England
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BioLabs), que ja inclui no tampao rea¢do a enzima BST e demais cofatores. Por isso, foram

definidas diferentes etapas para cada abordagem empregada no trabalho (Figura 6).

Abordagem 1 Abordagem 2

(Nao-colorimétrica) (Colorimeétrica)

Desenho dos conjuntos de iniciadores

Dilui¢ao de iniciadores e Temperatura de amplificacao

Concentracdo de ANTP

Concentragio de enzima

Tempo de amplificagao

Limite de deteccao

Figura 6 - Etapas definidas para a padronizagao do ensaio de LAMP com as abordagens 1 (Nao-
colorimétrica) e 2 (Colorimética). Quatro das etapas definidas para a padronizagdo foram
comuns as duas abordagens utilizadas.

3.2.1. Desenho dos iniciadores

Por se tratar de um projeto pioneiro para deteccdo do DNA de aranhas do género
Loxosceles, primeiramente, foi investigada na literatura as sequéncias mais utilizadas no
desenvolvimento de iniciadores para aranhas de uma forma geral (ordem aranea).

Apo6s a determinagdo dessas sequéncias, procuramos por suas correspondentes para o
género Loxosceles. Para isso utilizamos o banco de dados de sequéncia de nucleotideos
(Genbank) do NCBI (National Center for Biotechnology Information).

O arquivo em formato FASTA para essas sequéncias, de diferentes espécies do género
Loxosceles, foi baixado e submetido a um alinhamento multiplo utilizando a ferramenta
MUSCLE (Edgar, 2004) inserida no programa Unipro UGENE (Okonechnikov et al., 2012).
Ap6s alinhamento multiplo foram selecionadas regides consenso (altamente conservadas) de
cada uma das sequéncias selecionadas de forma manual. As regides consenso foram alinhadas
localmente (nucleotide BLAST) com sequéncias de regides correspondentes a outros diferentes

organismos (Tabela 5), cujos sinais e sintomas, que provocam em humanos, sdo semelhantes
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aos apresentados em envenenamentos por aranhas do género Loxosceles. As sequéncias com
pouca ou nenhuma similaridade (identidade) com esses organismos foram selecionadas para o

subsequente desenho dos iniciadores para a técnica de LAMP.

Tabela 5 - Organismos que apresentam sintomas semelhantes aos apresentados, em humanos,
durante envenenamento provocado por aranhas do género Loxosceles.

Organismo Identificador* Tipo
Mycobacterium tuberculosis 1773 Bactéria
Mycobacterium ulcerans 1809 Bactéria
Staphylococcus aureus 1280 Bactéria
Syphilis treponeme 161 Bactéria
Rickettsia rickettsii 783 Bactéria
Pseudomonas aeruginosa 287 Bactéria
Chromobacterium violaceum 536 Bactéria
Sporothrix schenckii 29908 Fungo
Aspergillus sp 5052 Fungo
Cryptococcus sp 5206 Fungo
Leishmania sp 38568 Protozoario
Herpes simplex 10298 Virus

*[dentificador no Genbank

O desenho dos iniciadores foi realizado utilizando a ferramenta online Primer explorer
VS5 (http://primerexplorer.jp/lampv5e/index.html). As sequéncias consenso selecionadas foram
submetidas a essa ferramenta, que avalia automaticamente a viabilidade de geracdo dos 3
diferentes pares de iniciadores de LAMP, a partir da sequéncia submetida. Os principais
critérios para o desenho dos iniciadores sdo: a distancia, em pares de bases, de uma regiao
especifica a outra, a temperatura, a energia de ligagao, o conteiddo GC (%) e o tamanho de cada
primer. Os melhores conjuntos de iniciadores gerados foram avaliados quanto a formacao de
dimeros e auto-hibridizagdo com a ferramenta Multiple Primer Analyzer da Thermo Scientific.

Ao final de todo o processo obteve-se dois diferentes conjuntos de iniciadores. A Figura

7 resume o fluxo das etapas para a obtengao dos conjuntos de iniciadores.
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Figura 7 — Fluxograma de obtencdo dos melhores conjuntos de iniciadores para o ensaio de
LAMP para aranhas do género Loxosceles.

3.2.2. Teste preliminar dos iniciadores desenhados

Para atestar a aplicabilidade dos iniciadores desenhados foi realizada uma PCR com a
enzima Taq platinum™ (Invitrogen). Para isso, em um microtubo de PCR de 200 pl foi
adicionado 2.5 pl de tampao de PCR, 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de mix de dNTP, 6 ng de
DNA template, 1.2 pM de primer externo forward (F3) e 1.2 uM de primer externo backward
(B3), 1 unidade de enzima Taq platinum DNA polimerase € H2O para um volume final de 25
ul. A amplificagdo ocorreu em aparelho termociclador (SimpliAmp Thermal Cycler — Thermo
Fisher) operando com o ciclo apresentado na Tabela 6. O produto da amplificagdo foi revelado
com gel de agarose (1% m/v) com SYBR safe (0,009% v/v) (Invitrogen) em Tampao
Tris/Borato/EDTA 1X (TBE).

Tabela 6 - Protocolo de amplificacdo para DNA de Loxosceles em termociclador.

N° de ciclos Temperatura (°C) Tempo
Desnaturacao inicial 1 94 2 minutos
Desnaturacao 94 30 segundos
Anelamento 35 55|60|65 30 segundos
Extensao 72 1 minuto
Extensao final 1 72 5 minutos
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3.2.3. Extracdo de DNA (DNA controle)

O DNA foi extraido das pernas da espécie Loxosceles similis para servir como controle
positivo durante a padronizagdo e a analise das amostras deste projeto. A extragdo de DNA foi
realizada conforme a recomendacdo do fabricante por meio do Kit de reagentes para extracao
de DNA QIAamp (Qiagen).

Assim, em um microtubo tipo eppendorf de 1.5 ml foi adicionada uma pata da aranha,
que foi picotada em fragmentos menores. Adicionou-se 180 pul de tampao ATL (Tampao de lise
tecidual), 20 ul de proteinase K (20 mg/ml) e agitou-se com vortex por 15 segundos. A mistura
foi incubada a 56 °C até a completa lise do tecido. Ap6s o tecido ser lisado, adicionou-se 200
ul de etanol absoluto 99,8 % (NEON) e misturou-se o tubo com voértex por 15 segundos. A
mistura foi aplicada sobre uma coluna de mini spin QIAamp inserida em um tubo coletor de 2
ml. A coluna foi centrifugada a 8000 rpm por 60 segundos ¢ o flow-through foi descartado. A
coluna foi transferida para um novo tubo coletor e adicionou-se sobre ela 500 ul de tampao
AWI1 (hidrocloreto de guanidina). Centrifugou-se novamente a 8000 g por 60 segundos e o
Sflow-through foi descartado.

A coluna foi novamente transferida para um novo tubo coletor de 2 ml e adicionou-se
sobre ela 500 pl de tampao AW2 (Tampao de lavagem). Centrifugou-se o tubo em alta rotagao,
14000 rpm por 3 minutos. O flow-through foi descartado. Transferiu-se a coluna de spin para
um tubo eppendorf de 1.5 ml e adicionou-se 100 pl de tampao AE (Tampao de eluigdo). A
coluna foi incubada a temperatura ambiente por 1 minuto seguida de uma centrifugagao a 8000
rpm por 1 minuto. O eluido continha o DNA (Loxosceles similis) extraido. A qualidade e a
concentragio do DNA obtido foram analisadas por NanoDrop™ One/One‘ (Termo Fisher

Scientific) e por qubit 4.0 (Termo Fisher Scientific).

3.2.4. Determinacio da concentracio de iniciadores e temperatura de amplificacio

Para avaliar a melhor concentragdo de iniciadores para o teste de LAMP foram testadas
3 diferentes dilui¢des para as duas abordagens utilizadas (abordagem 1 - ndo-colorimétrica e
abordagem 2 - Colorimétrica). A Tabela 7 apresenta a concentracio de cada par de primer para

as diluicdes definidas.

Tabela 7 - Concentragcdes de cada primer para LAMP em cada diluicdo definida para a
padronizacao.
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Proporcao entre iniciadores (1:2:8)

Diluicao Concentragao de cada primer na diluigao
F3/B3 (uM) LR/LF (uM) FIP/BIP (uM)
Primer 1X 0.2 0.4 1.6
Primer 0.5X 0.1 0.2 0.8
Primer 0.25X 0.05 0.1 0.4

Para a abordagem 1 (Ndo-colorimétrica), em tubos de PCR de 200 pl foram adicionados
6 mM de Mg*" (MgSO4), tampdo de amplificacio isotérmico (1X), 1.4 mM de mix de INTP
(Promega), 10 ng de DNA de L. similis, 8 unidades de enzima polimerase BST 2.0 (New
England Biolabs - NEB), iniciadores (1X, 0.5X ou 0.25X) (Invitrogen) e 4gua para o volume
final de 25 pl. Simultaneamente, foram avaliadas quatro diferentes temperaturas para
amplificacdo do material genético: 60, 65, 68 ¢ 71 °C. Por isso, a amplificacdo para cada
diluicao de primer foi avaliada nas quatro diferentes temperaturas com o tempo de 60 minutos.
Os resultados desta etapa foram revelados em gel de agarose 2,5 % com SYBR safe (0,009 %
v/v) (Invitrogen) em Tampao Tris/Borato/EDTA 1X (TBE). Para corrida no gel, 40 minutos
foram usados e 120 V de tensao.

Para a abordagem 2 (Colorimétrica), utilizou-se de Master Mix (1X) (New England
Biolabs - NEB), 10 ng de DNA de L. similis, as diferentes dilui¢des de iniciadores (1X, 0.5X
ou 0.25X) e agua para o volume final de 25 pl. A reacdo de amplificacdo ocorreu a temperatura
fixa de 71°C no tempo de 60 minutos. Os resultados desta etapa foram registrados
fotograficamente e em gel de agarose 2,5 % com SYBR safe (0,009 % v/v) em Tampao

Tris/Borato/EDTA 1X (TBE). Para corrida de 40 minutos foram usados 120 V de tensdo.

3.2.5. Determinacio da concentracdo de dNTP para a abordagem 1 (Nao-colorimétrica)

Para a abordagem 1 (Ndo-colorimétrica), € necessério adicionar ANTP separadamente
ao tubo de reagdo. Por isso, foram avaliadas quatro diferentes concentra¢des de ANTP (1.4 mM,
1.0 mM, 0.6 mM e 0.4 mM). Assim, em microtubos de reacdo de PCR de 200 pl foram
adicionados 6 mM de Mg?" (MgSO04), tampdo de amplificagdo isotérmico (1X), 10 ng de DNA
de L. similis, 8 unidades de enzima polimerase BST 2.0, primer (1X), diferentes concentragdes
de dNTPs e dgua para o volume final de 25 pul. A reagdao de amplificagdo ocorreu a temperatura

fixa de 71°C em um tempo de 60 minutos. Os resultados desta etapa foram revelados em gel de
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agarose 2,5 % com SYBR safe (0,009 % v/v) em Tampao Tris/Borato/EDTA 1X (TBE). Para

corrida de 40 minutos foram usados 120 V de tensao.

3.2.6. Determinacido da concentracio de enzima para a abordagem 1 (Ndo-colorimétrica)

Também para a abordagem 1 (Nao-colorimétrica), € necessario fazer a adi¢ao individual
de enzima ao tubo de reagdo. Por isso, foram avaliadas trés diferentes quantidades de enzima
polimerase BST 2.0: 8 unidades, 4 unidades e 2 unidades por microtubo de reagao. O protocolo
para essa etapa seguiu ao apresentado no tdpico 3.2.5 usando 1.0 mM de dNTP. Os resultados
desta etapa foram revelados em gel de agarose 2,5 % com SYBR safe (0,009 % v/v) em Tampao

Tris/Borato/EDTA 1X (TBE).

3.2.7. Determinacio do tempo de amplificacdo para as abordagens 1 (Ndo-colorimétrica)

e 2 (Colorimétrica)

Trés diferentes tempos de amplificagdo foram avaliados para as duas abordagens
utilizadas: 15 minutos, 30 minutos e 60 minutos.

Para a abordagem 1 (Nado-colorimétrica), em microtubos de reagdo de PCR 200 pl foram
adicionados tampdo de amplifica¢io isotérmico (1X), 6 mM de Mg®" (MgSOs), 1.0 mM de
dNTP, iniciadores (1X) (Invitrogen), 10 ng de DNA de L. similis, 8 unidades de enzima
polimerase BST 2.0 (NEB) e 4gua para volume final de 25 pl. A reag¢do de amplificagdo ocorreu
a uma temperatura fixa de 71°C e tempos variados (15, 30 e 60 minutos).

Para a abordagem 2 (Colorimétrica), utilizou-se Master Mix (1X), 10 ng de DNA de L.
similis, primer nas dilui¢des de 1 X e 0,5 X e dgua para o volume final de 25 pl. A reagdo de
amplificagdo ocorreu a temperatura fixa de 71 °C em tempos variados (15, 30 e 60 minutos).

Os resultados de cada etapa foram registrados fotograficamente e em gel de agarose 2,5
% com SYBR safe (0,009 % v/v) em Tampao Tris/Borato/EDTA 1X (TBE). Para corrida de 40

minutos foram usados 120 V de tensao.

3.2.8. Avaliacao da sensibilidade da técnica de LAMP para as abordagens 1 (Ndo-

colorimétrica) e 2 (Colorimétrica)

A técnica de LAMP foi adaptada para identificar amostras de DNA de aranhas do género

Loxosceles em trés diferentes tipos de amostras, atuando dessa forma como um método de
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diagnostico. Por isso, definir o limite de deteccdo ou sensibilidade ¢ importante para avaliar
qual a menor quantidade de DNA a técnica conseguiria detectar com exatidao e precisdao. Com
esse objetivo, quantidades decrescentes de DNA foram usadas para os ensaios de LAMP com
as duas abordagens avaliadas.

Para a abordagem 1 (Ndo-colorimétrica), o protocolo descrito no topico 3.2.7 foi usado
com diferentes quantidades de DNA de L. similis (10 ng, 1 ng, 0.1 ng, 0.01 ng, 0.005 ng). A
reacdo de amplificacdo ocorreu a uma temperatura fixa de 71 °C e tempo de 60 minutos.

Para a abordagem 2 (Colorimétrica), utilizou-se o protocolo descrito no topico 3.2.7
adaptando diferentes quantidades de DNA de L. similis (10 ng, 1 ng, 0.1 ng, 0.01 ng, 0.005 ng,
2.5 pg, 1.25 pg, 0.62 pg, 0.31 pg, 0.15 pg) e agua para um volume total de 25 pl. A reagdo de
amplificacdo ocorreu a temperatura fixa de 71 °C em tempo de 60 minutos.

Os resultados de cada etapa foram registrados fotograficamente e em gel de agarose 2,5
% com SYBR safe (0,009 % v/v) em Tampao Tris/Borato/EDTA 1X (TBE). Para corrida de 40

minutos foram usados 120 V de tensdo.

3.2.9. Avaliacgao de interferentes para a técnica de LAMP

Duas das trés amostras usadas neste projeto podem apresentar componentes que
provocariam interferéncia em uma reacdo de PCR: o soro e a salina. Por isso, a influéncia desses
componentes para a amplificacdo do material genético foi avaliada com a abordagem 2
(Colorimétrica), que mostrou um limite de detec¢do melhor que o da abordagem 1 (Nao-
colorimétrica).

Desse modo, o protocolo descrito para o0 método 2 no topico 3.2.8 foi repetido diluindo
as diferentes quantidades de DNA (10 ng, 1 ng, 0.1 ng, 0.01 ng, 0.005 ng, 2.5 pg, 1.25 pg, 0.62
pg, 0.31 pg, 0.15 pg) em 8 pl de soro ou salina.

3.2.10. Avaliacao da especificidade para a técnica de LAMP

Os iniciadores desenhados foram avaliados quanto a anelamentos inespecificos com
algumas das espécies de organismos que em humanos provocam sintomas confundidos com o
loxoscelismo, quais sejam: Leishmania braziliensis, Herpes simplex (HSV-1), Rickettsia
rickettsii, Rickettsia parkeri e Corynebacterium pseudotuberculosis. Para isso, o protocolo para
a abordagem 2 descrito no topico 3.2.7 foi usado para essa avaliagdo, utilizando 20 ng de DNA

de cada organismo e um tempo de 60 minutos para a amplificacdo do material genético.
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3.2.11. Deteccio de DNA de Loxosceles em amostras de coelho por LAMP

Os trés diferentes tipos de amostras (Soro, swab e pelo) foram avaliados quanto a
presenca de DNA da aranha L. intermedia, cuja pegonha foi usada para o envenenamento dos
animais modelo. As condi¢des definidas durante o processo de padronizacdo da técnica de
LAMP foram utilizadas para realizacao dos testes com as amostras.

Assim, em uma placa de PCR de 96 pocgos foram adicionados 2 ul de agua, 12,5 ul de
Master Mix (1X), 2,5 ul de iniciadores (1X) e 8 ul de DNA das diferentes amostras (soro,
exsudato ou pelo) extraidas conforme apresentado no tépico 3.1.9. A reagdo ocorreu em
temperatura constante de 71 °C e tempo de 60 minutos. Os resultados desta etapa foram
registrados fotograficamente e em gel de agarose 2,5 % com SYBR safe (0,009 % v/v) em
Tampao Tris/Borato/EDTA 1X (TBE). Para corrida de 40 minutos foram usados 120 V de

tensao.

3.3. Anailise comparativa - LAMP x PCR

Com o objetivo de comparar os resultados encontrados para a analise das amostras com
a LAMP, foi feita uma avaliagdo também por PCR. Para essa técnica avaliamos: a sensibilidade
de detec¢do utilizando os iniciadores externos F3 e B3 desenhados; a especificidade com os
mesmos organismos utilizados para a LAMP e também a detec¢do do DNA da aranha nas
diferentes amostras coletadas. As condi¢des de cada andlise estdo apresentadas nos topicos

33.1e3.3.2.

3.3.1. Avaliacio da sensibilidade e especificidade para a técnica de PCR

Assim como feito para a técnica de LAMP, a sensibilidade da PCR para DNA de aranhas
Loxosceles também foi avaliada. Para isso, o protocolo apresentado no tdépico 3.2.2 foi
executado utilizando quantidades decrescentes de DNA de L. similis: 10, 5, 1, 0.5, 0.1, 0.02,
0.01 € 0.002 ng.

A especificidade foi avaliada utilizando também o protocolo apresentado no tdépico
3.2.2, mas utilizando cerca de 20 ng de DNA dos seguintes organismos: Leishmania

braziliensis, Herpes simplex (HSV-1), Rickettsia rickettsii, Rickettsia parkeri e
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Corynebacterium pseudotuberculosis, para garantir que a técnica fornecesse um diagndstico

diferencial.

3.3.2. Deteccio de DNA de Loxosceles em amostras de coelho por PCR

As amostras também foram avaliadas quanto a presenca de DNA de L. intermedia por
PCR convencional. Com esse objetivo, o protocolo descrito no topico 3.2.2 foi utilizado para o

volume de 8 ul de cada amostra (soro, swab e pelo).

4. RESULTADOS
4.1. Padronizacio de LAMP para detec¢do de DNA de aranhas Loxosceles

A LAMP (amplifica¢do isotérmica mediada por loop) ¢ uma técnica de biologia
molecular utilizada para detectar moléculas de DNA ou RNA alvo em uma amostra. Para
adaptar a técnica de LAMP aos objetivos do trabalho foi necessario, primeiramente, padronizar
as melhores condicdes para o teste e, dessa forma, garantir que os resultados sejam confidveis
e reprodutiveis. Por isso, foram definidas algumas etapas da LAMP para definir as melhores
condig¢des de trabalho. Os resultados de cada etapa definida foram apresentados nos topicos a

seguir 4.1.1 e 4.1.9.

4.1.1. Desenho de iniciadores

O processo de desenho de iniciadores de LAMP especificos para aranhas do género
Loxosceles teve inicio com uma varredura na literatura por sequéncias mais utilizadas para o
desenho de iniciadores para aranhas de forma geral. As sequéncias mais usuais estdo
apresentadas nas colunas da Tabela 8. Em seguida, verificou-se a existéncia de sequéncias
correspondentes a essas para diferentes espécies de Loxosceles, com destaque para L.
intermedia, L. gaucho e L. laeta, que sdo as espécies mais comuns € que provocam a maior

parte dos acidentes com aranhas no territorio brasileiro.

Tabela 8 - Regides génicas usualmente utilizadas para desenho de iniciadores de aranhas e a
respectiva presenga (verde) ou ndo (vermelho) de anotacdo correspondente para aranhas do
género Loxosceles

Sequéncias
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Espécie 16S Citocromo C | Histona 3 28S Esfingomielinase-D

L. amazonica -

L. chapadensis - - -

L. ericsoni - - -

L. gaucho -

L. hirsuta -

L. intermedia -

L. similis - -

L. laeta

Os arquivos em formato FASTA foram obtidos e submetidos a alinhamento multiplo
com sequéncias correspondentes a outros diferentes organismos, conforme a abordagem
apresentada no topico 3.2.1, para a obtencdo de sequéncias consenso. Contudo, para as
sequéncias de citocromo C e 16S ndo foi possivel obter sequéncias suficientemente
conservadas, por isso foram eliminadas como candidatas ao desenho de iniciadores. Sequéncias
consensos foram obtidas para as sequéncias de Histona 3, 28S e para esfingomielinase D

(Tabela 9).

Tabela 9 - Etapas criticas para o desenho de iniciadores para LAMP de aranhas do género
Loxosceles

Tamanho médio  Sequéncia Identidade com Obt;ng:ao
aproximado consenso outros organismos* | | ¢
iniciadores
16S ~900 Niao - -
Citocromo C ~900 Nao - -
Histona 3 ~500 Sim Sim — 80% -
28S ~1800 Sim Nao - 0% Sim
ESﬁ“gOg'eh“ase ~1200 Sim Nio — 0% Nio

*Organismos listados na Tabela 5

Apds uma etapa de BLAST com os organismos apresentados na Tabela 5, a sequéncia
para Histona 3 também foi eliminada, por apresentar identidade de aproximadamente 80% com
o fungo Aspergillus.

As sequéncias consenso para 28S e esfingomielinase D, que apresentaram melhores
resultados foram submetidas ao programa PrimerexplorerV5 desenvolvido especificamente

para desenho de iniciadores para LAMP. Ao final do processo somente dois grupos candidatos
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a iniciadores puderam ser gerados a partir da sequéncia do RNA ribossomal 28S (Anexo C).
Os iniciadores obtidos, bem como as principais caracteristicas como: tamanho, temperatura de

hibridizagao e conteudo GC de cada um, estao apresentados nas Tabela 10 e Tabela 11.

Tabela 10 - Caracteristicas e sequéncias dos iniciadores obtidos para a regido 28S (conjunto 1)
de aranhas do género Loxosceles
Conjunto de iniciadores 28S (1)

Posicdo Estabilidade .
Nome Tamanho Tm GC Sequéncias (5°-3°)
5'pos  3'pos 5'dG 3'dG
F3 26 44 19 60.44 | -5.18 -7.53 0.58 CCGATTTATCGGTTGGGCG
B3 219 238 20 59.09 | -6.08 -4.62 0.55 CCAGCTATCCTGAGGGAAAC
FIP . ) 38 ) ) ) ) TCCTCTGGCTTCGTCCTGCC-
GAGTCGGAGCGTACACGT

BIP 40 TGCAAATCGATCGTCAGACCCG-

i i i i i i CGGAGGGAACCAGCTACT
LF 63 81 19 61.15| -5.05 -5.86 0.58 CACCATCTTTCGGGTCCCA
LB 174 195 22 62.30 | -7.38 -5.02 0.50 GGGCGAAAGACTAATCGAACCA

Tabela 11 - Caracteristicas e sequéncias dos iniciadores obtidos para a regido 28S (conjunto 2)
de aranhas do género Loxosceles
Conjunto de iniciadores 28S (2)

Estabilidade

Posigao

Nome Tamanho Tm GC Sequéncias (5°-3)
S'pos  3'pos 5'dG 3'dG
F3 45 62 18 60.47 | -5.53  -5.88 0.61 GAGTCGGAGCGTACACGT
B3 221 239 19 60.36 | -7.09 -5.20 0.58 GCCAGCTATCCTGAGGGAA
— 0 CGGACCTCCACCAGAGTTTCCT-
) ) ) . . . GGACCCGAAAGATGGTGAAC
BIP 40 TGCAAATCGATCGTCAGACCCG-
) ) ) ) ) ) CGGAGGGAACCAGCTACT
LF 91 107 17 62.87 | -5.75  -6.76 0.65 TGGCTTCGTCCTGCCCA
LB 175 197 23 61.20 | -6.54 -4.90 0.48 GGCGAAAGACTAATCGAACCATC

As nomenclaturas dos iniciadores nas tabelas designam: F3 e B3 como iniciadores
externos (forward e backward), FIP e BIP como iniciadores internos (forward e backward) e

LF e LB como iniciadores de loop (forward e backward).
4.1.2. Teste preliminar dos iniciadores desenhados
Apo6s a obtencao dos conjuntos de iniciadores foi realizado um teste preliminar com os

iniciadores externos forward (F3) e backward (B3) de cada conjunto gerado (conjunto 28S (1)

e conjunto 28S (2). O resultado da PCR com esses iniciadores esta demonstrado na Figura 8.
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N Conjunto 1 Conjunto 2

M 55°C 60°C 65°C 55°C 60°C 65°C 55°C 60°C 65°C

885§

Figura 8 - PCR com DNA polimerase Taq platinum para avaliagdo da efetividade dos
iniciadores externos desenhados. Trés temperaturas para a hibridizacao dos iniciadores foram
testadas: 55 °C, 60 °C e 65 °C com os dois conjuntos de iniciadores. O fragmento amplificado
apresentou tamanho de aproximadamente 200 pb. DNA Loxosceles similis (10 ng) foi usado.
M: Marcador molecular de 100 pb. N: Controles negativos (sem DNA).

Os iniciadores foram desenhados a partir de uma sequéncia consenso. Desse modo,
conhecendo a posi¢ao 5’ e 3’ dos iniciadores externos € possivel estimar o tamanho do
fragmento amplificado por esses iniciadores. Dessa forma, era esperado um fragmento de
aproximadamente 200 pb, o que condiz com as bandas de fragmentos observadas pela
amplificacdo do material genético alvo (DNA de L. similis). Com isso, ¢ possivel concluir que
os iniciadores externos foram efetivos na amplificagdo do material genético, visto que o
controle negativo (tampao de reagdo) ndo amplificou com as mesmas condi¢des. Ainda ¢
possivel dizer, que os iniciadores foram hibridizados mesmo com uma variagdao em 10 °C na

temperatura de amplificagdo.

4.1.3. Determinac¢io da concentracio de iniciadores e temperatura de amplificacao para

as abordagens 1 (Ndo-colorimétrica) e 2 (Colorimétrica)

A primeira e uma das etapas mais importantes para a reagdo de LAMP ¢ a defini¢do da
melhor concentracdo de cada um dos pares de iniciadores desenhados. A técnica desenvolvida
por Notomi e colaboradores (2000) propds uma relagao de 1:2:8, representada respectivamente
por: iniciadores externos (forward e backward — F3/B3), iniciadores de loop (forward e
backward — LF/LB) e iniciadores internos (forward e backward — FIP/BIP).

Mantendo essa propor¢do, foram determinadas 3 diferentes concentragdes de
iniciadores: 1X (0.2 uM | 0.4 uM | 1.6 uM), 0.5X (0.1 uM | 0.2 uM | 0.8 uM) e 0.25X (0.05
puM | 0.1 uM | 0.4 uM). O teste realizado com a abordagem 1 (Ndo-colorimétrica) utilizou as

condicdes apresentadas na Tabela 12.
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Tabela 12 - Condigdes definidas para avaliagdo da melhor concentracdo de iniciadores e
temperatura de amplificagdo para a abordagem 1 de LAMP

Componentes | Tampio Mg** dNTP Iniciadores* Enzima  DNA  Temperatura
P b (mM)  (mM) (unidades)  (ng) °C)
60
Concentrago/ 1X 6
Onrc N 1X 6 1.4 0.5X 8 10 68
SO 0.25X 71

*concentragoes de iniciadores (F3/B3, LF/LB, FIP/BIP): 1X (0.2 uM | 0.4 uM | 1.6 uM), 0.5X
(0.1 uM | 0.2 uM | 0.8 uM) € 0.25X (0.05 uM | 0.1 uM | 0.4 uM)

O objetivo desta etapa foi avaliar qual a concentragdo de primer e qual a temperatura
seriam as mais adequadas para amplificacdo do material genético alvo.

Com o resultado obtido (Figura 9) constatou-se que foi possivel amplificar o material
genético em todas as condigdes realizadas, seja de concentragdo de primer ou temperatura. Para
as diluicdes de 0.5X e 0.25X as bandas de fragmentos no gel estdo mais definidas e
homogéneas, ao passo que para a dilui¢do de 1X os fragmentos ficaram menos definidos e se
concentraram em aproximadamente 300 pb.

Em relagdo a temperatura, pode-se dizer que em todas as quatro avaliadas (60, 65, 68 ¢
71 °C) os iniciadores e enzima mantiveram a atividade. Porém, nas duas menores temperaturas
(60 e 65 °C) ocorreu amplificacdo nao especifica dos controles negativo (sem DNA). Definindo
a temperatura de trabalho como 71°C a melhor diluigdo seria a de 0.5X, uma vez que a
intensidade das bandas ndo sofre influéncia da temperatura. Dessa forma, as condi¢des

escolhidas foram: temperatura de 71 °C e dilui¢cao de primer de 0.5X.
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Figura 9 - Avaliagdo de diferentes concentragdes de iniciadores e temperaturas para
amplificacdo de DNA de Loxosceles similis. Amplificacdo de DNA com iniciadores na diluigao
1X (A); 0.5X. (B) e 0.25X (C) em quatro diferentes temperaturas 60, 65, 68 ¢ 71 °C. D)
Avaliagdo da amplificagdo de fragmentos em controles negativos, sem DNA, para as
temperaturas 60, 65, 68 e 71 °C. M: Marcador molecular de 100 pb.

A melhor concentragdo de primer também foi avaliada com a abordagem 2
(Colorimétrica), que utiliza vermelho de fenol para visualizar, a olho nu, a amplificacdo de

material genético.

Tabela 13 - Condigdes definidas para avaliacdo da melhor concentragdo de iniciadores para a
abordagem 2 de LAMP

DNA
Componentes MasterMix Iniciadores* i) Temperatura (°C)
0.25X
Concentragao/ reacdo 1X 0.5X 10 71
1X

*concentragdes de iniciadores (F3/B3, LF/LB, FIP/BIP): 1X (0.2 uM | 0.4 uM | 1.6 uM), 0.5X
(0.1 uM 0.2 uM | 0.8 uM) € 0.25X (0.05 uM | 0.1 uM | 0.4 uM)
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A. B. Dilui¢&o de primer

M 1 05x 025X N

1x 0.5x 0.25x N
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Figura 10 - Avaliacao de diferentes concentracdes de iniciadores para amplificacdo de DNA de
Loxosceles similis com a abordagem 2 (Colorimétrica). Utilizou-se trés diferentes dilui¢des de
primer 1X, 0.5X e 0.25X. A) Tubos de reacao de cada dilui¢do. A cor amarela indica resultados
positivos e cores avermelhadas indicam resultados negativos. B) Avaliagdo da amplificacdo em
gel de agarose (2.5%) para a reacdo com as diferentes dilui¢des. M: Marcador molecular de 100
pb. N: Controle negativo (sem DNA).

Na Figura 10 € possivel perceber que o material apresentou melhor amplificagdo na
concentragdo de primer de 1X e que a coloragdo da solucdo (Figura 10A) foi consistente com o
observado na amplificagdo de fragmentos no gel (Figura 10B). Dessa forma, a concentragdo de

iniciadores mais adequada para a abordagem 2 seria de 1X.

4.1.4. Determinacio da concentracio de dNTP para a abordagem 1 (Ndo-colorimétrica)

Para as reagdes de LAMP, em comparacdo com as reagdes de PCR tradicional, utiliza-
se uma alta concentragdo de dNTP o que pode vir a aumentar o custo por reagdo. Por isso,
partindo da concentragdo de 1.4 mM, de cada ANTP, definida pelos autores da técnica (Notomi
et al., 2000), foi feita uma avaliacdo da menor concentragdo de dNTP, que amplificaria 0o DNA
com a mesma eficiéncia. As condi¢des utilizadas para o LAMP com a abordagem 1 estdo

apresentadas na Tabela 14 e o resultado da etapa na Figura 11.

Tabela 14 - Condi¢des definidas para avaliagao da concentracdo de NTP para a abordagem 1
de LAMP.

C . T N Mg* dNTP Pri Enzima DNA Temperatura
omponentes ampao rimmer .
P P mM)  (mM) (unidades)  (ng) ©°C)
i 0.4
Concentragao/ |+ 6 0.6 0.5X 8 10 71
reagao L0
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1.4

Concentragédo de dNTP (mM)

M N 1.4 1.0 0.6 0.4

Figura 11 - Avaliagdo de diferentes concentracdes de dNTP para reagdes de LAMP com a
abordagem 1 (Ndo-colorimétrica) para DNA da aranha Loxosceles similis. Foram testadas
quatro diferentes concentragdes de ANTP, 1.4 mM, 1.0 mM, 0.6 mM e 0.4 mM. Foi usado 10
ng de DNA de L. similis. M: Marcador molecular de 100pb. N: Controle negativo (sem dNTP).

A partir dos resultados da Figura 11, concluiu-se que para todas as concentragdes de
dNTP utilizadas, obteve-se amplificagdo consistente. Com o objetivo de reduzir a quantidade
de dNTP, a concentragdo de 1 mM foi a que apresentou o melhor resultado quando comparado
a 1.4 mM. Por isso, para as demais etapas foi utilizada a concentracao de 1 mM para os testes

de LAMP.

4.1.5. Determinacdo da concentracio de enzima (BST 2.0) para a abordagem 1 (Ndo-

colorimétrica)

A quantidade de enzima (BST 2.0) também ¢ muito importante para uma boa
amplificagdo de DNA ao se fazer uso da abordagem 1. Foram testadas trés diferentes
quantidades de enzima. A maior quantidade (8 unidades) foi definida baseando-se no artigo que
introduziu a técnica de LAMP (Notomi et al., 2000). A partir das 8 unidades foram feitas
dilui¢des para avaliar a minima quantidade de enzima necessaria para amplificar o material
genético com a mesma eficiéncia. As condigdes utilizadas para o LAMP com a abordagem 1

estdo apresentadas na Tabela 15.

Tabela 15 - Condi¢des definidas para avaliagdo da menor quantidade de enzima para a
abordagem 1 de LAMP
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Componentes | Tampao Mg AN i Enzima DNA Temperatura
’ PO M) (mMm) Gulthi)  (6n) )
5 2
Concentfagao/ 1% 6 L0 05X . " .
reagdo N

Quantidade de enzima (Unidades)
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Figura 12 - Avaliagdo de diferentes quantidades de enzima Ndo-colorimétrica 2.0 para reagdes
de LAMP com a abordagem 1 (Ndo-colorimétrica) para DNA da aranha Loxosceles similis.
Foram avaliadas trés diferentes quantidades de enzima: 8, 4 ¢ 2 unidades. A reagdo foi realizada
com 10 ng de DNA de L. similis. N: Controle negativo (sem DNA).

Com o resultado da Figura 12 constatou-se que, mesmo havendo amplificacdo para a
quantidade de 4 unidades de enzima, essa amplificagdo ficou aquém daquela observada para a
reagdo com 8 unidades. Além disso, essa quantidade foi eficiente em ndo produzir
amplificacdes inespecificas. Por isso, a quantidade de 8 unidades de enzima foi mantida para

as demais etapas de LAMP.

4.1.6. Determinac¢io do tempo de amplificacio para as abordagens 1 (Nao-colorimétrica)

e 2 (Colorimétrica)

A LAMP ¢ uma técnica que se propde a ser rapida quando comparada as técnicas de
PCR tradicional, com tempo de amplificagcdo que poderia variar entre 15 e 60 minutos. Por isso,
neste trabalho foram avaliados trés diferentes tempos para observar qual o menor tempo
necessario para amplificar de forma satisfatoria o material genético alvo. As condigdes

utilizadas para o LAMP com ambas as abordagens avaliadas estdo apresentadas nas Tabela 16
e Tabela 17.
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Tabela 16 - Condicdes definidas para avaliagdo do melhor tempo de amplificagdo para a
abordagem Ndo-colorimétrica (1) de LAMP

CamaiEies | s Mg?** dNTP Primer Enzima DNA Temperatura
b P (mM)  (mM) (unidades)  (ng) °C)
15
tracs
Concen fagao/ 1X 6 L0 05X q " “
reagdo 60

Tabela 17 - Condigdes definidas para a avaliagdo para avaliagdo do melhor tempo de
amplificacdo para a abordagem 2 de LAMP

. . DNA
Componentes MasterMix Primer (ng) Temperatura (°C)
0.25X
Concentragao/ reacao 1X 0.5X 10 71
1X

Tempo de amplificagao (minutos)

(
(

-
o —
i —
e —
o —
- —
- —

1

Figura 13 - Avaliacdo de diferentes tempos de amplificacdo para reagoes de LAMP com a
abordagem 1 para detec¢ao do DNA de aranhas Loxosceles. Trés tempos de amplificacdo foram
avaliados 15, 30 e 60 minutos. M: Marcador molecular de 100 pb. P: DNA de L. similis (DNA
de L. similis). N: Controles negativos (sem DNA).
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Figura 14 - Avaliacdo de diferentes tempos de amplificagdo para reacdes de LAMP com a
abordagem 2 para aranhas Loxosceles. Trés tempos de amplificacdo foram avaliados: 15, 30 e
60 minutos. A) Tubos de reacao para cada tempo avaliado: amarelo indica resultados positivos
e avermelhado, resultados negativos. B) Gel de agarose (2.5%) para a reacdo com os diferentes
tempos. M: Marcador molecular de 100 pb. P: DNA de L. similis (10 ng). N: Controles
negativos (sem DNA).

Com o uso da abordagem 1 (Figura 13) constatou-se que o melhor tempo para alcancar
um resultado satisfatorio foi de 60 minutos, uma vez que os demais tempos testados foram
insuficientes para uma boa amplifica¢do.

Ja com a abordagem 2 (Figura 14) € possivel observar que para a dilui¢do de primer 1X,
o tempo de 30 minutos foi suficiente para que houvesse uma boa amplificacdo do DNA (Figura
14B) e fosse observado o contraste de cores no tubo de reagdo (Figura 14A). Além disso, no
tempo de 60 minutos, ambas as dilui¢des de iniciadores testadas (1 e 0.5X) puderam amplificar
com eficiéncia o material genético. Por isso, assim como para a abordagem 1, definiu-se 60

minutos como o melhor tempo para amplificagdao de DNA.

4.1.7. Avaliacdo da sensibilidade da técnica de LAMP para as abordagens 1 (Ndo-

colorimétrica) e 2 (Colorimétrica)

Ap6s definidas as etapas propostas para a padronizacdo do LAMP com as abordagens 1
(Ndo-colorimétrica) e 2 (Colorimétrica), foi realizada uma andlise da quantidade minima de
DNA detectavel por LAMP. Para isso, foram utilizadas quantidades decrescentes de DNA,
sendo elas: 10, 1, 0.1, 0.01 e 0.005 ng para a abordagem 1 e de 10, 1, 0.1, 0.01 (ng), 5, 2.5,
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1.25,0.63,0.32, 0.15 (pg) para a abordagem 2. As condi¢des definidas para a realizagdo do teste

estdo resumidas nas Tabela 18 (método 1) e Tabela 19 (método 2).

Tabela 18 - Condic¢des definidas para avaliagdo do limite de detec¢ao de amostra para a
abordagem Ndo-colorimétrica (1) de LAMP

M 2+ ) E 9
Componentes Tampao (mi/l) dNTP (mM) Primer (unril(ziil?:s) Temperatura (°C)
trach
ConcentragZof 1X 6 1.0 0.5X 8 71
reagio

Tabela 19 - Condigdes definidas para avaliagdo do limite de detecgdo de amostra para a
abordagem colorimétrica (2) de LAMP

Componentes Mastermix Primer Temperatura (°C)
Concentragao/ reacdo 1X 0.5X 71
Quantidade de DNA (ng)
M N 10 1 0.1 0.01 0.005

600 bp

400 bp
300 bp
200 bp

Figura 15 - Avaliagdo da sensibilidade da LAMP com a abordagem 1. Cinco quantidades de
DNA de L. similis foram utilizadas: 10, 1, 0.1, 0.01 e 0.005 ng. M: Marcador molecular de 100
pb. N: Controles negativos (sem DNA).

Como apresentado na Figura 15, foi possivel perceber que o limite de detec¢ao ou
sensibilidade para a técnica de LAMP com a abordagem 1 (Ndo-colorimétrica) foi da ordem de
picogramas (10 pg) superior ao apresentado por alguns trabalhos que ja fizeram uso da técnica
para a deteccao de microsporidio e virus da hepatite B (HBV) (Kato et al., 2020; Notomi et al.,
2000), mas ainda ndo tdo sensivel quanto ao ja alcancado por outros na investigagao de
Mycobacterium tuberculosis e patogenos de graos (Magnaporthe oryzae e Sarocladium oryzae)

(Jaroenram et al., 2020; Prasannakumar et al., 2021).
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Figura 16 - Avaliacdo da sensibilidade da LAMP com a abordagem 2. Diferentes quantidades
de DNA de L. similis foram usadas: 10, 1, 0.1, 0.01 (ng), 5, 2.5, 1.25,0.63, 0.32, 0.15 (pg). A)
Coloragdo de cada reacdo avaliada: amarelo (positivo) e avermelhado (negativo). B) Gel de
agarose (2.5%) para a reagdo com as diferentes quantidades de DNA. M: Marcador molecular
de 100 pb. N: Controles negativos (sem DNA).

A sensibilidade alcangada com a abordagem 2 foi de 0.32 pg. Dessa forma, a abordagem
foi cerca de 32 vezes mais sensivel quando comparado a abordagem 1 e também mais rapida
(30 min). Assim sendo, a partir de agora utilizaremos apenas a abordagem 2 por sua alta

sensibilidade.

4.1.8. Avaliacdo de interferentes (Efeito de matriz) para a técnica de LAMP com a

abordagem 2 (Colorimétrica)

Alguns tipos de amostras podem apresentar fatores interferentes para métodos
diagnosticos. Nesse sentido, foi avaliada a influéncia de soro e salina para as reagdes de LAMP,

uma vez que esses componentes normalmente ndo compdem esse tipo de reacao.
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Quantidade de DNA (ng) + Soro Quantidade de DNA (ng) + Salina
N 10 1 0.1 0.01 0.005 N 10 1 0.1 0.01 0.005

Quantidade de DNA (ng) + Soro Quantidade de DNA (ng) + Salina

M N 10 1 0.1 0.01 0.005 N 10 1 0.1 0.01  0.005

600bp

400bp
300bp
200bp

Figura 17 - Avaliacdo de soro e salina como potenciais interferentes para a técnica de LAMP.
A) Coloragao correspondente a cada quantidade de DNA (10 a 0.005 ng) diluidos em 8 pl de
soro e salina respectivamente. B) Gel de agarose (2.5%) para as diferentes quantidades de DNA
de L. similis preparadas em soro ¢ salina. M: Marcador molecular de 100 pb. N: Controles
negativos (sem DNA).

A partir do resultado obtido no gel de agarose (Figura 17B) nota-se que soro e salina
nao puderam ser considerados interferentes para técnica. Contudo, ao se observar a coloracdo
dos tubos de reacdo (Figura 17A) percebe-se que para as reacdes com sOro, ocorreu certa
interferéncia na colorag@o dos tubos para quantidades inferiores a 0.1 ng de DNA, tendendo o
resultado para o negativo. Essa interferéncia na coloragdo nao foi observada nas reagdes com

salina.

4.1.9. Avaliacdo da especificidade da técnica de LAMP para a abordagem 2

(Colorimétrica)

Com o objetivo de verificar se os iniciadores desenhados para aranhas do género
Loxosceles gerariam reacdes cruzadas, foi realizado um ensaio de LAMP para alguns destes
organismos, quais sejam: Leishmania braziliensis, Herpes simplex (HSV-1), Rickettsia

rickettsii, Rickettsia parkeri e Corynebacterium pseudotuberculosis.
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Figura 18 - Avaliacdo da especificidade da técnica de LAMP com a abordagem 2. Foram
testados DNA 20 ng de Rickettsia rickettsii (1), Rickettsia parkeri (2), Leishmania braziliensis
(3), Corynebacterium pseudotuberculosis (4) e Herpes simplex-1 (5). M: Padrao molecular de
100 pb. N: Controle negativo (Sem DNA). P: Controle positivo (10 ng de DNA L. similis).

Com os resultados da Figura 18 podemos concluir que os iniciadores desenhados para
o LAMP foram especificos em amplificar o DNA de L. similis, ndo gerando amplificagdes

inespecificas com os demais materiais genéticos avaliados.

4.1.10. Deteccao de DNA de L. Intermedia em amostras de coelho utilizando LAMP com

abordagem 2 (Colorimétrica)

Ap6s definidas as melhores condi¢des para a LAMP, foram realizados ensaios com o
DNA extraido de amostras de soro, swab e pelo coletadas nos seis tempos (1 h, 8 hrs, 24 hrs,
48 hrs, 72 hrs e 240 hrs) apods inoculagdo do veneno de L. intermedia em coelhos. O resultado

de cada analise esta apresentado nas Figura 19, Figura 20 e Figura 21.
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A B. Controle negativo 1h 8 hrs 24 hrs
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Figura 19 - LAMP para detec¢do de DNA de L. intermedia em amostras de pelo de coelhos
experimentalmente envenenados. A) Coloracdo dos tubos de reagdo para cada amostra de pelo
nos seis tempos pos envenenamento. B) Gel de agarose 2.5% para as amostras nos tempos. M:
Marcador molecular de 100 bp. Controle negativo: amostras coletadas anteriormente ao
envenenamento. N: Reacdo sem analito. P: DNA de L. similis (10 ng). C1 a C6 refere-se a
coelhos 1 a 6.

Controle negativo 1h 8 hrs 24 hrs
C1 G2 ©3 €4 ©5 C8 M C1C2C3C4C5 C6C1 C2C3 C4C5C6 C1 C2C3C4 C5C6 C1C2C3 C4 C5C6

? PERRRENT 1§
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24 hrs
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48 hrs 72 hrs 240 hrs
72 hrs . f M N P C1 C2C3 C4 C5C6 C1 C2 C3 C4 C5 c6 C1 C2 C3 C4 C5 C6

240 hrs
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Figura 20 - LAMP para deteccdo de DNA de L. intermedia em amostras de swab de coelhos
experimentalmente envenenados. A) Coloracao dos tubos de reacdo para cada amostra de swab
nos seis tempos pos envenenamento. B) Gel de agarose 2.5% para as amostras nos tempos. M:
Marcador molecular de 100 bp. Controle negativo: amostras coletadas anteriormente ao
envenenamento. N: Reacdo sem analito. P: DNA de L. similis (10 ng). C1 a C6 refere-se a
coelhos 1 a 6.
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240 hrs

Figura 21 - LAMP para deteccdo de DNA de L. intermedia em amostras de soro de coelhos
experimentalmente envenenados. A) Coloracdo dos tubos de reagdo para cada amostra de soro
nos seis tempos pos envenenamento. B) Gel de agarose 2.5% para as amostras nos tempos. M:
Marcador molecular de 100 bp. Controle negativo: amostras coletadas anteriormente ao
envenenamento. N: Reacdo sem analito. P: DNA de L. similis (10 ng). C1 a C6 refere-se a

coelhos 1 a 6.
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Figura 22 — Resumo dos resultados dos testes com LAMP para as amostras de pelo, swab e soro
nos diferentes tempos apds o envenenamento de coelhos. A) Amostras de pelo. B) Amostras de
swab. C) Amostras de soro.

Com base nos resultados apresentados nas Figura 19, Figura 20 e Figura 21, foi possivel
confirmar que a LAMP foi eficiente em confirmar o envenenamento experimental nos trés tipos

de amostras avaliadas: soro, exsudato (swab) e pelo. Para as amostras de pelo e soro (Figura 19
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e Figura 21), a deteccdo pode ser feita nos tempos de 1 a 72 horas, j& para as amostras de swab
(Figura 20) essa deteccdo foi observada até 24 horas ap6s envenenamento.

Para avaliar se com o uso LAMP foi possivel distinguir com significancia estatistica
resultados positivos dos negativos, estatisticas comparativas foram calculadas para cada tempo
(1, 8, 24, 48, 72 e 240 hrs) em relagdo aos controles negativos de cada amostra. Para este
trabalho o n para cada grupo (por tempo) foi de 6 coelhos, as variaveis foram do tipo qualitativa
(positivo e negativo) e os controles negativos e amostras foram retirados de um mesmo animal
(amostras pareadas). Com isso, o teste estatistico realizado para as analises comparativas foi o

teste nao paramétrico Qui-quadrado.

Tabela 20 - Avaliagdo estatistica de LAMP para amostras de pelo, swab e soro.

Amostras
Pelo Swab Soro
Xobs’ Valor-p Xobs? Valor-p Xobs? Valor-p
CNx1lh 6 <0.025 8.57 <0.005 12 <0.005
CN x 8 hrs 8.57 <0.005 8.57 <0.005 8.57 <0.005
CN x 24 hrs 4 <0.05 1.09 SD 6 <0.025
CN x 48 hrs 6 <0.025 0 SD 4 <0.05
CN x 72 hrs 4 <0.05 0 SD 2.4 SD
CN x 240 hrs 0 SD 0 SD 0 SD

CN= Controle negativo (0 h); SD: Sem diferenga estatisticamente significativa.

A andlise estatistica realizada teve o propdsito de avaliar a homogeneidade na
comparagdo de varidveis categoricas e, com isso, aceitar ou rejeitar uma hipotese nula. A
hipétese nula (H,) deste trabalho, seria a de que os testes com LAMP para as amostras nao
conseguiria distinguir os resultados positivos de negativos.

Com os resultados apresentados na Tabela 20 nota-se que nos tempos de 1 e 8 hrs apos
0 envenenamento, para todas as amostras, foi possivel rejeitar a hipotese nula a um nivel de
significancia abaixo dos 2.5% e afirmar que os teste com LAMP conseguiram distinguir com
significancia estatistica os resultados positivos dos negativos nesses tempos.

Além disso, para as amostras de pelo, os resultados apresentaram diferencga estatistica
até o tempo de 72 hrs apds o envenenamento (<5%). Para as amostras de soro, essa distin¢do
estatistica entre resultados positivos e negativos foi observado num prazo de até 48 hrs apos o

envenenamento (<5%).
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4.1.11. Sensibilidade e especificidade da LAMP para as amostras

A sensibilidade e especificidade sdo parametros muito importantes para atestar a
qualidade de um teste. Dessa forma, ambos os pardmetros foram calculados para a LAMP de

cada amostra testada.

Tabela 21 - Sensibilidade e especificidade do LAMP para amostras de pelo, swab e pelo em
cada tempo avaliado (1 h-240 hrs).

Sensibilidade - Amostras Especificidade
Tempo (hrs) 1 8 24 48 72 240 -
Pelo 67% 83% 100%  67% 50% 0% 100%
Swab 83% 83% 17% 0% 0% 0% 100%
Soro 100%  83% 67% 50% 33% 0% 100%

Para o célculo da sensibilidade e especificidade da LAMP para as amostras de pelo,
swab e soro foram utilizados os dados do grafico apresentado na Figura 22.

A sensibilidade refere-se & quantidade de resultados positivos em relagdo ao total de
amostras, por tempo. Assim, para amostras de pelo, o melhor tempo de deteccdo foi de 24 hrs
(sensibilidade de 100 %). Ja para as amostras de swab os menores tempos de analise (1 h e 8
hrs) foram os que apresentaram melhor sensibilidade (83 %). Para as amostras de soro, os
melhores tempos para a detec¢do também foram nos mais recentes pds envenenamento (1 h e
8 hrs) com uma sensibilidade de 100 % e 83 % respectivamente.

A especificidade refere-se a quantidade de resultados negativos dentre um total que ¢
sabidamente negativo. A especificidade foi calculada para cada tipo de amostra coletada antes
do processo de envenenamento dos animais. Assim, conforme o apresentado na Figura 22 e na
Tabela 21, ¢ possivel constatar que para todas as amostras a especificidade da LAMP foi de

100%.

4.2. Analise comparativa — LAMP x PCR

4.2.1. Avaliacao da sensibilidade e especificidade para a técnica de PCR
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Ensaios de PCR foram também realizados tendo como o objetivo comparar a
sensibilidade e especificidade com a técnica de LAMP. Os resultados de cada andlise estdo

apresentados nas figuras Figura 23 e Figura 24.

Quantidade de DNA (ng)

M 10 5 1 0.5 0.1 002 001 0002 N

600 bp

400 bp
300 bp

200 bp

Figura 23 - Avaliacdo da sensibilidade para a técnica de PCR. Diferentes quantidades de DNA
de L. similis foram usadas: 10, 5, 1, 0.5, 0.1, 0.02, 0.01 e 0.002 (ng). Ensaio realizado com
iniciadores externos (F3 e B3) e enzima TagPlatinum™. M: Padrio molecular de 100 pb. N:
Controle negativo (Sem DNA).

600 bp

400 bp
300 bp

200 bp

Figura 24 - Avaliacdo da especificidade para a técnica de PCR. Foram testados 20 ng de DNA
de Rickettsia rickettsii (1), Rickettsia parkeri (2), Leishmania braziliensis (3), Corynebacterium
pseudotuberculosis (4) e Herpes simplex (HSV-1) (5). M: Marcador molecular de 100 pb. N:
Controle negativo (sem DNA). P: Controle positivo (10 ng de DNA de L. similis)

Como apresentado na Figura 23 a sensibilidade alcangada com a técnica de PCR foi de
20 pg. No comparativo com a técnica de LAMP, a PCR se mostrou 2 vezes menos sensivel que

a abordagem 1 para LAMP e cerca de 62 vezes menos sensivel que para a abordagem 2.
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Em relagdo a especificidade apresentada pela técnica de PCR (Figura 24), nota-se que
mesmo que nao tenha havido o padrao de amplificagdo correspondente ao controle positivo
(DNA de L. similis), para amostras de Herpes simplex percebeu-se uma amplificacao espuria
com tamanho do fragmento abaixo de 100 pb. Esse resultado ndo foi observado para os testes

de especificidade com LAMP (Figura 18).

4.2.2. Deteccio de DNA de Loxosceles em amostras de coelho por PCR

As amostras também foram analisadas quanto a possibilidade de detecgao de DNA com

a técnica de PCR.

CN 1hr 8hrs 24 hrs
M N P C1C2 C3 C4 C5 C6 C1C2 C3 C4 C5C6 C1 C2C3 C4 C5 C6 C1 C2 C3 C4 C5 C6

600 bp

400 bp
300 bp

200 bp

48 hrs 72 hrs 240 hrs

M C1 C2 C3 C4 C5C6 C1C2C3C4 C5C6 C1 C2C3 C4C5Ce

600 bp

400 bp
300 bp

200 bp

Figura 25 — PCR para identificar DNA de L. intermedia em amostras de pelo coletadas nos
diferentes tempos: 1, 8, 24, 48, 72 e 240 horas M: padrdo molecular de 100 pb. N: controle
negativo (reacdo sem DNA). P: controle positivo (10 ng de DNA de L. similis).
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Figura 26 - PCR para identificar DNA de L. intermedia em amostras de swab coletadas nos
diferentes tempos: 1, 8, 24, 48, 72 ¢ 240 horas M: padrao molecular de 100 pb. N: controle
negativo (reagdo sem DNA). P: controle positivo (10 ng de DNA de L. similis).

CN 1hr 8hrs 24 hrs

M N P C1C2 C3 C4 C5 C6 C1 C2 C3 C4 Co C6 C1 C2 C3 C4 C5 Cg C1 C2 C3 C4 C5 C6

600 bp

400 bp
300 bp

200 bp

48 hrs 72 hrs 240 hrs
M C1 C2 C3 C4 C5 C6 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C1 C2 C3 C4 C5 C6

600 bp

400 bp
300 bp

200 bp

Figura 27 - PCR para identificar DNA de L. intermedia em amostras de soro coletadas nos
diferentes tempos: 1, 8, 24, 48, 72 e 240 horas M: padrdo molecular de 100 pb. N: controle
negativo (reagdo sem DNA). P: controle positivo (10 ng de DNA de L. similis).

Em comparagdo com a técnica de LAMP, com PCR, a deteccdo pode ser somente
comprovada para as amostras de pelo e swab sendo 8 hrs o tempo com a maior sensibilidade

(50%) (Figura 25 e Figura 26). Para as amostras de soro, em nenhuma das amostras foi possivel
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confirmar o envenenamento por PCR, o que pode indicar que a quantidade de DNA nas

amostras poderia ser menor que o limite conseguido com a técnica (20 pg).

A B o
5 Negativos
HEm Positivos

(7]
2 41
)
Q
Q
[+/]
- 24
=

0 1 1 |

Tempos (hrs)

Figura 28 - Resumo dos resultados dos testes com PCR para as amostras de pelo, swab e soro
nos diferentes tempos apds o envenenamento de coelhos. A) Amostras de pelo. B) Amostras de
swab. C) Amostras de soro.

5. DISCUSSAO

A amplificacdo isotérmica mediada por alca (LAMP) surgiu como alternativa para
contornar algumas das limitagdes apresentadas pelas técnicas de PCR ja amplamente utilizadas.
E considerada uma ferramenta com alta especificidade, sensibilidade, simples e de rapida
execugdo atendendo, dessa forma, a maioria dos requisitos exigidos para categoriza-la como
teste rapido, no contexto de diagnosticos (OMS, 2014). Além dessas caracteristicas
mencionadas, ¢ possivel adicionar praticidade a LAMP com o uso de métodos visuais para
observacao dos resultados.

Como exemplos de métodos visuais tem-se: calceina (Tomita et al., 2008), iniciadores
marcados com fluoroforos (Yaren et al., 2017, 2018), métodos turbidimétricos (Mikita et al.,
2014), indicadores de pH (Ji et al., 2020; Tuersong et al., 2020). Em relacdo ao sucesso com o
uso de indicadores de pH, foi desenvolvido um mastermix para LAMP que permite a
observagao do resultado a olho nu, pela simples mudanca da coloracdo do vermelho para o
amarelo, quando a amplifica¢do ocorre (acidificacdo do meio).

Neste trabalho, avaliamos duas abordagens para LAMP. Em uma delas foi utilizado o
mastermix comercial, que por andlise apresentou uma melhor sensibilidade comparada a reacdo

na qual os componentes eram adicionados separadamente (ANTP, Mg?*, tampdo e enzima).
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Além de definir a melhor abordagem para se trabalhar com LAMP, foram avaliados
outros aspectos importantes como a concentragdo de iniciadores, a temperatura e o tempo de
amplificacao.

Em relagdo a concentragdo de iniciadores, seis no total, diversos trabalhos (Cao et al.,
2017; Tanner et al., 2015; Tuersong et al., 2020) mantiveram uma relacdo ja estabelecida pelos
idealizadores da técnica (Notomi et al., 2000). Por isso, propusemos a avaliacao de diferentes
diluicodes de iniciadores mantendo a mesma relacao proporcional entre eles (1:2:8). Com os
resultados obtidos, pudemos concluir que a melhor concentragdo para ambas as abordagens
seria de: 0.2 uM de F3/B3 (externos), 0.4 uM de LF/LB (alga) e 1.6 uM de FIP/BIP (internos),
corroborando com o achado nos outros trabalhos mencionados.

A temperatura de hibridizacdo ¢ um dos fatores de preocupagdo para grande parte das
técnicas de reagao em cadeia da polimerase, pois afetara diretamente a especificidade da
hibridizacao dos iniciadores desenhados. Por isso, avaliamos diferentes temperaturas (60, 65,
68 ¢ 71 °C) respeitando a faixa de trabalho da enzima utilizada (60-72 °C). Para este trabalho,
adotamos a temperatura de 71 °C por ter apresentado resultados consistentes e também com o
objetivo de evitar que ocorressem as amplificagdes inespecificas, que foram observadas nas
menores temperaturas testadas (60 e 65°C). Cabe ressaltar que mesmo utilizando um
temperatura de hibridizagdo superior a 7m dos iniciadores externos (F3 e B3), quando em
conjunto com os demais iniciadores, essa diferenca na temperatura nao parece interferir com o
funcionamento deles, o que ja foi observado em outros trabalhos (Mikita et al., 2014; Yaren et
al., 2018).

O tempo de reacdo também foi avaliado, por se tratar de uma das principais vantagens
adquiridas com a LAMP. Como destacado por Notomi e colaboradores (2000) a técnica poderia
ser executada em até 15 minutos. Por isso, avaliamos trés diferentes tempos (15, 30 e 60
minutos), sendo 60 minutos o tempo que garantiu os melhores resultados. Apesar de termos
conseguido uma boa amplificagdo com 60 minutos, ja existem estratégias na literatura com o
objetivo de aumentar a velocidade de reacdes com LAMP e que ainda nao foram avaliadas no
nosso estudo. Em uma delas ¢ adicionado cloreto de guanidina a reagdo. O mecanismo desse
ganho ainda ndo foi elucidado, mas a molécula parece atuar na melhoria da interacdo entre os
iniciadores e regioes alvo. Outra estratégia utilizada seria o uso de swarm iniciadores, que sao
iniciadores adicionais para regioes nas fitas opostas e upstream aos iniciadores internos (FIP e
BIP), criando assim novos pontos de inicio de sintese e aumentando a velocidade da reacao

(Lau et al., 2020; Yinhua Zhang et al., 2020; Zou et al., 2020).
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Ap6s definidas as principais etapas para um resultado confidvel e reprodutivel,
avaliamos também a sensibilidade e a especificidade para LAMP tendo como controle, o DNA
de L. similis. Para a abordagem 1, até 10 pg pode ser detectado como eficiéncia, sendo melhor
que a conseguida por alguns trabalhos (Kato et al., 2020; Notomi et al., 2000), mas ainda ndo
tdo sensivel quanto ao ja alcancado por outros (Jaroenram et al., 2020; Prasannakumar et al.,
2021). Em comparagao, para a abordagem 2, a quantidade detectada foi 32 vezes menor (0.315
pg), evidenciando o motivo de ter sido usada para a avaliagdo das amostras. Existe uma
dificuldade em se discutir o porqué do método colorimétrico se apresentar mais sensivel que o
método ndo-colorimétrico, principalmente devido ao desconhecimento sobre a composi¢ao do
mastermix utilizado. Uma especulagio possivel seria quanto a diferenca de quantidade de Mg?*
utilizada (6 mM para o método 1 contra 8 mM para o mastermix). Mas, essa variacio de Mg?*,
¢ avaliada quando desejamos aprimorar a especificidade da técnica ndo sendo direcionada a
avaliagdo da sensibilidade (Notomi et al., 2000).

A especificidade da LAMP foi avaliada com organismos que, em humanos provocam
sinais, principalmente lesionais, semelhantes ao loxoscelismo e, por isso, poderia confundir o
diagnostico durante a analise clinica e prejudicar o tratamento adequado. Com o0s nossos
resultados, é possivel confirmar que os iniciadores foram especificos para as amostras contendo
DNA de Loxosceles, pois ndo amplificaram nenhum dos demais materiais genéticos testados.

Para a anélise das amostras, a abordagem colorimétrica foi utilizada o que permitiu
observar, a olho nu, os resultados da avaliagdo. Dessa forma, o envenenamento experimental
por L. intermedia pode ser confirmado com os trés tipos de amostras avaliadas. Para as amostras
de pelo e soro, foi detectado envenenamento nos tempos de 1, 8, 24, 48 e 72 horas. As
sensibilidades, por tempo, para as amostras de pelo foram respectivamente 67%, 83%, 100%,
67% e 50% e para as de soro: 100%, 83%, 67%, 50% e 33%. Para as amostras de swab essa
detecgdo foi constatada em até 24 horas ap6s envenenamento (83%, 83% e 17%). Foi alcancado
100% de especificidade com o LAMP para todas as amostras analisadas. Em relagdo as
diferencas observadas no tempo de deteccao para as amostras, algumas especulagdes podem ser
levantadas. Em rela¢do as amostras de pelo ¢ possivel que a deteccdo pode ser feita por um
tempo mais prolongado, em decorréncia do bulbo capilar ter estado em maior contanto com o
veneno injetado (intradermicamente). Quanto as amostras de swab, a hipdtese para a redugao
do tempo de detecgdo estaria na etapa de coleta, uma vez que, para os diferentes tempos foi
realizada nos mesmos coelhos e sobre um mesmo local. Dessa forma, ¢ possivel que a cada
coleta parte do DNA tenha sido removido da superficie, impossibilitando a detec¢ao nos tempos

mais tardios. Em relacdo ao soro, a escassez de dados na literatura, dificulta a especulagao de
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justificativas sobre o tempo de deteccdo e sensibilidade dos resultados obtidos. Entretanto,
trabalhos comprovando a detec¢do de DNA em soro ja foram realizados corroborando assim a
hipotese levantada no nosso trabalho de que seja possivel detectar DNA em soro de animais
(Sharma et al., 2016a, 2016b; Suntrarachun et al., 2001).

Em comparag¢do com a LAMP, a andlise por PCR das amostras nos gerou resultados
menos satisfatorios detectando envenenamento apenas em amostras de pelo (1, 8 e 24 horas) e
swab (1 e 8 horas) nos tempos iniciais e com sensibilidades menores (méximo de 50 %) Com
a analise estatistica dos resultados, foi possivel afirmar que os testes com LAMP conseguiram
distinguir resultados positivos dos resultados negativos, com diferenca estatisticamente
significativa, em até 72 horas para amostras de pelo, em até 8 horas para amostras de swab e
em até 48 horas para amostras de soro.

Cabe ressaltar que os valores de sensibilidade alcangados neste trabalho com a LAMP
mostraram-se promissores, uma vez que foram superiores a apresentadas por outros trabalhos
utilizando a técnica que alcangaram 62% para amostras de tecido na andlise por parasitas
(Tuersong et al., 2020) e 54.8% para amostras de soro na pesquisa por HBV (Ji et al., 2020).
Além disso, alguns trabalhos ainda relataram estratégias para aprimorar a sensibilidade e a
especificidade de testes com LAMP. Dentre essas estratégias podemos citar o uso de DMSO,
TMSO, glicerol e betaina, que sao agentes desnaturantes e auxiliam na separagao das fitas de
DNA e facilitam a hibridizacdo dos iniciadores. O cloreto de guanidina também vem sendo
usado, proporcionando ganho tanto na sensibilidade quanto na velocidade da reagdo. Além
disso, outro componente tem mostrado resultados promissores no aumento da sensibilidade e
especificidade da LAMP: o polimero polissacaridico pululano, que parece exercer um efeito de
protecdo para a estrutura da enzima contra altas temperaturas e viscosidade. Também ¢
especulado por Gao e colaboradores que o pululano parece estabilizar os iniciadores reduzindo
a formag¢do de dimeros, especialmente para os iniciadores internos (FIP e BIP) (Gao et al.,
2019; Lau et al., 2020; Nagamine et al., 2001; Zatti, 2016; Yinhua Zhang et al., 2020; Zou et
al., 2020).

Também em relacdo a sensibilidade alcangada para o nosso estudo, trabalhos anteriores
que investigaram o envenenamento por Loxosceles com outras técnicas, principalmente o
ELISA sanduiche e de competicao, conseguiram uma sensibilidade por volta de 60% (Barbaro
et al., 1996; McGlasson et al., 2009). Nestes trabalhos o analito alvo seriam componentes
proteicos do veneno de Loxosceles em amostras de soro, biodpsia, pelo e exsudato de animais
envenenados. Contudo, além desses ensaios demandarem uma quantidade de tempo

consideravel (4 a 8 horas), a detec¢do do envenenamento em amostras de soro nao foi possivel
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(Krywko & Gomez, 2002; Stoecker et al., 2006). Em relagdo a esse resultado, a principal
justificativa levantada seria a de que os componentes do veneno se concentrem localmente e
seja baixa sua circulagdo no sangue, fazendo assim com que os efeitos locais sejam mais
evidentes que os efeitos sistémicos. Essa relagdo (entre quantidade de veneno circulante/ efeito
sistémico) € refor¢cada quando se avalia outros géneros de aranhas, como o Phoneutria, cujos
efeitos sistémicos sdo mais frequentes e coincidentemente, o envenenamento ja pode ser
detectado com amostras de soro, levantando indicios de que a quantidade circulante do veneno
de Phoneutria deva ser maior (Chavez-Olortegui et al., 2001).

Diferentemente do estudado anteriormente, neste trabalho propusemos avaliar DNA de
Loxosceles em amostras de animais experimentalmente envenenados. Dito isso, este foi um
estudo piloto para avaliar a possibilidade de identificar DNA de aranhas Loxosceles em
detrimento de componentes proteicos ou anticorpos ja avaliados em outros estudos (Barbaro et
al., 1992). Apos testar as diferentes amostras com LAMP demonstramos que foi possivel
identificar envenenamento por aranhas do género Loxosceles por meio da detec¢do de
moléculas de DNA nas diferentes amostras avaliadas (soro, swab e pelo), com um tempo de até
72 horas apOs o envenenamento.

Comparando o tempo de avaliagdo, em estudos anteriores, a detecgdo de componentes
proteicos da peconha de Loxosceles pdde ser feita por até¢ 21 dias (McGlasson et al., 2009).
Buscando uma compreensdo sobre a discrepancia nos tempos de detec¢dao deste trabalho (até
72 horas) comparando com os demais, pudemos apresentar algumas hipoteses. Uma delas ¢
referente a coleta das amostras de exsudato por swabs de algodao, visto que o local dessa coleta
foi 0 mesmo para todos os tempos. Assim parte da quantidade de DNA poderia estar sendo
retirada nos tempos iniciais. E possivel, ainda, que parte do DNA localmente concentrado,
possa estar sendo degradado pela a¢do de proteinas desoxirribonucleases liberadas durante o
processo necrotico decorrente da a¢do dos componentes presentes no veneno das aranhas
Loxosceles (Paludo et al., 2006; Veiga et al., 2001).

Apesar da discrepancia no tempo de detec¢do do envenenamento deste trabalho em
relacdo aos demais, cabe ressaltar que o principal objetivo seria o de fazer com que a detec¢ao
fosse a mais precoce possivel. Com este trabalho conseguimos identificar envenenamento num
prazo de 1 hora para todas as amostras de soro avaliadas. Com isso, apesar de preliminar, este
trabalho abre um oportuno precedente para a aplicabilidade da técnica de LAMP para amostras

de pacientes humanos acidentalmente envenenados.

6. CONCLUSAO
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Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que € possivel identificar DNA de L.
intermedia em amostras de animais experimentalmente envenenados. Observamos que a técnica de
LAMP apresenta grande potencial para a sua aplicabilidade, com boa sensibilidade e especificidade,
na detecgdo seletiva de envenenamentos provocados por aranhas do género Loxosceles
utilizando diferentes amostras (soro, swab e pelo), num tempo de até 72 horas apoés o
envenenamento experimental.

No entanto, estudos com amostras de pacientes acidentados devem ser realizados para
comprovar o potencial diagnostico desta estratégia, uma vez que, ¢ complexo projetar os
resultados encontrados em coelhos para os humanos. Apesar disso, com as melhorias que ainda
podem e devem ser feitas, acreditamos que essa abordagem seja uma excelente candidata para

utilizagao em ambulatorio e laboratorios, por ser de facil e rapida execugao.
7. PERSPECTIVAS

Este trabalho tem como perspectivas:
a. Aprimorar o teste para o uso de amostras sem a necessidade de um pré-processamento.
b. Otimizar a sensibilidade e o tempo de deteccao.

Avaliar amostras de humanos com a técnica de LAMP desenvolvida.

e

o

Desenvolver um método portatil para a avaliacdo dos envenenamentos.
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ANEXOS

a. Certificado de aprovacio da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
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b. Concentragdo de DNA total em ng/ul nas amostras de pelo, soro e swab
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Swab Pelo Soro Swab Pelo Soro
TOC1 14.2 23.4 130 T4C1 24.6 67.4 99.4
TOC2 10.7 12.2 258 T4C2 16.2 67.7 96.6
TOC3 11.1 17.4 252 T4C3 30.5 335 108
TOC4 19.4 20.7 193 T4C4 22.1 12.9 61.9
TOCS 11.1 23.4 158 T4CS 18.9 19.5 83.7
TOC6 18.0 17.1 155 T4C6 21.8 19.7 107
T1C1 19.0 5.6 261 T5C1 12.2 21.6 90.9
T1C2 13.3 50.0 63.8 T5C2 23.8 37.8 111
T1C3 15.4 11.7 94 T5C3 10.6 15.8 97.2
T1C4 20.7 19.8 185 T5C4 6.7 18.8 72.3
T1C5 21.6 26.6 134 T5CS 4.1 10.0 92.5
T1C6 12.8 11.4 123 T5C6 15.3 13.7 256
T2C1 17.6 20.3 303 T6C1 12.7 11.2 288.9
T2C2 15.1 16.1 253 T6C2 9.7 27.7 146.1
T2C3 14.9 21.0 188 T6C3 14.1 16.3 147
T2C4 19.8 27.5 97 T6C4 12.0 14.8 301
T2C5 10.6 27.6 109 T6CS 14.1 31.1 130
T2C6 18.2 7.5 130 T6C6 25.2 44.2 104
T3C1 13.1 30.5 85
T3C2 5.7 65.5 79
T3C3 12.8 19.9 106
T3C4 18.4 12.9 127
T3CS 8.6 22.6 97.3
T3C6 9.0 29.5 118

C.

Consenso obtidas para as sequéncias analisadas
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A.
FIP (Forward Inner Primer) BIP (Backward Inner Primer) F3

g EE ¥ 5 EE ¥ 5’@3’ 5@3'

B. 1 CGGAAGCACC AARCGGCCCGT CCTIATCCGAT TIATCGGITG GGCGGAGICG GAGCGTACAC GTTGGGACCC GAAAGATGGT 80
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kb kbt bbb bhhbbhh bhbhhWbhhh bbb h b bhe bbb bbhbs Whbhhb bbb Whbhd bbb BobNhebwbd

=====> <= ======RJ== > B 3 >

241 CTCGGAGGAR TCAGICICAT CCGGTARRGC GARATGATTAG AGGCCTIGGG GCCGRRACGA CCICARCCTA TICTICRARCT 320

AER A ARE AR SRS ARERAR SARAARSEAS ARSAARETAAS ARSEARSARSE ARSARSTEARS AR ARSAARS ResARERReS

321 TTRAARTGGGT GARGRAGICCG GCTIGCATGR CIGARGCCCG GRC 3&3

Ak h Rk, AR AR e, RA A AR e E AR h AR R

C.

GCGGAGTCGGAGCGTACACGTTGGGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGGGCAGGACGAAGCCA
664 656 668 670 672 674 676 578 680 682 684 686 688 690 69
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F1 B1
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TCTAGTAGCTGGTTCCCTCCGAAGTTTCCCTCAGGATAGCTGGCGCTCGGAGGAATCAGTCTCATCC
785 788 790 792 794 796 798 800 802 804 806 808 810 812 814 816 818 820 822 824 826 828 830 832 834 G836 838 B840 B42 B44 846 848 8BS

Figura 29 — Localizagdo dos iniciadores obtidos para a regido 28S (conjunto 1) de aranhas do
género Loxosceles. A) Composicao de sequéncias para os iniciadores internos e externos. B)
Sequéncia consenso para regido 28S de 4 espécies de Loxosceles com as respectivas marcacgdes
referentes as porgdes dos iniciadores. C) Alinhamento local com MUSCLE para sequéncia
parcial do gene de RNA ribossomal 28S de diferentes espécies de Loxosceles (L. intermedia,
L. hirsuta, L. laeta e L. amazonica) e com as respectivas marcagoes referentes as porgdes dos
iniciadores.



