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(57) Resumo: IMUNOENSAIO PARA DETECGAO DE VENENO
INCLUINDO UMA COLETA NAO-INVASIVA DE AMOSTRA.Métodos e
imunoensaios para diagnosticar uma mordida ou picada de um
organismo venenoso em um paciente tendo sintomas consistentes
com tais mordidas ou picada séo providos. Uma amostra de veneno €
coletada de uma area damordida ou picada suspeita usando um swab
e entdo contatado com um anticorpo que especificainente se liga a um
local antigénico no veneno presente na amostra. A ligagdo é entao
detectada. A invengado ¢é ilustrada por exemplos mostrando o
diagnéstico de mordida de da aranha marrom reclusa, distinguindo-o
de outros diagndsticos com os quais é treqlientemente confundido.
Este teste extremamente sensivel pode detectar antigenos de veneno
até aprox. 20 picogramas mesma apds a amostra ter sido embarcada
e armazenada por periodos de até trés semanas durante o veréo.
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IMUNOENSAIO PARA DETECCKO DE VENENO INCLUINDO UMA COLETA
NAO-INVASIVA DE AMOSTRA.
Referéncia cruzada a pedidos relacionados

-

Este pedido reivindica prioridade ao pedido provisdério

norte-americano no. Serial 60/727,300 depositado em 17 de
outubro de 2005, que & incorporado aqui como referéncia.
Histdrico

Envenenamentos pela aranha marrom reclusa, Loxosceles
reclusa, sdo uma fonte significativa de morbidade em
regides endémicas dos Estados Unidos e diagnésticos falhos
sdo comuns. Uma pesquisa de médicos em &reas endémicas
mostrou a viabilidade econfmica de testes de diagndsticos

precisos para estas mordidas de aranha. Um ensaio de veneno

Loxosceles étimo compreende desafios significantes.
;S . . \

Diferente da construgado de: rotina de ensaios

imunoabsorventes de enzimas (ELISAs) dedicados a

identificacdo de uma Gnica proteina, este ELISA detecta uma
proteina ativa fisiologicamente UGnica - esfingomielinase D
(SMD) - abundantemente presente em um veneno contento uma
miriade de proteinas em quantidades variantes com
propriedades fisioldgicas ~variantes. Algumas destas
proteinas se assemelham muito a de outros artrdpodes,
tornando a reatividade cruzada de proteinas um desafio. No
entanto, o SMD, maior componente do veneno sentido por ser
responsavel pela necrose dermal nunca foi reportado em
qualquer organismo diferente da}g;anha Loxosceles.
Loxosceles (“de perna coﬁbrida obliqua”) reclusa
(“timida e reclusa”) (Figura 1) e outras espécies

pertencentes ao género Loxosceles sdo ocasionalmente causa

de morbidade e provavelmente causa rara de mortalidade em
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areas endémicas (Figura 2) [Sams0l1l, Cacy99]. Populagdes
reclusas se tornam esporadicas ‘em qualquer um dos extremos
das faixas de fronteira (De R. Vetter: spiders.ucr.edu com
novos dados em 2002.) o

Dados precisos quanto ao nimero de envenenamentos
anuais da marrom reclusa ndo estdo disponiveis. Dados
coletados de centros de controle de envenenamento em toda a
nagdo (Nota do tradutor:[nagdo americanal) mostram 2.364
mordidas da aranha marrom reclusa (BRSB) reportadas em
2000, dos guais 582 tiveram uma conseqiéncia moderadamente
significante e 21 tiveram wuma consequiéncia maior.
[Litovitz0l] . Estes dados sdo incompletos e representam uma
fracdo de um namero total de enyenenamentos marrom reclusa
provaveis, que podem ser estimadés por outros dois métodos.
Dados de nossa pesquisa com 21 médicos de salas de
emergéncias (ER) e 12 médicos ndo-ER (figura 3) dentro da
area central infestada (Missouri, Kansas, Kentucky,
Tennessee, Oklahoma, e Arkansas) mostram uma média de 9,62
BRSB provaveis por ano por médico ER. Para esta populagédo
de médicos de sala de emergéncia de 3700, €& obtida uma
estimativa anual de BRSB de 35.594. Para estas a&areas
altamente infestadas, a estimativa de médicos de sala de
emergéncia compreende 0,4% de 7,5 milhdes de visitas de ER,
ou aproximadamente 30.000 provaveis BRSBs, um total
similar. Este total ndo inclui --nenhuma visita ndo-ER, as
quais sdo mais dificeis de estimar, e nenhuma das mordidas
da 4&area central infestada. d?znﬁmero total de BRSBs
possiveis reportado por médicos ER €& maior, refletido no
namero total de kits necessarios por ano de 17,7 por médico

de ER ou 65.490 testes na 4&rea central infestada, um
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mercado anual de $1,7 milhdes em ERs da A&area central
infestada.

Numa revisdo de dezenove casos documentados [Sams0Ola],
o sintoma mais comum apresentado foi dor no local da
mordida (10 de 19 pacientes; A§3%), o que é similar a
frequéncia de dor em uma sé&ie incluindo casos nao
documentados [Cacy99,Gross89]. Mais comum em mordidas nas
extremidades, a dor comeca apds duas a oito horas e pode
ser severa suficiente para requerer narcdticos para alivio.
A dor pode estar relatada a degradacdo de esfingomielinase
D do nervo mielinico de bainha [Clowers96] e pode ser
seguida de anestesia, hipoestesia ou hiperestesia
[Sams01,Clowers96] . Indisposigdo, cansago e atordoamento
foram reportados em varios casos com efeitos sistémicos
mais comuns em criancas. Ansiedade comumente acompanha os
primeiros dias de envenenamento Loxosceles, com ameaga de
necrose severa ou morte e preocupagdo sobre a ferida de
cicatrizacdo lenta (figuras 4 e 5). Este & um tempo dificil
para o paciente e suas familias e a incerteza do
diagnéstico & um peso adicional. O mais comum dos efeitos
sistémicos severos é a anemia hemolitica, ambos Combs-
positivo e Coombs-negativo, o que pode raramente causar
lise de 70% da massa de células vermelhas de sangue em
horas [ouhsc96] . Raramente, pode ocorrer coagulagao
intravascular disseminada [Shenefelt97, Tayloré66] . Oito
mortes foram registradas na literatura médica em inicio de
2001, todas faltando uma aranha acompanhando para a
documentag¢dao, com a maioria dos casos em criangas,
geralmente seguindo hemdlise séggfa, falha renal e falha

multisistémica [Sams01].
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Muitas condi¢des médicas causam feridas necrdticas e
tém sido diagnosticadas erroneamente como .aracnidismo
necrdético, levando a um atraso em tratamento apropriado
[Vetter98, Stoecker96, Rosenstein87, Vetter03, Oaven99].
Estas condi¢des incluem: necrose de anticoagulante, mordida
de artrdépode, 1i.e. mosquitos;ﬁ?barbeiros, percevejos e
escorpides [Sams01,Vetter9s8]; infec¢des microbacteriais
atipicas [Stoecker9é6] ; celulite Dbacterial; queimaduras
quimicas; vasculite cuténea [Sams0l1]; ecthyma gangrenosum
[Sams01] ; facticia; corpo estranho [Sams01l]; herpes simples
com imunossupressdo; Loxoscelismo de outras espécies, tais

como L. deserta, L. arizonicé, L. rufescens [Shenefelt97];

doenga de Lyme [Rosenstein87]; papulose linfomatdide
[Vetter03]; aracnidismo necrdtico: outros géneros como
Egenaria agrestis (aranha  Hobo) , Rabidosa (Lycosa)
antelucana, punctulata (aranﬁé Lycosidae), Dolomedes
scriptus (dolomedes), Peucetia_yiridans (aranha verde de
lynx), Cheiracanthium mildei | (aranha sac) [Sams01] ;
Fasciitis necrotizante [Maisel94]; pyoderma gangrenosum

como visto na figura 6 (pyoderma gangrenosum pode ser
distinguida de aracnidismo necrdético em casos com pastulas
inflamatérias mGltiplas ou ndédulos hemorragicos escuros,
que se assemelham a um vulcdo, mas uma Glcera isolada pode
ser sugestiva de uma mordida de aranha e envenenamentos

Loxosceles podem ser seguidos de pyoderma gangrenosum

[Sams01,Hoover90] ; syphilitic chancre [Cacy99]; Sindrome de
Sweet's Sams01] ; sporotrichq;e [Oaven99] ; tularemia
[Stoecker96]; e ulceras, tanto diabético quanto estase.
[Shenefelt97] . e '
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Streptococci podem ser tomadas como protdtipo para um
nuamero de bactérias que podem causar necrose. Estas incluem
Clostridium difficile, Vibrio vulnificus, e Pseudomonas
aeruginosa, (assim como outros bastonetes gram-negativos
que causam ecthyma gangrenosum). Celulite bacterial
extensiva, especialmente quando-‘a lesdo estd progredindo em
tamanho e incha difusamente,fzprecisa de antibidtico
especifico e gerenciamento cirlGrgico. Nas noticias em
2002, houve um caso de antrax em uma crianga na cidade de
Nova York, inicialmente mal diagnosticado como mordida de
aranha. Casos de tilaremia, infec¢des microbacterianas
atipicas e até casos miltiplos de Lymphomatoid papulosis
[Vetter03] foram inicialmente mal diagnosticados como
mordidas de aranha. Confundir estas lesdes com mordidas de
aranha pode ter consequéncias adversas para o paciente.

Até agora, sem testes clinicos para loxoscelismo, para
casos para oOs qualis a aranha nid foi recuperada, a ferida é
diagnosticada baseado na presenég‘de morfologia tipica, um
histdrico compativel (tal como mordida seguindo a colocagao
de roupas guardadas hd muito tempo), e se a mordida ocorreu
dentro da faixa territorial esperada [SamsO01]. Como
exemplo, a ferida na figura 7, aparecendo em um email de um
médico para um dos inventores, vindo de uma &rea de pais
com nenhum caso documentado de loxoscelismo, bem pode ter
sido por conta de um trauma ou abuso ao invés de um
envenenamento Loxosceles, mas nado podemos ter certeza.
Infelizmente, nestes casos como em outros também, o
potencial para litigagdo esta p{gsente e se isso ocorre, o
resultado da 1litigagdo pode depender de um diagndstico

incerto.
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Um teste clinico sensivel e especifico foi
desenvolvido para envenenamentos com Loxosceles reclusa. Um
teste de inibigdo de hemaglutinagdo passiva (PHAI) foi
reportado como sendo bem sucedido identificando
envenenamentos experimentais de Loxosceles reclusa em

.

porquinhos da india, com 90% de .sensibilidade até trés dias
apés a injegdo de veneno, e 100%-de especificidade quanto a
falsa identificagdo de outras espécies de aranha, mas o
teste é dificil de ser realizado ([Sams0l, Barrett93]. Um
teste de transformagdo de linfécito também foi
desenvolvido, mas & raramente usado por causa do custo e do
aparecimento tardio de um resultado positivo de teste
[Berger73] . Proteinas contidas no veneno Loxosceles sao
imunogénicas em dose significante de formagdo de anticorpos
anti-Loxosceles quando o veneno € inoculado varias vezes no
modelo de coelho [Gomez99]. No entanto, respostas de
anticorpos em humanos na espécie Loxosceles aparentam ser
fracas. Apenas quatro de 20 pacientes mordidos com L.
gatcho e tratados com terapia\ éé soro tinham anticorpos
para o veneno da L. gaticho [Barbaro92]. Em outro estudo ndo
havia anticorpos ao veneno da Loxosceles nas medidas
retiradas em 30 dias [GuilhermeOl]. Portanto varios métodos
experimentais foram desenvolvidos para detectar a presenca
de veneno de Loxosceles, mas nenhum é simples o suficiente
para ser comercialmente diébonivel para confirmagdo de
envenenamento em pacientes com lesdes induzidas por
Loxosceles.

Métodos de imunoensaios e dispositivos compreendendo

E .
swabs para analisar amostras sdo conhecidos no estado da

arte. A publicagdo da patente no. 2005/0136553 revela um

e
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dispositivo no qual um swab é contatado por um £fluido
contido numa cdmara de fluido através de um canal de fluxo
e também contendo um ensaio.em comunicag¢ao fluida com o
swab, a cdmara de fluido e o canal de fluxo. A patente
norte-americana 6,248,294 descreve um teste diagndstico
substancialmente auto-contido para coletar e analisar um
espécime bioldgico tendo um corpo tubular definindo uma
cdmara de espécime para receber um espécime coletado de um
swab. A patente norte—americana‘na. 4,582,699 revela um kit
para detecgdo de gonorréia no qual uma faixa inerte com
anticorpo ao anticorpo a ser detectado imobilizado nesta é
insérido na amostra e subsequentemente exposto a um
reagente para detecgdo de 1ligagdo. A patente norte-
americana 4,916,057 descreve um procedimento de imunoensaio
para detecgdo de antigenos de Chlamydia trachomatis em uma
amostrada coletada em um swab compreendendo extrair a
amostra do swab com uma solugado bésica que é
subsequentemente neutralizada antes de se conduzir o
imunocensaio. As patentes norﬁé—americanas 5,753,262 e
4,943,522 revelam imunoensaios detfluxo lateral usados com
testes de gravidez. A patente nofge-americana no. 5,163,441
descreve um swab para coletar culturas microbioldgicas
compreendendo uma ponta de swab feita com uma espuma de
poliuretano ndo-téxico tendo células abertas em sua
superficie exposta. A patente norte-americana 5,084,245
revela um dispositivo e método envolvendo um liquido
sobreprodutor do swab para analise.

Todas as patentes e publicagdes aqui referidas sdo
incorporadas por referéncia em extensdo ndo inconsistente

assim com o propdsito de prover descrigdo escrita e
R
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factibilidade dos aspectos conhecidos no estado da arte
desta invencgdao.
Sumario

Um ensaio de veneno Loxosceles contém desafios
significantes. Diferente da construgdo de rotina de ELISAs
dedicados a detecgdo de uma proteina individual, este ELISA
detecta uma proteina fisiologicamente ativa UGnica -
esfingomielinase D (SMD) abundantemente presente em um
veneno contendo uma miriade: de proteinas em varias
quantidades com propriedades”'.fisiolégicas variantes.
Algumas destas proteinas se assemelham muito aquelas de
artrépodes tornando reatividade cruzada um desafio. No
entanto, o SMD, maior componente do veneno sentido por ser
responsavel pela necrose dermal nunca foi reportado em
qualquer organismo diferente da aranha Loxosceles. Os
limites de sensibilidade eram desconhecidos previamente e
nossa pesquisa permitiu uma estimativa de ambos, a menor
quantidade de veneno detectdvel bem como o tempo clinico
limite de ensaio e determinagdo preliminar de sensibilidade
e controles bioldgicos especificos. No&s também comparamos
anticorpos policlonais levantados em ovelhas e coelhos,
ambos, via inoculacdo crua de veneno e esfingomielinase D,
altamente ©purificada de venenos crus por afinidade
cromatografica. Determinamos gque anticorpos policlonais
levantados em coelhos permitem maior sensibilidade no
ensaios ELISA policlonal do que aqueles 1levantados em
ovelhas. Aplicag¢des clinicas de um ensaio otimizado
economizam a morbidade e despesa através de diagnose
inapropriada e tratamento de varias doengas de pele com

apresentagdes similares a envenenamentos  Loxosceles.
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ey
Adicionalmente, técnicas usadas na detecgdo bem-sucedida
deste veneno de aranha podem ser aplicadas abrangentemente
e possibilitar a produgdo de ensaios para a detecgdo de
marcadores de outras proteinas clinicamente relevantes para
outros envenenamentos e outras proteinas estrangeiras.

Esta inveng¢do prové um método de diagnosticar uma
mordida ou picada de um organismo venenoso em um paciente
tendo sintomas consistentes com tal mordida ou picada. O
paciente pode ser um ser humano ou animal, como um
mamifero. O método compreende coletar uma amostra contendo
veneno de dito organismo venenoso da &rea da mordida ou
picada suspeita usando um swab; contatar a amostra com um
anticorpo que especificamente se liga a um sitio antigénico
no veneno presente na amostra; e detectar um complexo
formado por fazer a 1ligagdo do anticorpo ao sitio
antigénico. O veneno €& uma secregdo de um organismo
venenoso tal como uma cobra, aranha, escorpido vespa,
abelha ou agua-viva, usualmente transmitido por uma mordida
ou picada. O termo “diagnosticar” aqui usado significa
identificagdo do organismo que provocou a lesdo. “Coletar
uma amostra contendo o veneno” significa obter uma
quantidade suficiente de mater{al do local da mordida ou
picada de forma a possibilitar é&agnosticar a mordida ou
picada. O material contendo o veneno pode ser o fluido de
bolha ou lengo e/ou liquido de uma lesdo ou pele em volta.
A “area da mordida” significa uma area em torno de um cm de
ferida visivel. (acima de um didmetro de 2 cm, com este na
faixa de 1-5 cm.)

Un swab & um pedaco.lde material absorvente ou

adsorvente, o que significa um material capaz de reter
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material contendo veneno do local da mordida ou picada. O
material pode ser qualquer material conhecido no estado da
arte, por exemplo, pano de materiais naturais ou
sintéticos, por exemplo, algoddo, papel absorvente, Dacron
rayon, ou nylon ou fibras feitas de tais materiais, por
exemplo, bolas de algoddo, gaze médica, papel, esponja,
espuma polimérica tal como espuma de poliuretano, escovas
com cerdas absorventes ou adsorventes que permitem a coleta
de células tal como escovas de nylon Cyttetedo Birchwood
Laboratories, Inc, Eden Prairie,”MN que sdo Uteis para a
rotagdao dentro de uma abertura estreita ou a escova de
limpeza do barbeador elétrico Panasonic, disponivel através
de totalac.com; e dispositivo do tipo Q-tipTM tal como os
swabs de algoddo feitos pela Unilever Company e os swabs de
rayon de ScopetteTM do Birchwood Laboratories, Inc.
tipicamente modificados para ter uma cabega mais larga.
Cerdas que ndo sdao absorventes ou adsorventeé tomadas
individualmente podem ser combinadas em “escovas” que sao
absorventes ou adsorventes e capaz de levantar material de
amostra. O material absorvente ou adsorvente pode ser
anexado a um palito o outro cago ou pode ser manipulado a
mdo sem cabo. O swab pode ser seAO, em qual caso fluido tal
como salino pode ser adicionado para carregar os antigenos
no swab em contato com anticorpos no imunoensaio, ou o swab
pode ser pré-umedecido com um fluido tal como o salino
suprido como parte do kit de imunoensaio, ou pode ser pré-
umedecido pelo usudrio na hora da colheita da amostra.

O método de coletar a amostra é ndo-invasivo e ndo
requer cortar ou injetar agulhas em pacientes que

tipicamente estdo ansiosos e com dor, e que podem ser
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criangas ou idosos que ndo toleram bem a dor.

A detecgdo pode ser realizada por gqualquer método
conhecido no estado da arte, como mais bem descrito
adiante, incluindo imunoensaios sanduiche e imunoensaios
elétricos. Adicionalmente, outros meios de identificar a
presenga ou abstinéncia de uma proteina de veneno
selecionada, por exemplo, realizar Western Blot, testes,
testes de funcdo de proteinas e outros ensaios conhecidos
no estado da arte podem ser usados.

Em outra forma de execugdo, a detecgdo é realizada
usando um dispositivo de imunoensaio “de campo”, i.e., fora
do laboratdrio. Tais dispositivos incluem dispositivos de
testes de cartucho e dispositivos de testes de indicador
imerso. O dispositivo compreende pelo menos um anticorpo
monoclonal e/ou policlonal especifico a uma proteina de
veneno, um suporte para o primeiro anticorpo monoclonal ou
policlonal, meios de <contatar o primeiro anticorpo
monoclonal ou policlonal com a amostra e um indicador capaz
de detectar a ligacdo do primeiro anticorpo monoclonal ou
policlonal com a proteina do veneno. Em algumas formas de
execucdo, um ou mais anticorpos antivenenos monoclonais sdao
usados em adig¢do a anticorpos pgiiclonais. O swab pode ter
um anticorpo antiveneno ou antiéorpos imobilizados neste, e
pode, portanto ser parte integrél de um dispositivo de
imunoensaio. Por exemplo, pode ser uma tira de papel que é
contatada subsequentemente com um tragador para detectar a
presenca de ligagdo entre antigenos de veneno e OS
anticorpos. O swab pode compreender um liquido para
auxiliar no levantamento de material do local. Em algumas

formas de execucdo, apds coletar o veneno do local da
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mordida ou picada suspeita, o swab pode ser passado sobre
um substrato tendo o anticorpo imobilizado no mesmo, oOu
exposto a um liquido que carrega os antigenos do veneno do
swab a um local onde podem ser contatados com anticorpos de
antivenenos. Ou liquido contendo veneno pode ser espremido
ou extraido do swab para contatar o anticorpo de
antiveneno. Em algumas formas de execugdo o swab &
descartéavel.

Tipicamente a amostra & coletada por um leve passar oOu
absorcdo na pele com o swab por .aproximadamente de um a 360
segundos, por exemplo, aproximadamente 30 segundos. O swab
pode ser congelado de forma réélda para entender mais ©
periodo possivel sem congelamento de sete dias a trés
semanas entre tomada a amostra e teste.

OQuando células sdo incluidas na amostra a ser testada,
o método e/ou dispositivo pode incluir uma etapa de lise de
células ou meios usando detergentes, pungdao ou outro
processo fisico ou quimico conhecido no estado da arte.

Nos dispositivos desta  invengao, qualquer meio
indicador conhecido no estado da arte para detectar ligagdo
anticorpo/proteina pode ser usado. O meio indicador pode
incluir um segundo anticorpofa rotulado, monoclonal ou
policlonal que 1liga-se a broteina selecionada, que
preferencialmente 1liga-se a um.‘epitopo substancialmente
diferente na proteina selecionada diferente desta, na qual
o primeiro anticorpo monoclonal ou policlonal liga-se de
forma que a ligagdo do primeiro anticorpo monoclonal ou
policlonal ndo ira bloguear a ligagdo do segundo anticorpo
ou vice-versa. O meio indicador também pode incluir uma

janela de teste através da qual anticorpos rotulados podem
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-

ser vistos. Qualquer rbétulo (équi também referido como
marcador) conhecido no estado da arte pode ser usado para
rotular o segundo anticorpo. O segundo anticorpo pode ser
monoclonal ou policlonal.

Quando a amostra a ser usada no ensaio € um liquido ou
é carreada por um 1liquido, e o dispositivo teste do
imunoensaio & um dispositivo de fluxo lateral compreendendo
meio de entrada para guiar o fluxo de uma amostra liquida
em contato com os anticorpo, o dispositivo teste pode
também incluir um meio de controle de fluxo para assegurar
que o teste estd operando apfopriadamente. Tal meio de
controle de fluxo pode incluir. antigenos 1ligados a um
suporte que captura anticorposvde detecgdo como meio de
confirmar fluxo apropriado de fluido de amostra através do
dispositivo de teste. Alternativamente, o meio de controle
de fluxo pode incluir captura de anticorpos na regido de
controle que captura os anticorpos de detecgdo, novamente
indicando que fluxo apropriado ocorre dentro do
dispositivo. Em um dispositivd de fluxo lateral, no qual a
amostra é colocada em um suporte absorvente compreendendo a
deteccdo do anticorpo, a janela de amostra e O suporte
absorvente provéem meios para contatar os anticorpos com a
amostra.

O método de ensaio pode também compreender coletar uma
amostra de controle de um local separado no corpo do
paciente que ndo foi exposto ao veneno, que por exemplo,
nido mostre sinais de ter sido o local de mordida ou picada
venenosa, e o controle pode ser testado usando © mesmo
método de imunoensaio e dispositivos que a amostra do local

da mordida ou picada.
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Muitos organismos conhecidos no estado da arte,
incluindo aranhas tal como a marrom reclusa, a vilva negra,
a teia de funil, a funil vermelﬁgl a rabo branco, a aranha
rato, a aranha de casa a aranha lobo, a aranha algapdo, e
as taréntula, assim como os escorpides e cobras venenosas,
tal como a cascavel-diamante-oriental (Crotalus adamanteus),
a cascavel “timber” (Crotalus horridus), a cascavel “dusky
pigmy” (Sistrurus miliarius barbouri), a cascavel Mojave
(Crotalus scutulatus), a vipera comum (Vipera berus), a
fer-de-lance (Bothrops atrox), a Florida cottonmouth
(Agkistrodon piscivorus conanti), a cobra coral-oriental
(Micrurius fulvius fulvius), e outras cobras venenosas
conhecidas no estado da arte. 6£ganismos venenosos também
incluem Aguas-vivas, tais como aéégua—viva caixa (Chironex
fleckeri), a &gua-viva irukandji (Carukia barnesi); vespas
e abelhas. Aranhas venenosas do género Latrodectus,
Tegeneria (incluindo Tegeneria agrestis), Loxosceles, Atrax
(incluindo Atrax robustus), Phoneutri, e hadronyche
(incluindo a espécie Hadronyche formidabilis, H. infensa,
H. valida, H. versuta, H. modesta, H. meridiana, H.
adelaidiensis, H. eyrei, H. flindersi, H. venenata, H.
pulvinator and H. cerberea) sao incluidas dentro dos
organismos venenosos cujas picadas ou mordidas podem ser
diagnosticadas pelos métodos e dispositivos desta invengdo.
A invencdo é ilustrada em relagdo ao diagndstico de
mordidas da aranha marrom reéiﬁéa, Loxosceles Reclusa.
Outras aranhas dentro deste género para o qual o método &
aplicadvel incluem Loxosceles intermedia, Loxosceles laeta,
Loxosceles gaucho, e Loxosceles rufescens.

Esta invencdo prové um método melhorado para a
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detecgdo de um veneno por meio de um ELISA modificado para

reduzir bloqueamento de anticorpbs usando sbélidos de leite

‘

desnatado e marcadores fosfatasgﬂalcalinos. Uma variedade
i

de marcadores podem ser usados incluindo immunogold,
fosfatase alcalina, beta-galactosidase, glucose oxidase,
markers de peroxidase, e qualquer enzima que produz um
produto colorido ou fluorescente como & conhecido no estado
da arte em reagdes de monitoramento imunidade. Este ELISA &
extremamente sensivel e pode abaixo de 24 picogramas, por
exemplo, em torno de 20 picogramas, de veneno em uma
amostra, mesmo apds a amostra ter sido exposta a
temperatura ambiente de verdo, por exemplo até 100°F ou
mais por até trés semanas anteg da etapa de deteccdo. O
método pode distinguir o organismo que causou a mordida ou
picada de outra espécie de orgatiismos venenosos utilizando
anticorpos especificos a um particular veneno, seguindo os
ensinamentos aqui, usando combinagdes de imunoensaios de
venenos com sintomas de identificagdo clinica previamente
conhecidos. Métodos de 1levantar anticorpos policlonais
podem ser otimizados sobre espécies hospedeiras. Uma
comparacdo da espécie pode permitir otimizagdo quando a
espécie 6tima é desconhecida, como os resultados da ovelha
e coelho. Uma espécie adequada pode ser determinada por
qualquer dado veneno por comparagdo de métodos conhecidos,
por exemplo, a produgdo de anticorpos policlonais ao veneno
de escorpido em cavalos, a umaféutra espécie, por exemplo
ovelhas. *

Esta invencdo também compreende um kit de imunoensaio

compreendendo um anticorpo capaz de ligar-se a um antigeno

presente em um veneno; um swab para coletar uma amostra
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compreendendo veneno da A&area de uma mordida ou picada
venenosa no corpo de um paciente; e um tragador para
detectar a ligagdo entre o aﬁticorpo e o antigeno. Em
alguns modos de execugdao O antigprpo € imobilizado em um
substrato sbélido, e o substratd s6lido pode ser um swab

como descrito acima.

Breve Descrigdo Das Figuras

A Figura 1 mostra a aranha Loxosceles reclusa, se
alimentando em cima de um gafahhoto.

A Figura 2 € um mapa dos Estados Unidos mostrando a
distribuicdo endémica da marrom reclusa (drea maior) e
cinco espécies de Loxosceles relacionadas nos Estados
Unidos, baseado em Gertsch e Ennik.

A Figura 3 é um grafico mostrando o resultado de uma
pesquisa telefdnica e por e-mail de 33 médicos dentro da
area da L. reclusa mostrada na fi§ura 2.

A Figura 4 mostra uma mordida severa da Loxosceles
reclusa, com uma certeza Sams-King de provavel no oitavo
dia.

A Figura 5 mostra uma mordida severa da Loxosceles
reclusa, com uma certeza Sams-King de probabilidade, no
28°. dia, ilustrando o caminho de cura tipicamente lento
para lesdes grandes e ulceradas.

A Figura 6 mostra a Pyoderma gangrenosum ulcer. Note a
tGlcera tipicamente molhada de base limpa e borda‘violécea
sobrependente. -

A Figura 7 mostra uma feri&amnecrética com diagndstico
incerto vindo de uma area na qﬁéi a Loxosceles reclusa é
conhecidamente presente.

A Figura 8 mostra um fracionamento de veneno usando



10

15

20

25

30

17/58

uma cromatografia de coluna de Sephadex G100. A primeira
fracdo de pico (seta) foi encontrada contendo atividade
dermonecrdética. Os picos 6 e 7 pode conter a proteina 5 kDa
mostrada na figura 9.

A Figura 9 mostra uma ;ﬁracéo de gel SDS PAGE
(eletroforese) de veneno cru de Loxosceles (VEN) e analise
de veneno cru (vide linha marcada como “VEN”). As bandas
miltiplas de proteina percebidas nesta SDS PAGE demonstram
as miltiplas proteinas contidas no veneno.

A Figura 10 mostra Western blots da L. deserta (LoxD)
e L. reclusa (LoxR) usando oLoxRD como anticorpo primario.
Ambos os venenos revelaram sinais proeminentes na faixa de
peso molecular de 30KDa.

A Figura 11 mostra um ELISA com base policlonal de
derme homogeneizada de uma bidpsia de pungdo de uma vitima
de L. deserta da Arizona (vide;seta esquerda - resultado
positivo & mostrado em triplicatéﬁ% sublinhado. Compare com
a bidpsia de pungdo de controle dermal de uma vitima
traumdtica de carro (seta direita).

A Figura 12 mostra resultados de um ELISA padrdo a
diluicdes de 1:100 em soros de pacientes com envenenamentos
provaveis de Loxosceles, contra fragbes de 1-8 de veneno e
dois lotes de veneno cru e eéfingomielinase, compreendendo
a maioria da fracdo 1. Resultados preliminares mostraram
uma resposta no paciente de 3 a 21 semanas de veneno total
e outras fragdes. Note a resposta rapida minima e resposta
minima a esfingomielinase. Paciente 1, semana l=primeira
fila; Paciente 1, semana 5=segund§§fila; Paciente 2, semana
l=terceira fila; Paciente 3, semana 21=0ltima fila.

A Figura 13 mostra venenos de artrdpodes que reagiram
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cruzadamente ao ELISA de espécie Loxosceles a 16,000ng e
2,000ng. Apenas o veneno de controle da L. reclusa reagiu
com o ELISA a 40 ng. Por motivos graficos, os valores do
eixo y sdo reportados como dados de log. * Valores
reportados como fora da escala pelo ensaio. De [Gomez02].

A Figura 14 compara curvas padrdo de veneno para
ensaios monoclonais usando fosfatase alcalina (AP) e
peroxidase de rabano (HRP).ﬂU Limite de detecgdo &
pg/cavidade para AP e 49 pg/cavidade para HRP.

A Figura 15 apresenta resultados gréaficos de ensaios
policlonais de veneno de L. reclusa injetado, 3-semanas
usando ng de veneno inteiro, recuperado de swabs de algodao
no local da infecgao.

A Figura 16 apresenta resultados graficos (médias
sobre todos os coelhos) de ensaios policlonais de veneno de
L. reclusa injetado, 3-semanas usando ng de veneno inteiro,
recuperado de swab de Dacron no local da infecgdo.

A Figura 17 apresenta resultados graficos de ensaios
policlonais de ng de um componente esfingomielinase do
veneno de L. reclusa injetado, 3-semanas, recuperado de
swab de Dacron. e

A Figura 18 apresenta resultados graficos de um swab
de algoddo de 3 semanas ng de veneno recuperado de animais
com uma injeg¢do salina. Cada 1linha representa um coelho
individual, com um diamante, por exemplo, representando um
coelho individual e um gquadrado representando um coelho
diferente.

A Figura 19 apresenta resultados graficos de um swab

de algoddo de 3 semanas ng de veneno recuperado de animais

com uma inje¢do salina. Como na figura 18, cada linha

e



10

15

20

25

30

19/58

representa um coelho individual, com um diamante, por
exemplo, representando um coelho individual e um gquadrado
representando um coelho diferente.

A Figura 20 mostra resultados de ensaios em seis
espécimes com o eixo vertical mostrando pg/cavidade de
veneno recuperado, com as absor¢des cruas corrigidas para
controle de absorbdncias. Pacientes A, B e C todos julgaram
clinicamente consistente com eﬁ?enenamentos de Loxosceles,
no entanto ELISAs negativos proveram providéncias fortes
contra envenenamentos de Loxosceles. Concentragdes de
venenos em todos os trés foram menores que 0,32 pg,
mostrado no grafico como 0,16 pg. Paciente D foi
clinicamente avaliado como envenenamento de estafilococos e
a cultura confirmou MRSA, no entanto o ELISA positivo
estabeleceu loxoscelismo concomitante. Paciente T da
Turquia e paciente S de St. Louis foram avaliados via gaze
e fluido de bolha, respectivamente, recebido através de
correio expresso. Dos seis casos uma aranha marrom reclusa
foi encontrada apenas para o paciente S.

A Figura 21 mostra a aparéncia de pele do Caso B
(figura 20), mostrando uma bolhéoéhsangﬁentada em uma jovem
mulher, que foi avaliado como envenenamento provavel de
Loxosceles, mas o nivel de antigeno de veneno via swab de
algodao foi menor que 0,32 pg.

A Figura 22 mostra uma lesdo tenra, inchada, dolorida
no pé de uma jovem mulher (caso D, figura 20) com uma
infeccdo documentada de estafilococos no local com um
histérico de 5 dias. Isto foi considerado como sendo uma
infeccdo de estafilococos apenas e ndo uma mordida de

reclusa até que um ELISA wmostrou antigeno de veneno

St
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significante via swab de algoddo: 1,2 picogramas.

A Figura 23 mostra uma lesdo tenra na palpebra em um
paciente turco (caso T, Figura 20) sob cuidados de um
oftalmologista, apresentando incha¢o consideravel e lesao
com drenagem dolorosa na péipebra com hemorragia e edema
massivo bilateral das palpebras. Gazes foram usadas nas
dreas afetadas e contralaterais, com envio & Missouri
levando uma semana. ELISA mostrou antigenos de venenos
significantes quando comparadowéo controle via método de
coleta da gaze:0,5 picogramas. g

A Figura 24 mostra uma bolha hemorradgica no brago de
uma crianga (Caso S, figura 20) que estava brincando no
quarto de costura de sua mde, quando um brinquedo ficou
preso atrads de uma pilha de caixas e ele colocou seu brago
atrds da pilha para recuperd-lo. Sua mde recuperou a aranha
identificada como L. reclusa por médicos. Hematlria e
hemélise marcaram seu curso hospitalar e morfina foi
necessdria para controle da dor. Fluido de bolha mostrou
antigenos ao  veneno significantes por  ELISA: 0,6
picogramas.

A Figura 25 mostra uma lesdo dolorosa em uma menina de
10 anos no Missouri causada ﬁgf uma mordida de aranha
Loxoscele reclusa.

A Figura 26 mostra uma curva de sensibilidade de
deteccdo de fosfatase alcalina para detecgdo de veneno, com
padrdes de veneno mostrado como quadrados e quantidade
detectada para o paciente mostrada na figura 25 como
diamante.

A Figura 27 mostra o Paciente T, caso 1 do exemplo 8

(vide também figuras 20 e 23) apds a cura. Nenhum arranhdo
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ou dano funcional foram vistos em sete meses.

A Figura 28 mostra o paciente do caso 2 do exemplo 8
apresentado com uma lesdo dolorosa na palpebra com necrose
precoce e edemas bilaterais severos e faciais.

A Figura 29 mostra o paciente da figura 28 com
arranhdes e hiperpigmentagao"observado quatro meses apds a
mordida de aranha.

A Figura 30 mostra curvas padrdao da detecgdao de
fosfatase alcalina, para o caso 1, figura 27, mostrando os
padrdes de veneno como quadrados pretos e quantidades de
veneno recuperado por ELISA (4,5ng) como circulos.

A Figura 31 mostra uma cu;§a padrdao da detecgao de
fosfatase alcalina para o caso 2, figura 28, mostrando os
padrdes de veneno como quadrados pretos e quantidades de
veneno recuperado por ELISA (8,2 pg) como circulos.

Descrigdo Detalhada

Loxosceles reclusa e espécies relacionadas de
aracnideos sdo aranha indigenés americanas que possuem um
veneno capaz de causar Ulceras dolorosas, desfigurantes,
necrosas com inflamacdo da derme circundante e efeitos
sistematicos severos [Atkins58, Wasserman83, SamsO01,
Anderson97] . O diagnéstico de uma mordida de aranha marrom
reclusa é feita clinicamente individualmente na base da
aparéncia morfoldgica da lesdo cutdnea [Atkins58,
Wasserman83, Sams0l, Anderson97]. Diagndstico definitivo &
problemdtico porque os pacientes geralmente ndo levam a
aranha ofensora ao médico para identificagdo. A aparéncia
de envenenamento significante com necrose cutlnea & a base
usual para o diagndéstico, mas ndo é& especifica para o

envenenamento para a espécie Loxosceles [Sams01,
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Anderson97, Vetter98], com mimicas incluindo uma variedade
de doeng¢as tratdveis [Rosenstein87, Rees87, Moaven99].
Quando uma necrose significante é ausente, os elementos
caracteristicos do envenenamento ficam faltando e o
diagnéstico & mais dificil.

Médicos que trabalham dentro do habitat da Loxosceles
reclusa nas areas centrais e do sul do meio-oeste dos EUA
rotineiramente véem pacientes com mordidas de aranha
suspeitas. Infelizmente, observamos que menos que 10% dos
pacientes trazem a aranha suspeita para identificagdo. A
aranha pode ser achada apds atrasos significantes, levando
a uma incerteza de que o aracnpideo presente & o agente
ofensor. Por isso o diagndstico da maioria das mordidas de
aranha geralmente depende de uma andlise da morfoldgia da
mordida. Mordidas severas podem exibir o sinal “vermelho,
branco e azul” descrito por Sams et al [Sams0l} ou podem
mostrar uma mancha afundada, azulada descrita por Anderson
[Anderson97] . As pequenas mordidas como descritas aqui ndo
tém estas caracteristicas e ndo sdo bem caracterizadas. Sao
bem mais freqlentes em ocorréncia do que a literatura
sugere. Pequenas mordidas ndo podem ser diagnosticadas
definitivamente sem a aranha- ou um teste dque possa
demonstrar inequivocamente a presenga do veneno da aranha.

1

Utilizando os testes diaéﬁéstidos desta invengao,
mordidas venenosas podem ser diagnosticadas corretamente.
Uma amostra compreendendo o veneno €& coletada de uma &area
ao redor da mordida usando um swab e o material no swab é
analisado imunologicamente em relagdo a presenga de veneno.

Varios formatos podem ser usados para testar pela

presenca ou auséncia de um analito usando o ensaio, Por
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exemplo, em certas formas de exécucéo é utilizado o formato
YRn
“sanduiche”. Exemplos de tal e

nsaios tipo sanduiche sao
descritos na patente norte-americana 4,168,146 de Grubb, et
al. e na patente norte-americana 4,366,241 de Tom, et al.,
que incorporadas aqui em sua integra por referéncia para
todos os propbdsitos. Adicionalmente, outros formatos, tal
como formatos “competitivos” podem ser usados. Em um ensaio
competitivo a sonda rotulada & geralmente conjugada com uma
molécula que é idéntica a ou andloga ao analito. Portanto,
a sonda rotulada compete com o analito de interesse por
material receptivo disponivel. Ensaios competitivos usados
tipicamente para a detecgao de'énalitos tal como haptenos,
cada hapteno sendo monovalente e, capaz de ligar apenas uma
molécula de anticorpo. Exempigs de dispositivos de
imunoensaios competitivos sd3o descritos no pedido de
patentes norte-americano 4,235,601 de Deutsch, et al. e no
pedido norte-americano 4,442,204 de Liotta, e na patente
norte-americana 5,208,535 de Buechler, et al., que sdo aqui
incorporadas em sua integra por referéncias para todos os
propdsitos. VArios outros dispositivos e/ou formatos de
ensaios também sdo descritos na patente norte-americana
5,395,754 de Lambofte, et al.; na patente norte-americana
5,670,381 de Jou, et al.; e na patente norte-americana
6,194,220 de Malick, et al., as quais sdo incorporadas aqui
em sua integra por referéncia pa?é'todos os propdsitos.
Qualquer técnica de detecgdo conhecida pode ser
utilizada na presente invengdo. Por exemplo, como é bem
conhecido no estado da arte, o ensaio pode ser também um
ensaio de afinidade eletroquimica, que detecta as reag¢des

eletroquimicas entre um analito (ou complexo deste) e um

A
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ligante de captura em uma faixa de eletrodo. Por exemplo,

varios ensaios eletroquimicos sdo descritos na patente

norte-americana 5,508,171 de Walling, et al.; na patente
norte-americana 5,534,132 de Vreeke, et al.; na patente
norte-americana 6,241,863 de Monbouquette; na patente
norte-americana 6,270,637 de Crismore, et al.; na patente
norte-americana 6,281,006 de Heller, et al.; e na patente
norte-americana 6,461,496 de Feldman, et al., as quais sdo

incorporadas aqui em sua integra por referéncia para todos
os propdsitos.

Uma preocupagdo ao se realizar ensaios de diagndstico
€ separar imunoreagentes que ndo se ligam ao antigeno e,
portanto ndo fazem parte do imunocomplexo de reagentes de
ligagdao que formam o complexo.' A presenga de reagentes
livres pode aumentar o fundo do‘%hsaio. Enquanto a lavagem
do imunocomplexo pode, e realmente remove a maior parte do
sinal de fundo devido a reagentes livres, a maioria dos
ensaios emprega o que & chamado de etapa bloqueadora para
reduzir ainda mais o fundo. A etapa bloqueadora envolve
revestir o suporte sélido com substancias proteinicas apds
ter sido revestido com antico;bo. O material de bloqueio se
liga a sitios na matriz sélida que ndo sdo cobertas com
anticorpos e, portanto previnem ligagdes subsequentes nao-
especificas de reagentes imunes gque ndo sdo parte do
complexo imune. Geralmente a egépa bloqueadora é realizada
ou, antes da condug¢do do ;Qpnoensaio, necessitando,
portanto uma etapa adicional de consumo de tempo ou ainda
como descrito na patente norte-americana 3,888,629, o
material da matriz sbélida €& impregnado com © agente

blogueador, e entdo seco por congelamento e mantido neste
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estado até utilizacdo.

Dispositivos de imunoensaio apropriados para detectar
a presenca de venenos podem ser na forma de dispositivos de
ensaio de passagem, tipicamente ééntido dentro de uma caixa
e adequado para coletar-se amostras fora de um laboratdrio.
Por exemplo, um imunoensaio de passagem compreende uma
membrana porosa tendo um reagente de liga imobilizado na
membrana. Um material absorvente & colocado em um lado da
membrana. Quando a amostra contendo um analito é aplicada a
membrana, a amostra passa através da membrana por movimento
capilar. O analito & entdo ligado ao reagente de ligagdo. O
dispositivo de ensaio pode incluir um suporte absorvente no
qual o anticorpo antiveneno .gsté presente e no qual
componentes da amostra de veneno sdo absorvidos diretamente
no contato com o swab ou por meits de um liquido carreador
que carreia os componentes do veneno da amostra no swab
para dentro do suporte absorvente. O dispositivo pode
também compreender um pogo receptor para receber amostras
ou componentes de amostras, preferencialmente tendo um
material absorvente aqui para facilitar a transferéncia de
antigenos na cavidade. A cavidade receptora pode incorporar
anticorpos antivenenos.

Em uma forma de execug¢do, o teste de imunoensaio & um
teste colorimétrico que compreende uma caixa de plastico
com uma cavidade colocada em uma extremidade compreendendo
um material absorvente; e uma tira de papel em comunicagao
fluida com a cavidade estendehag—se na direcdo da outra
extremidade da caixa e tendo duas tiras de aproximadamente

1,5 mm em largura correndo toda a largura da tira, uma para

controle pré-pintada com antigenos de veneno e anticorpos
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de antiveneno, assim como markers para indicar a ligagdo de
antigenos e anticorpos e a outra para realizar o teste,
pré-pintada apenas com os anticorpos antivenenos e markers
para indicar a 1ligagao. Quandc; a amostra € adicionada a
cavidade por fricgdo do swab com-um liquido carreador assim
como uma solug¢do salina normal, o fluido de carreamento
permite contato de ligagdo entre os antigenos pré-pintados
e os anticorpos na tira de controle e carreia antigenos de
veneno da amostra em contato de 1ligagdo com o anticorpo
antiveneno na tira de teste. A caixa compreende uma janela
ou janelas posicionadas acima das tiras e €& marcado para
indicar o controle e teste (por exemplo, C e T). A tira de
controle sempre mostra a reagao de cor, mas O teste nao o
faz, a nd3o ser que a amostra contenha antigenos de veneno
com os quais o anticorpo antiveneno pré-pintado se liga.

Um imunoensaio de passagem compreende ainda aplicar um
tragador que é outro reagentelﬁgtliga do analito com um
rétulo para detectar a ligagdo com o analito. O reagente de
ligacdo da membrana e tragador sdo selecionados de um grupo
consistido de anticorpos, antigenos, proteinas receptoras,
etc. O rbétulo pode ser selecionado de um grupo de
substdncia detectaveis incluindo enzimas, isbétopos
radioativos, e particularméhte particulas de «cor. O
imunoensaio também pode compreender meios de detecgdo
conhecidos no estado da arte por detectar a presenga do
rétulo ou mudancas no rétulo que indicam que a ligagdo do
anticorpo tragador com o antfggrpo de detecgao ocorreu.
Membranas apropriadas incluem f;Pras de wvidro, difluoreto
de polivinilideno, policarbonaﬁé, nitrocelulose, nylon,

papel etc., por exemplo, como descrito na patente norte-
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americana 5,155,022,

Como conhecido no estado da arte, anticorpos fteis
para detectar veneno podem ser policlonais ou monoclonais,
e anticorpos policlonais, monocdlonais ou ambos podem ser
usados como tragadores. Ant;SQrpos que se ligam a
polipeptideos de veneno podem‘}éer preparados usando um
polipeptideo intacto ou fragmentos contendo pequenos
peptideos de interesse como o antigeno imunizante. O
polipeptideo ou peptideo usado para imunizar um animal pode
ser derivado de um cDNA traduzido ou de sintese quimica que
pode ser conjugada a uma proteina carreadora, se desejado.
Tais carreadores, comumente ;usados que sdo dJuimicamente
associados ao peptideo incluindo keyhole limpet hemocyanin
(KLH), tiroglobulina, albumina de soro bovino (BSA), e

tox6ide de tétano. O peptideo associado & entdo usado para

L

imunizar o animal (por exemplo, um camundongo, um rato ou
um coelho) .

Se desejado, anticorpos policlonais ou monoclonais
podem ser adicionalmente purificados, por exemplo, por se
ligar e elucidar de uma matriz a qual o polipeptideo ou um
polipeptideo ao qual o anticorpo foi crescido & ligado.
Aqueles de conhecimento no estado da arte saberdo de varias
técnicas comuns na arte de imunologia para purificagdo e/ou
concentragdo de anticorpos policlonais assim como
anticorpos monoclonais. Vide, por exemplo, Coligan, et al.
(current ed.) Current Protocols in Immunology, Wiley
Interscience.

E também possivel usar tecnologia de anti- idiotipicos
para produzir anticorpos monocloﬁéis que se assemelham a um

epitopo. Por exemplo, um anticorpo monoclonal anti-
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idiotipico feito para um primeiro anticorpo monoclonal tera
dominio de 1ligagdao em uma regido hipervariavel que é a
imagem de wum epitopo 1ligado pelo primeiro anticorpo
monoclonal.

A preparagao dé anticorpos:policlonais é bem-conhecida
aqueles com conhecimento do eéstado da arte. Vide, por
exemplo, Green, et al. >;Produ¢éo de antisoros
policlonais” ("Production of Polyclonal Antisera") paginas
1-5 em Manson (ed.) Immunochemical Protocols Humana Press;
Harlow and Lane; e Coligan, et al. Protocolos correntes em
imunologia. (Current Protocols in Immunology) .

A preparacdo de anticorpos monoclonais é igualmente
convencional. Vide, por exemﬁlo, Kohler e Milstein (1975)
Nature 256:495 497; Coligan, et al., se¢des 2.5.1 2.6.7; e
Harlow e Lane “Anticorpos: Um manual de laboratdrio”
(Antibodies: A Laboratory Manual), Cold Spring Harbor
Press. Brevemente, anticorpos mbgoclonais podem ser obtidos
por injetar camundongos com umaicpmposigéo compreendendo um
antigeno, verificando a presengayae produgdo de anticorpos
por remover uma amostra de soro, remover o bago para obter
linfécitos B, fundir os linfdécitos B com células de mieloma
para produzir hibridiomas, clonar os hibridiomas,
selecionar os clones positivos que produzem anticorpos ao
antigeno e isolar ©os anticorpos das culturas de
hibridiomas. Anticorpos monocionais podem ser isolados e
purificados das culturas de hibridiomas por uma variedade
de técnicas bem-estabelecidas. Tais técnicas de isolamento
incluem cromatografia de afinidgge com sefarose de proteina
A, cromatografia de exclusdo de .tamanho, e cromatografia de

troca idnica. Vide, por exemplo,..Coligan, et al.; Barnes,
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et al. Purificagdo de Imunoglobulin G (IgG) ("Purification
of Immunoglobulin G (IgG)™) em Methods in Molecular
Biology, vol. 10, paginas 79 104 (Humana Press, ed.
corrente). Métodos in vitro e de multiplicagdo in vivo de
anticorpos monoclonais sdo bem conhecidos aqueles treinados
no estado da arte. Multiplicagdo in vitro pode ser
executada em meios de cultura ta%é como Dulbecco's Modified
Eagle Medium ou em meio 'ﬁﬁﬁl 1640, opcionalmente
reconstituido, por exemplo, por um soro mamifero tal como
soro fetal de vitela ou elementos tragcadores e suplementos
de sustlncia de crescimento tal como células normais

exsudadas peritoneais de camundongo, células de bago,

‘macréfagos de medula O&ssea. A produgdo in vitro prové

preparagdes de anticorpos reiativamente puras e permite o
scale-up para obter largas quantidades dos anticorpos
desejados. Cultivos de hibridiomas de larga escala podem
ser realizados por culturas de suspensdo homogéneas em um
reator de agitagao pneumética,wem um reator de agitagao
continua ou em uma cultura dejhcélulas imobilizadas ou
oclusas. Multiplicagdo in vivo pode ser realizada por
injetar clones de células em mamiferos histocompativeis com
células parentes, por exemplo, camundongos singeneicos,
para causar crescimento de tumores produtores de
anticorpos. Opcionalmente, os animais sdo iniciados com um
hidrocarboneto, especialmente O&leos tal como o pristano
(tetrametilpentadecano) antes da injegdo. Apbés uma a trés
semanas o anticorpo monoclonal desejado & recuperado do
fluido corpdreo do animal.

Exemplo 1. Fracionamento de Veneno

Venenos de aranha Loxosceles sp. Comercialmente

A
[
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disponiveis (SpiderPharm, Yarnell AZ) sdo preparagdes
cruas, ndo-caracterizadas contendo mialtiplos polipeptideos
na faixa de tamanho de 10-200 KDa. A purificacdo e
caracterizagdo bioquimica dos componentes ativos nestas
misturas é fundamental para entender o potente efeito
inflamatdério e necrdético que este veneno tem na pele. N&s
completamos o fracionamento ‘de um veneno de aranha
Loxosceles usando uma cromatdé;afia de troca anidnica.
Veneno cru foi carregado em uma édluna HiTrap Q e elucidada
com um gradiente de sal crescente de 20mM a 1M NaCl em 25mM
de um tampdo TEA de ©pH 7.4. Enquanto dois estudos
anteriores encontram tré€s fragdes de veneno em aranhas
Loxosceles usando uma coluna de cromatografia Sephadex G50
e Sephadex G100, a maior resolucéo‘do método mais sensitivo
usado em nossos estudos achou mais duas fragdes de
componentes de veneno. Portanto, cinco fragdes (a esquerda
das fracdes 6-7, Figura 8) foram separadas e ensaiadas
usando o modelo de coelho de envenenamento de aracnideo.
Nés achamos usando o modelo dérmatolégico do coelho para
envenenamento por Loxosceles que-a atividade dermonecrdtica
foi encontrada na primeira frag¢do (passagem), o pico mais a
esquerda.

A figura 9 mostra os resultados da andlise SDS PAGE do
veneno cru (vide linha marcada “VEM”). As faixas miltiplas
de proteina anotadas na SDS PAGE demonstram as miltiplas
proteinas contidas no veneno.

Exemplo 2. Caracterizagdo de proteinas de veneno via

Western Blot

Os venenos L. deserta, L. reclusa e o marcador de peso

molecular Rainbow™ (Amersham International,
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Buckinghamshire, England, RPN 800) foram sujeitos a

eletroforese em géis de 10% sb6dio dodecil sulfato (SDS)-

poliacrylamida e transferidos para nitrocelulose
[Osborn89]. Blots foram analisados por componentes de
proteinas wusando aLoxRD (policlonal de coelho) como

anticorpo primdrio em 2 ug/ml. O anticorpo reconheceu
predominantemente a(s) proteina(s) que migravam perto de
28,000Mr. vide figura 10. .

Exemplo 3. Detecgdo de soro Loxosceles Ag ou Ab vs ELISA de

ER

swab policlonal

Testes foram realizados para determinar se a detecgdo
de anticorpos de um ou mals componentes de veneno
Loxosceles em soros humanos era uma via alternativa para o
desenvolvimento de um teste clinico confiavel, e se a
proteina do veneno pode ser detectada no soro. |

Dosagem ELISA de soros humanos de trés pacientes com
suspeita de envenenamento por Loxosceles, com ambos, SOros
agudos e convalescentes do paciente 3, foi realizado com o
veneno inteiro (SpiderPharm, Yarnell AZ) e veneno
fracionado usando as oito fragdés de proteinas mostradas na
figura 8. Todos os trés ﬁécientes tinham provaveis

envenenamento por Loxosceles por critérios de Sams

[Sams01] . Cavidades foram cobertas com 100ng de veneno cru
tamponado e fragdes de veneno 1-8, e densidades
opcionalmente tomadas com 30 minutos. Anticorpos do

paciente 1 foram obtidos 7 dias apds a mordida de aranha,
do paciente 2, 9 e 24 dias apés a mordida da aranha e do
paciente 3, 150 dias apds a mérdida da aranha.

Leituras de soro de quatro pacientes foram comparados

com soros humanos de controle. Um ELISA padrao com IgG
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secundidrio anti-humano de cabra biotinilada em diluig¢des de
1:100 foi entdo realizado. Houve resposta pelo paciente 3
em 21 semanas de veneno total com uma resposta significante
a fragcao 6 e outras fragdes, como mostrado na figura 11.
Nenhuma dose de anticorpos significante foi detectada
precocemente.

Ensaios ELISA de soro para veneno também foram
tentados. Quatro amostras de soro tomados a 6 horas de
coelhos e 5 mais de humanos em diferentes horéarios,
incluindo um envenenamento ddégpentado, mostraram todos
nenhum veneno detectado acima dos niveis de fundo. Dessa
forma, titulag¢des de anticorpos convalescentes e agudos e
ensaios de soros de veneno com o objetivo de confirmar
envenenamento de Loxosceles ndo aparentam ser uma opgao
clinicamente viavel por causa de uma resposta de anticorpos
aparentemente fraca e devido & necessidade de um
diagndstico imediato. N&és desenvolvemos de acordo com 1isSso
ensaios com base em antigenos.

Exemplo 4. Ensaios policlonais

O primeiro ensaio policlonal tinha wum limite de
detecgdo de aproximadamente ldbg' por cavidade. Isso foi
usado para detectar veneno Loxosceles em uma bidpsia de
pungdo de 4mm de uma vitima de mordida de aranha Loxosceles
do Arizona [Boyer00]. Vide figura 11. Um espécime de L.
arizonica foi descoberto na cama da crianga. O ensaio
policlonal positivo juntamente com o encontro da aranha
permitiram um diagndéstico definitivo em uma crianga com
mudancas hemodindmicas assemelhando sepsia.

Apbs isso, um segundo ensaio policlonal foi

desenvolvido. Este foi um imunoensaio competitivo de enzima
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policlonal de veneno de Loxosceles que foi empregado com
sucesso para detectar veneno de loxosceles em tufos de
cabelo e amostras de pele obtidos de um paciente com um
provavel envenenamento de Loxosceles. [Millex00] .
Brevemente este paciente foi mordido por uma aranha apds
remover materiais comprados de um show de armas na regido
sul dos EUA. Apds o paciente ter apresentado evidéncias
clinicas de mordidas de aranha, colhemos um pé€lo da lesdo
dermal afetada e de um sitio de controle em sua extremidade
oposta. Usando técnicas policlonais competitivas de
sanduiche descritas em [Miller00], nds comparamos a técnica
menos invasiva de coleta de pefo com as bidpsias dermais
obtidas do sitio afetado. Usando a técnica de imunoensaio
de enzima competitiva a presenga de veneno Loxosceles foi
detectada no tecido de bidpsia de pungdo de pele lesionada
(8.2 +1.5 ng/ml contra 1.5 % 0.7 ng/ml no tecido de
controle negativo contralateral) e em pélos coletados da
lesdo (12.7 + 3.1 ng/ml contra 1.4 + 1.6 ng/ml em pé€los da
perna contralateral) (Miller00]. Este reporte mostrou que o
veneno foi detectado por um meio relativamente ndo-invasivo
(por exemplo, coleta de pélo).

Nosso primeiro ensaio policlonal pdde detectar veneno
de Loxosceles com um limite de Heteccéo de aproximadamente
100pg. Dezessete venenos compégidores (14 aracnideos, 2
escorpides e um abelha de mel) requereram mais de 2000ng no
mesmo ensaio para serem detectados (Figura 13) Apenas o
veneno de controle L. reclusa reagiu com o ELISA em 40ng.

Varias modificagdes do primeiro ensaio policlonal
permitiram um novo limite de detecgdo, 24 ng vs 100 pg

prévios. As mudangas incluiram adicionar sélidos de leite
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N S

desnatado ao tampdao de bloqﬁgio, aumentando assim a
Xy

concentragdo de outras proteinas‘de bloqueio, permitindo a
solugao de incubar por durante a noite e mudar o agente de
desenvolvimento a fosfatase alcalina. Curvas padrdo de
veneno sdo mostradas para o ensaio de fosfatase alcalina
(AP) e o ensaio de peroxidase de rabano (HRP) na figura 14.

Uma cavidade de 24 P9 de veneno produz
consistentemente um sinal de AP que é maior que o fundo
mais 3 desvios padrodes. Trés lesdes necrdticas e
inflamatérias (sem histérico ou exame confirmando

aracnidismo necré6tico) tinham sinais em nivel de fundo com

S
\

o segundo ensaio.

Exemplo 5. Estudo temporal de detecg¢do de veneno em coelhos

usando swabs de algoddo e de Dacron

Este estudo foi realizado sob emenda no. 6 do
protocolo militar norte-americano FWH20020003, Efeitos de
veneno da aranha marrom reclusa (Loxosceles reclusa) no
mecanismo de coagulacdo em coelhos (Oryctolagus cunniculus)
- (“Effects of Venom From the Brown Recluse Spider
(Loxoceles reclusa) on the Coagﬁlation Mechanism in Rabbits
(Oryctolagus cunniculus)”) .

Neste protocolo emendado, FWH20020003A, a dose de 10.0
pg/ml do veneno da aranha marrom reclusa foi encontrado
como sendo uma concentragdo maior do que uma dos de
20.0pg/ml usada em estudos antéflores. Uma dose de 5 pg
produz um dano de tecido que aparenta se aproximar da
“mordida” tipica observada na mordida da aranha marrom
reclusa. E provavel que a real mordida atinja uma dose de
veneno que & um tanto variavel.

Este protocolo foi aprovado pela Comissdo Consultivo
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Administrativo de Cuidados e Uso de Animais (Animal Use and
Care Administrative Advisory Committee - AUCAC) para O uso
de 18 coelhos para o estudo completo. O objetivo era achar
a quantidade minima de veneno detectada de um swab e o
periodo mais longo apds o qual a mordida pode ser
detectada, i.e., o a maior quantidade de tempo que O veneno
é vidvel na lesdo do individuo. O numero de sujeitos de
testes foi determinado por significdncia estatistica. Trés
animais foram sujeitos ao controle salino. Coelhos foram
injetados na derme profunda no meio da dorsal posterior. A
primeira fase do estudo era obter dados para determinar o
curso temporal da detecgdo do veneno do swab e da biopsia.
As lesdes biopsadas foram examinadas histopatologicamente
para acessar a extensdo e naturégg do dano do tecido usando
técnicas padrdes de estudos anteriores.

Tecidos de bidpsia foram obtidos para “congelamento
rapido” em nitrogénio liquido a 24 e 72 horas para exame de
antigeno de veneno na Universidade do Missouri. Apds o
envenenamento e coletas de swab e bidpsia, todos os animais
foram eutanasiados seguindo procedimentos humanos aprovados
pelo AUCAC. Na segunda fase do estudo foram dadas aos
animais quantidades decrescentes de veneno (N=2 animais por
tratamento): 2.5pg, 1.25 pg, 0.625 pg, 0.3125 pg, 0.1563 ng
contra o controle com solugdo éalina com swabs e bidépsias

didrias como anotado acima. "
e le

Seis coelhos brancos da Nov$!Zeléndia foram inoculados
na derme profunda com 5 pg de veneno Loxosceles
(SpiderPharm, Yarnell, AZ). Quatro morreram brevemente apbs
isso com falha miltipla dos 6rgdos incluindo edema pulmonar

e necrose do figado. Mais trés foram inoculados com 4 pg de



10

15

20

25

30

S
ESty

36/58

veneno Loxosceles e sobreviveram. Os coelhos injetados com
solucdo salina foram usados como controle. Swabs foram
obtidos usando o swab padrdo de 30 segundos com algodao e
Dacron diariamente por 21 diaS e o material de bidpsia foi
obtido em uma &area circular perto do local da infec¢do no
primeiro, terceiro, sétimo, e décimo-quarto dia.

Um estudo similar foi realizado com coelhos brancos da
Nova Zeldndia usando o componente esfingomielinase
purificado do venenos de Loxoséiles. Controle de injegao
salina, swabs de algoddo e Dacx;on, e a técnica de swab
foram as mesmas como no experimento de veneno completo
acima. Os resultados sdo mostrados nas figuras 15-19, com
veneno detectado por um tempo de 3 semanas das doses de 4 e
5 ug.

Os resultados mostram geralmente que swabs de algodao
funcionam melhor que Dacron; veneno pode ser detectado até
trés semanas e provavelmente mais; ndo ha animal
consideriavel em relac¢do a variagdo de animal; a fragdo de
veneno que & essencialmente esfingomielinase permite
detecgdo pelo menos tdo boa quanto do veneno inteiro,
apesar da proteina de veneno poder ser melhor representada
pelo veneno (inteiro) da SpiderPharm; ha oscilagdes na
deteccdo de veneno no dia a dia; ha variagdes significantes
de placa para placa. Curvas padrdo sdo feitas para cada
ensaio e as quantidades de veneno encontradas em diferentes
corridas nd3o sdo estritamente comparaveis, apesar de em
todas as corridas de ensaio para veneno no modelo de coelho
para algoddo, as quantidades de veneno estarem acima do
fundo para a maior parte do curso temporal estudado.

Exemplo 6. Uso de método de detecgdo de veneno para

e
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suspeitas de envenenamento por Loxosceles

A figura 20 mostra resultados de ensaios de seis
espécimes de suspeitas de envenenamento por Loxosceles. O
eixo vertical mostra pg/cavidade de veneno recuperado, com
absorbéncias cruas corrigidas para o controle de
absorbidncias. Os pacientes A, B e C foram todos julgados
clinicamente consistentes com envenenamento com Loxosceles,
no entanto ELISAs negativos proveram forte evidéncia contra

envenenamento por Loxosceles. A concentragdo de veneno em

TAn

todos os trés paciente foi menor que 0,32 pg, mostrado no
grafico como 0,16 pg. O paciente D foi clinicamente
estimado como envenenamento de estafilococos e a cultura
confirmou Staphylococcus Aureus resistente a meticilina
(MRSA) , no entanto, o) ELISA notadamente positivo
estabeleceu loxoscelismo coqcomitante. O paciente T da
Turquia e o paciente S de St. Louis foram ensaiados via
gaze e fluido de bolha, respectivamente, recebidos via
correio expresso. Dos seis casos, uma aranha marrom reclusa
foi encontrada apenas para o paciente S.

Exemplo 7. Diagnbéstico de Loxoscelismo em uma crianga

confirmado com um ensaio imunabsorvente linkado a enzima e

amostragem ndo invasiva de tecido

Uma menina de 10 anos do Centro-Sul de Missouri
apresentada com um histérico de dois dias de uma lesdo
dolorosa na axila esquerda. A crianga reportava que tinha
notado desconforto dérmico dois dias antes ao acordar.
Durante este periodo inicial; a mde da crianga achou uma
aranha morta (posteriormente identificada) na cama da
crianga. No dia anterior a apresentagdo a crianga

desenvolveu dor de <cabecga, nausea severa e exantema
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morbiliforme.

Quando necrose significante & ausente, como no caso
apresentado aqui, as funcionalidades caracteristicas do
envenenamento ficam faltando, e o diagnéstico fica mais
dificil. Para este caso ndés utilizamos um sensitivo e ELISA
desenvolvido para detectar veneno Loxosceles [Gomez02]
usando um espécime obtido por passar um swab na lesdo.

O exame nos mostrou uma menina gquieta e um pouco
apreensiva com pulso de 96, présséo sanguinea de 98/60 e
temperatura de 37.1°C (98.7 F)%! Uma vesicula na axila
esquerda foi envolvida por uma area tenra, eritematosa com
estrias (Figura 25). Um exantema £fino, morbiliforme era
presente no abdémen e costas. A aranha morta tinha sido
guardada pela md3e da menina e foi posteriormente
identificada por aracnologistas como membro da espécie de
Loxosceles reclusa (Figura 1).

A lesdo com auséncia de necrose usual ou sinais
especificos foi confirmada por identificagdo do veneno
Loxosceles e ainda confirmado por identificag¢do da aranha
encontrada na cama da vitimgr mostrando que o ELISA
sensivel e especifico para esta invengdo, desenvolvido para
detectar veneno Loxosceles usando um espécime obtido por
passar um swab na 1lesdo pode ajudar no diagndéstico de
Loxoscelismo.

Com o exame no dia apdés o exame original, os sinais
vitais ficaram iguais exceto pela temperatura 36.2 oC (97.2
oF). O exantema estava presente como no dia anterior. Soro
foi obtido e o espécime de swab de superficie foi obtido

ndo-invasivamente da &rea inflamada na axila, usando um

swab umificado com solugdo salina normal, gentilmente
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esfregando a area por 30 segundos.

Os espécimes foram congelados rapidamente wusando
nitrogénio liquido e mantidos durante a noite em um freezer
sem formagdo de gelo antes de.serem movidos para um freezer
a -20°C. Os espécimes foram transportados sob gelo para a
Universidade de Missouri-Columbia. O swab foi descongelado,
a extremidade absorvente foi removida do swab, misturada
com 0.05% v/v Tween 20 e foi colocada em um tubo de 1,5 mL
de microcentrifuga e centrifugada a 10.000g por 10 minutos
para remover a solucdo salina d6 material absorvente. A
presenga de proteinas de veneno na solugdo foi detectada
com uma técnica ELISA para detecgdo de veneno Loxosceles
originalmente descrita por Gomez et al [Gomez02], com
modificagdes anotada aqui.

Captura policlonal e detecgdo de anticorpos foi
aumentada em coelho brancos da Nova Zeldndia com veneno
ndo-fracionado de L. reclusa. Os anticorpos foram
purificados do soro por meio de cromatografia liquida de
coluna da proteina A [Harlow88]. A concentrag¢do de agentes
bloqueadores como notado em T@omezOl] foi aumentada e
s6lidos de 1leite desnatado fégam adicionados ao tampéao
bloqueador. O agente de deteccéo'¥oi alterado da peroxidase
de rabano (HRP) para fosfatase alcalina (AP) apds curvas
padrdes mostrarem maior sensibilidade com o AP no
desenvolvimento do ensaio anterior. A geragdo do produto
foi monitorado a 405nm em um modelo de leitor de microplaca
ELx808, BIO-TEK, Inc. Com a metodologia modificada, um
padrdao de veneno de 24 pg consistentemente produziu uma
absorbancia que foi maior que o fundo mais trés desvios

padrdes, com a curva padrdao como anotada na figura 26.
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Lesdes necrdticas e inflamatdrias que foram testadas com
ELISA tinham absorbancias no nivel de fundo com este
ensaio. A amostra de soro coletada por flebotomia também
tinham uma absorbancia no nivel de fundo com este ensaio. O
material de swab deste caso foi testado a 34.4 + 4.3 pg de
proteina de veneno Loxosceles por cavidade (figura 26).

Existe uma variagdo placa a placa significante na
determinagdao ELISA. Com alguns ensaios um padrdo de veneno
de 0,5 pg pode ser distinguido acima dos niveis de fundo.

Funcionalidades dos casos apresentado aqui, incluindo
nausea, vémitos, dor de cabeca-g exantema, sdo vistos na
minoria das mordidas. Experiéncia quimica sugere que
achados sistémicos significantes sdo mais comuns em
criangas e podem frequentemente ser associada a lesdes
pequenas [Wasserman83, Anderson97]. Uma lesdo dolorosa,
mesmo quando muito pequena, quando em combinagdo com esses
sintomas sistémicos pode - trazer possibilidade de
loxoscelismo & tona nas A&reas endémicas quando nenhuma
aranha estad disponivel para exames. No entanto, para o
diagndéstico definitivo em casos no qual ndo ha& nenhuma
aranha disponivel o teste desta invengdo & necessario.

O ensaio de swab policlonal apresentado aqui permite a
identificag¢do do veneno Loxoscelé% na pele trés dias apds a
mordida. O veneno pode ser detectado em um paciente por um
periodo posterior até maior, por exemplo, até pelo menos
sete dias apdés a mordida. Krywko and Gomez reportaram
detecgdo de veneno Loxosceles no tecido dermal sete dias
apbs envenenamento usando o modelo de coelho [Krywko02]. O
ensaio ELISA em conjunto com meios ndo-invasivos de coleta

de espécime permite confirmagdo de apresenta¢des pequenas,
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precoces ou atipicas de envenenamento de Loxosceles assim
como descrito neste caso.

Exemplo 8. Diagndstico de loxoscelismo em dois pacientes

turcos confirmado com um ELISA e uma amostragem ndo-

invasiva de tecido.

Envenenamentos confirmados devido a Loxosceles reclusa
ndo tinham sido documentados  previamente na Turquia gque
fosse de nosso conhecimento. Este exemplo descreve dois
pacientes turcos com suspeita de envenenamento por mordidas
de aranha Loxosceles nas palpebras. Material obtido por
passagem de um swab na lesdo com gaze foi testado usando um
ELISA veneno-especifico. Ambés% os pacientes testaram
positivaménte para a presencga de}seneno Loxosceles.

Loxosceles reclusa e espécies relacionadas de

aracnideos indigenas na Europa assim como na América do

Norte, possuem um veneno capaz de causar Ulceras dolorosas,

necroticamente desfigurantes e, incomumente, efeitos
sistémicos severos [Atkins58; Wasserman83; SamsO01;
Anderson98]. O diagndéstico de uma mordida de aranha marrom

reclusa é individual clinicamente a base de aparéncia
morfoldgica da lesdo cuténea [Atkins58; Wasserman83;
Sams01l; Anderson98]. Diagnésticq definitivo ndo é possivel
usualmente porque os pacientes geralmente nao levam a
aranha ofensora para o médicp para identificagdo. A
morfologia da lesdo & a base usual para diagndstico, mas
ndo € especifico para envenenamentos da espécie Loxosceles
[Sams01; Anderson98; Vetter98], visto que hd varias mimicas
de mordidas de aranha [Rosenstein87; Rees87; Moaven99].
Para confirmagdo diagnéstica dos dois casos apresentados

aqui ndés utilizamos um imunoensaio sensivel e 1linkado a
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enzimas (ELISA) desenvolvido para detectar o veneno
Loxosceles [Gomez02], usando “pespécimes obtidos nao-
invasivamente por passar um swab na lesdo com gaze de
algodao.

Caso 1: Uma mulher turca de 34 anos (Caso T, Exemplo 6
acima) que tinha ido a uma viagem de venda de carneiros na
adrea rural de Siirt, Turquia, acordou em sua barraca com
palpebras pruriticas dolorosas e inchadas. Ela reportou que
tinha visto aranhas em sua barraca, mas que a espécie era
desconhecida. Dentro de trés dias desenvolveu-se um edema
facial massivo, e uma lesdo hemorragica de 2 X 3 cm na
palpebra com necrose superficial, consistente com
loxoscelismo (figura 23). Em suaqadmisséo no hospital, ela
tinha uma temperatura de 38°C, égm pulso de 80 e pressao
sanglinea de 110/70 mm Hg. Os resultados dos testes de
laboratérios, incluindo contagem sanguinea completa,
fungdes quimicas de figado e renais, urindlise e funcgdes de
coagulagdes estavam todos dentro dos limites normais. A
lesdo foi administrada com compressas salinas e
lubrificagdo ocular. A 1lesdo curou com vis3o resultante
normal, fungdao normal de palpebra e sem aranhdo (Figura
27) .

Caso 2: Uma menina de 7 anos, da area rural de Siirt,
acordou com dor, prurido e leve inchago das pélpebras.
Dentro de trés dias, edemas’™. bilaterais severos das
palpebras foram apresentados. Nenhuma aranha foi
identificada. No terceiro dia ela foi admitida no hospital.
Um diagnéstico presungoso de envenenamento por aranha
marrom reclusa foi feito baseado na aparéncia da lesdo. Uma

lesdo dolorosa, tenra, hemorragica mostrando necrose

..
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envolvida por edema facial severo foi visto (figura 28). Na
admissdo ela estava normotensiva com temperatura de 38°C e
pulso de 100. Ela tinha uma con;agem de células brancas de
17,200 / pL com um deslocaﬁento para a esquerda
significante. Os niveis de hemoglobina e hematédcritos,
urinalise e outros indices sanglineos estavam dentro dos
limites normais. A 1lesdo na palpebra foi administrada
suportadamente com compressas salinas e lubrificantes
oculares. A lesdo curou com arranhos e hiperpigmentagdo
visivel (Figura 29). A visdo era normal e a palpebra pdde
ser aberta completamente. No entanto, 1leve epifora e
epiteliopatia pontual da pélpebra afetada foram observadas.
Os pais da crianga observaram que a palpebra direita estava
incompletamente fechada quando ela dormia.

Métodos: Todos os espécimes para determinacdo ELISA
foram obtidos na Universidade de Dicle na Turquia. Esponjas
de gaze molhadas em solu¢des salinas normais eram usadas
para obter o espécime da lesdo afetada e sitios
contralaterais de controle em ambos os casos. Os espécimes
foram coletados por passar gentilmente o swab na lesdo e no
sitio de controle por 30 segundos. Os swabs eram tomados no
sétimo dia da instalagdo da lesdo no caso 1 e no quarto dia
da instalagdo da lesdo no caso 2. Apesar do envio por
correio expresso, a carga levou de 7 a 10 dias e foi
estocada em trdnsito a temperaturas ambientes de verdo por
durag¢des indeterminadas. Apésé o envio, as amostras de

og
algoddao foram molhadas com 300 pl de Tris salina tamponada

o

contendo Tween-20 (20mM Tris pH8.0; 145 mM NaCl; 0.02%
(v/v) Tween-20) e <colocada em um tubo plastico de

centrifuga de 0,5cm de didmetro e centrifugado a 10.000g
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por 10 minutos para remover a solugdo salina do material
absorvente. Proteinas de veneno usadas foram detectadas
usando uma técnica ELISA para detectar veneno de Loxosceles
reclusa, originalmente descrita por et al. [Gomez02], com
modificagdes anotadas aqui.

Captura policlonal e detecgdo de anticorpos foram
levantadas em coelhos brancos da Nova Zeldndia com veneno
L. reclusa ndo-fracionado. Anticorpos foram purificados do
soro por meios de cromatografia 1liquida de coluna da
proteina A [Harlow88] . ‘A concentragdao de agentes
bloqueadores anotada em [Gomez02] foi aumentada, sélidos de
leite desnatado foram adicionadas ao tampdo bloqueador,
incubacdo durante a noite foi usada, e fosfatase alcalina
foi usada como agente de detecgdo. A geragdo de produto de
paranitrofenol foi monitorado em 405nm em um modelo de
leitor de microplaca ELx808, BigtTEK, Inc. Curvas padrdes
foram produzidas para cada paciente.

Resultados e discussdes: O controle contralateral de
todos os espécimes tinha absorbincias em niveis de fundo. O
material de swab de ambos os casos mostraram
imunoreatividade do veneno por trés desvios padrdes maior
que sinais de fundo, como mostrado nas figuras 30 e 31.
Estes resultados sdo consistentes com a presenga de veneno
de uma aranha dentro do género Loxosceles dentro das
amostras obtidas com gaze da lesdo.

Mordidas da marrom reclus;’na palpebra sdo um tanto
incomum [Jarvis00; Wesley85; ngards97]. Edema severo &
observado geralmente. Complica¢des agudas incluem pressdo
intra-ocular elevada [12] e comprometimento das vias

respiratdérias devido ao inchago laringeal [Edwards97].
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Complicagdes de longo prazo incluem necrose e arranhdes da
palpebra, o que pode levar a irritagdo cérnea [Wesley85].
Intervengdes terapéuticas para mordidas de marrom reclusa
incluem dapsone, corticéidgs sistémicos, oxigénio
hiperbarico [Jarvis00; Wesley85], e desbridamento do tecido
necrdtico com reconstrugdo - - de abas [Edwards97] .
Cantarotomia e cantbélise foram usadas para restaurar a
pressdo normal em um caso com pressdo intra-ocular elevada
[(Edwards97] . Terapia de suporte pode incluir antibidticos
topicos e sistémicos, preparacdes salinas e lubrificantes
oculares. Uma lente de bandagem foi utilizada para
minimizar irritagdo cérnea [Wesley85].

Ensaios humanos de controle suportando intervengdes
especificas para mordida na pélpebra de marrom reclusa nio
sdo disponiveis. Um estudo mostrou beneficios de uma
combinagdo de dapsona e antiveneno em lesdes experimentais
de palpebra em coelhos[Cole95]. No entanto, outro estudo
com coelho reportou nenhum benefgéio da terapia de dapsona
para resultados clinicos em lesdes de pele induzidas em
coelhos [Elston05]. Edwards et al. notaram que ‘“cuidado
deve ser enfatizado para evitar desbridamento do tecido da
palpebra. Por causa do excelente provimento de sangue, as
palpebras [tém] uma propensdo notavel pelo auto-reparo nos
moldes de envolvimento das palpebras gangrenosas”
[Edwards97] .

Apesar de lesles atribuidas a Loxosceles rufescens
terem sido reportadas da Turquia [Atilla04] e &reas
vizinhas em volta do medite;}éneo [Borkand5], nenhuma
destas mordidas de aranha reportadas foram confirmadas por

v

identificagdo da aranha conhecida por ter <causado a
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mordida. Loxosceles rufescens (Dufour, 1820) é estabelecida
na Turquia [l.gantep website] e gonhecida por causar lesdes
necréticas [YoungO1l].

O edema massivo de palpebra e necrose precoce
observado nos dois casos apresentados aqui sdo consistentes
com o loxoscelismo, mas nao diagnéstico, c¢omo outras
doengas, particularmente envenenamentos de outros
artrépodes podem ter tal apresentagdo. O ELISA de veneno
proveu evidéncias de suporte  para o} diagnéstico.
Gerenciamento conservativo ns dois casos reportados aqui
permitiram ambos pacientes de sarar sem comprometimento da
visdo, apesar de um paciente ter tido comprometimento
funcional residual.

O grau de sensibilidade e especificidade do ELISA para
o veneno Loxosceles reportado aqui ndo foi estabelecido em
casos clinicos. In vitro, o EE%SA foi encontrado sendo
especifico para a espécie Loxosceles em niveis de antigeno
relevantes, reagindo a nenhum dos 17 outros venenos de
artrdépodes a 40 ng [Gomez02]. In vivo, lesdes necrdticas
inflamatérias que foram testadas com o ELISA tinham
absorbidncias no nivel de fundo com este ensaio. Este ELISA
ndo é& capaz de discriminar entre espécies de Loxosceles,
que possuem varias faixas de proteinas comuns no Western
Blot e mostram reatividade cruzada as antigenos marcados
[Gomez01] .

Em suma, o ensaio ELISA dguswab policlonal realizado
no material obtido por 95%§ de algoddo permitiu
identificagdo de veneno Loxoscele; na pele 4-7 dias apds o

aparecimento de sintomas nas duas mordidas reportadas aqui,

suportando o diagndstico de envenenamento por Loxosceles
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por uma aranha do género Loxosceles em dois pacientes
turcos.

Um ensaio de veneno sensivel e especifico para a
espécie Loxosceles foi providoh Em adigdo a utilidade de
confirmagdo clinica rapida de 1loxoscelismo em A&reas
endémicas, um ELISA com base noyveneno & UGtil na exclusdo
de 1loxoscelismo no cenario de doenga ndo-relacionada e
tratavel em Areas ndo-endémicas, em definir a 1lesdo
questiondvel e em conduzir desenvolvimento de tratamento
clinico apropriado.

Enquanto a invengdo foi descrita em detalhe com
respeito aos modelos de execugdo especificos da mesma, sera
apreciado que agqueles com conhecimento na Aarea ao obter e
entender do anterior, possam prontamente conceber
alteragdes, variag¢des e equivalentes a estes modos de
execugdo. De acordo com isso, o‘escopo da presente invengdo
deve ser estimado como sendo aquele das reivindicacgdes
anexadas e quaisquer equivalentégﬁdesteﬁ
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REIVINDICAGOES
1. Método de diagndéstico de uma mordida ou picada de

organismo venenoso em um paciente caracterizado pelo fato

de compreender:

(a) coletar uma amostra compreendendo veneno de tal
organismo venenoso da area da mordida ou picada usando um
swab;

(b) contatar a amostra com um anticorpo que se 1liga
especialmente a um local antigénico em veneno presente na
amostra; e

(c) detectar um complexo formado por 1ligagdo do
anticorpo citado e do antigénico citado.

2. Método, de acordo :gam a reivindicacgao 1,

caracterizado pelo fato do swab citado compreender um

material absorvente ou adsorvente selecionado do grupo
constituido de algodao, dacron, rayon, espuma de
poliuretano, escovas, papel e esponja.

3. Método, de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato da detecgdo citada ser realizada

por um método selecionado do grupo constituido de
imunoensaios sanduiche e imunoensaios eletroquimicos.
4, Método, de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizado pelo fato da deteccdo citada ser realizada

usando um dispositivo de imunoensaio fora de um
laboratério.
5. Método, de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizado pelo fato do swab também compreender dito

anticorpo.
6. Método, de acordo <com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato do swab citado ser descartavel.
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7. Método, de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizado pelo fato da amostra citada ser coletada por

enxugamento ou absorgdo delicador-da pele com dito swab por
aproximadamente 360 segundos.
8. Método, de acordo com a reivindicacgdo 1,

caracterizado pelo fato de também compreender coletar uma

amostra de controle de um local separado no corpo do
paciente que ndo foi exposto ao referido veneno.
9. Método, de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato da amostra citada compreender

fluido de bolha.
10. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato do citado organismo venenoso ser

selecionado de um grupo constituido de aranhas venenosas,
escorpides venenosos, cobras vé%ehosas, vespas venenosas,
abelhas venenosas e aguas-vivas venenosas.

11. Método, de acordo com a reivindicacgao 1,

caracterizado pelo fato do citado organismo venenoso ser

selecionado do género Latrodectus, Loxosceles, Atrax,

Hadronyche, Tegenaria e Phoneutria ou da familia
Theraphosidae.
12. Método, de acordo com a reivindicacgao 1,

caracterizado pelo fato do citado organismo venenoso ser a

Loxosceles Reclusa.
13. Método, de acordo ~com a reivindicagdo 1,
i
caracterizado pelo fato do citado organismo venenoso ser

N

uma agua-viva.
14. Método, de acordo com a reivindicacgao 1,

caracterizado pelo fato do citado organismo venenoso ser um

escorpido.



10

15

20

25

30

3/5

15. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato do citado organismo venenoso ser

uma cobra.

16. Método, de acordo com a reivindicacgao 1,

caracterizado pelo fato da detecgdo citada ser realizada

usando um ELISA modificado para reduzir anticorpos
bloqueadores wutilizando sbélidos de 1leite desnatado e
marcadores alcalino fosfatase.

17. Método, de acordo <com a reivindicagao 16,

caracterizado pelo fato do ELISA citado ser capaz de

identificar abaixo de 24 picogramas de veneno em uma
amostra.
18. Método, de acordo -~ com a reivindicacao 1,

caracterizado pelo fato da amostra citada ser exposta a um

ambiente de temperatura de época de verdo por até
aproximadamente trés semanas antes da detecgdo citada.
19. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato da detecgdo citada distinguir dito

organismo de outras espécies de organismos venenosos.

20. Kit de imunoensaio caracterizado pelo fato de

-

compreendender:

(a) pelo menos um anticorpo antiveneno capaz de se
ligar a um antigeno presente em um veneno;

(b) um swab para coletar uma amostra compreendendo
veneno da area de uma mordida ou picada venenosa no corpo
de um paciente; |

(c) um tracer para detecégr a 1ligagdo entre dito
anticorpo e dito antigeno.

21. Kit de imunoensaio, de acordo com a reivindicagao

20, caracterizado pelo fato do dito anticorpo ser
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imobilizado em um substrato sélido.
22. Kit de imunoensaio, de acordo com a reivindicacgao

21, caracterizado pelo fato do ‘substrato sélido citado ser

o swab citado.
23. Kit de imunoensaio, de acordo com a reivindicacio

20, caracterizado pelo fato do swab citado compreender um

material absorvente ou adsorvente selecionado do grupo
constituido de algoddo, rayon, dacon, ou fibras de nylon,
espuma de poliuretano, papel e escovas absorvente ou
adsorventes.

24, Kit de imunoensaio, de acordo com a reivindicagao

20, caracterizado pelo fato do swab citado ser anexado a um

cabo.

25. Kit de imunoensaio,de acordo com a reivindicagdo

20, caracterizado pelo fato do swab citado compreender

fibras naturais ou sintéticas.
26. Kit de imunoensaio, de acordo com a reivindicagdo

20, caracterizado pelo fato do swab citado compreender

cerdas.
27. Kit de imunoensaio, de acordo com a reivindicacgao

20, caracterizado pelo fato de pelo menos um anticorpo

antiveneno ser um anticorpo policlonal.
28. Kit de imunoensaio, de acordo com a reivindicacdo

20, caracterizado pelo fato do anticorpo policlonal ter

sido criado em um coelho.

29. Kit de imunoensaio, de _acordo com a reivindicagao

20, caracterizado pelo fato do tragador citado compreender
um anticorpo monoclonal capaz de . se ligar ao anticorpo de
antiveneno citado.

30. Kit de imunoensaio, de acordo com a reivindicagao
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20, caracterizado pelo fato do imunoensaio citado ser um

ensaio colorimétrico portavel.
31. Kit de imunoensaio, de acordo com a reivindicagao

20, caracterizado pelo fato do "anticorpo do antiveneno ser

imobilizado em um suporte absorvente.

32. Kit de imunoensaio, de acordo com a reivindicagao

20, caracterizado pelo fato de compreender um rétulo anexo

ao tracador citado que indica a ligagdo do anticorpo do
antiveneno citado & proteina do veneno citada no dque o
rétulo citado é selecionado do grupo constituido de
enzimas, isbétopos radioativos e particulas coloridas.

33. Kit de imunoensaio,de acordo com a reivindicagao

32, caracterizado pelo fato de compreender também meios de

detectar a presenga do rétulo citado ou mudangas no roétulo
citado que indica que o tracadqy se ligou ao anticorpo do
antiveneno.

34. Kit de imunoensaio, de jacordo com a reivindicagao

20, caracterizado pelo fato de compreender também meios

para células sofrendo lise presentes na amostra.
35. Kit de imunoensaio, de acordo com a reivindicagéao

20, caracterizado pelo fato do anticorpo de antiveneno

citado ser um anticorpo contra um componente de proteina do
veneno da Loxosceles reclusa.
36. Kit de imunoensaio, de acordo com a reivindicagao

20, caracterizado pelo fato do anticorpo de antiveneno

citado ser um anticorpo contra esfingomielinase.
37. Kit de imunoensaio, de acordo com a reivindicagdo

20, caracterizado pelo fato de compreender também

instrugdes para O mesmo.
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IMUNOENSAIO PARA DETECCKO DE VENENO INCLUINDO UMA COLETA
NAO-INVASIVA DE AMOSTRA.

Métodos e imunoensaios para diagnosticar uma mordida ou
picada de um organismo venenoso em um paciente tendo
sintomas consistentes com tais mordidas ou picada sao
providos. Uma amostra de veneno :é coletada de uma &rea da
mordida ou picada suspeita usando um swab e entdo contatado
com um anticorpo que especificamente se liga a um local
antigénico no veneno presente na amostra. A ligagdo é entéo
detectada. A invengdo €& ilustrada por exemplos mostrando ©
diagnbéstico de mordida de da aranha marrom reclusa,
distinguindo-o de outros diagnésticos com os quais é
freqientemente confundido. Este teste extremamente sensivel
pode detectar antigenos de veneno até aprox. 20 picogramas
mesma apds a amostra ter sido embarcada e armazenada por

periodos de até trés semanas durante o verado.
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