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RESUMO

OLIVEIRA, Pedro Riva de. Novas perspectivas na pesquisa e desenvolvimento
de Antivenenos. 2022. 50 p. Trabalho de Concluséao de Curso (Especializacdo em
Toxinas de Interesse em Saude) — Centro de Formacgéo de Recursos Humanos para
0 SUS/SP; Instituto Butantan, S&o Paulo, 2022.

O envenenamento por serpentes impacta de maneira expressiva na saude
publica devido sua gravidade e frequéncia. Estima-se que no mundo, 5,4 milhdes de
picadas de serpentes ocorram anualmente e como consequéncia, milhares de
mortes, amputacdes e outras incapacidades permanentes. Baseado nas diversas
dificuldades e limitacdes na producao e utilizacdo do antiveneno, novas pesquisas,
meétodos de obtencédo, desenvolvimento e melhorias desses biofarmacos séo
propostas. Entre elas estdo a utilizacdo de anticorpos humanos, fracdes de
anticorpos, aptameros, pequenas moléculas inibidoras e a utilizacdo de tecnologias
“‘Gmicas” para pesquisa de reatividade cruzada. O presente trabalho tem como
objetivo abordar os principais impactos do ofidismo no mundo, os problemas
relacionados ao tratamento atual e quais diretrizes podem ser adotadas com
estratégias inovadoras, a fim de minimizar esse problema mundial de saude publica.
O estudo foi realizado através de uma revisédo narrativa, de abordagem qualitativa e
profundidade exploratéria, sobre a tematica das principais perspectivas para o futuro
no combate ao ofidismo. Foi possivel observar que para a geracdo desses novos
biofarmacos, acbes como investimentos, sejam governamentais ou do setor privado

e 0 melhor conhecimento das serpentes/venenos de cada regido sdo necessarias.

Palavras-chave: Envenenamento. Antiveneno. Novas Perspectivas. Epidemiologia.

Tratamento.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Pedro Riva de. Novas perspectivas na pesquisa e desenvolvimento
de Antivenenos. 2022. 50 p. Trabalho de Concluséao de Curso (Especializacédo em
Toxinas de Interesse em Saude) — Centro de Formacgéo de Recursos Humanos para
0 SUS/SP; Instituto Butantan, S&o Paulo, 2022.

Snakebite envenoming has a significant impact on public health due to its
severity and frequency. It is estimated that worldwide, 5.4 million snake bites occur
annually and, as a consequence, thousands of deaths, amputations and other
permanent disabilities. Based on the various difficulties and limitations in the
production and use of antivenom, new research, methods of obtaining, developing
and improving these biopharmaceuticals are proposed. Among them are the use of
human antibodies, antibody fractions, aptamers, small inhibitory molecules and the
use of “omics” technologies for cross-reactivity research. The present work aims to
address the main impacts of snakebite in the world, the problems related to the
current treatment and which guidelines can be adopted with innovative strategies in
order to minimize this global public health problem. The study was carried out
through a narrative review, with a qualitative approach and exploratory depth, on the
theme of the main perspectives for the future in the fight against snakebite
envenoming. It was possible to observe that for the generation of these new
biopharmaceuticals, actions such as investments, whether governmental or from the
private sector, and a better knowledge of the snakes/venoms of each region are

necessary.

Keywords: Envenoming. Antivenom. New Perspectives. Epidemioly. Treatment.
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1 INTRODUCAO

O envenenamento por picada de serpentes € um problema que assola
diversas comunidades no mundo, especialmente as regifes rurais de paises
tropicais e subtropicais, causando efeitos como hemorragia, paralisia, lesdes renais
e danos a musculos e outros tecidos (GUTIERREZ et al., 2017). O ofidismo tem um
grande impacto na saude publica devido sua gravidade e frequéncia. Estima-se que
no mundo, 5,4 milhdes de picadas de serpentes ocorram anualmente e como
consequéncia, milhares de mortes, amputacbes e outras incapacidades
permanentes (WHO, 2021). No Brasil, apenas em 2018, 28.961 pessoas estiveram
envolvidas em casos de ofidismo e dessas 105 vieram a Obito, uma incidéncia,
portanto, de 13,8 casos/100 mil habitantes e letalidade de 0,4% (BRASIL, 2021).

Apesar dos avancgos alcancados via utilizacdo de novas tecnologias, o
ofidismo ainda impacta de maneira significativa a sociedade e os sistemas de saude,
0 que eleva demasiadamente 0s custos de assisténcia, logistica e tratamento,
especialmente nos continentes asiatico, africano, oceanico e latino americano.
Embora, o envenenamento por serpentes tenha nimeros expressivos ao redor do
mundo, suas métricas ndo sado muito precisas, visto a subnotificacdo de casos
(WILLIAMS et al., 2019).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) voltou a considerar o ofidismo, em
2017, como uma doenca tropical negligenciada (DTN) de maior prioridade. Tal
decisdo € de suma importancia e atrai novos esforcos e novas estratégias na
producédo de antivenenos, melhoria do tratamento atual e no desenvolvimento de
novos, mais eficazes (WHO, 2019).

O presente trabalho tem como objetivo abordar os principais impactos do
ofidismo no mundo, os problemas relacionados ao tratamento atual e quais diretrizes
podem ser adotadas com estratégias inovadoras, a fim de minimizar esse problema
mundial de saude publica. O estudo foi realizado através de uma revisdo narrativa,
de abordagem qualitativa e profundidade exploratoria, sobre a tematica das
principais perspectivas para o futuro no combate ao ofidismo. As buscas foram
realizadas no banco de dados PubMed utilizando as palavras-chave: “snakebite”,
“snake antivenom”, “envenomation treatment”, “snake venom toxins”, “antivenom

development”, “antivenom reactions” e “antivenom neutralization”.
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2 OFIDISMO NO MUNDO

O ofidismo possui grande impacto no mundo, especialmente em paises com
climas tropicais e subtropicais, devido a um conjunto de fatores, como avanco
populacional em &reas densamente habitadas por serpentes venenosas, falta de
conhecimento, condi¢bes precarias de habitacdo, auséncia de equipamentos de
protecdo basica e baixo acesso ao atendimento de maneira rapida e eficaz (FRY,
2018). As regides mais afetadas sdo a Africa Subsaariana, Sul e Sudeste Asiatico,
Papua Nova Guiné e América Latina. Apenas na india ocorrem cerca de 58.000
mortes anualmente e no continente Africano, essa taxa pode variar entre 3.500 a
32.000. Contudo, outras regidbes como América do norte, Europa e Oceania,
possuem menor incidéncia de acidentes ofidicos em virtude do clima, distribuicdo
geografica da populacédo (de modo a evitar encontros com serpentes venenosas) e
pelas condicdes de moradia e desenvolvimento social (Figura 1) (HALILU et al.,
2019; SURAWEERA et al., 2020).

Figura 1 - Distribuicdo geografica do numero estimado de envenenamentos por
serpentes e mortes anuais.
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3.800-6.500
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7-15 mortes Asia
1.2-2.0 milhdes
envenenamentos
-~ 57.000-100.000

mortes

~
Africa e Oriente 3 ~
Médio -‘. O

435.000-580.000 . n
envenenamentos
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América Latina

137.000-150.000
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Oceania

Fonte: Adaptado de GUTIERREZ et al., 2017.

As vitimas sdo em sua grande maioria, do sexo masculino, de 15 a 49 anos.

Os impactos causados por estes acidentes podem ter consequéncias desoladoras,
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como comprometer a sobrevivéncia de uma familia inteira, visto que, geralmente o
acidentado é o mantenedor, e assim, torna-se incapaz por tempo indeterminado, a
depender da gravidade, do socorro e do tratamento recebido. Os primeiro-socorros
no momento do acidente sdo cruciais para 0 sucesso no tratamento. Contudo, atos
ineficazes, como o0 uso de torniquetes, o corte ou queima do local, uso de ervas no
local da picada, choque elétrico, succdo, uso de conhecimentos empiricos ou de
lideres religiosos na comunidade, ainda sdo utilizados em paises que sofram da
doenca (MOOS et al.,, 2021). Soma-se a esses fatores a falta e/ou problemas de
transporte para chegar aos postos médicos, os altos custos do tratamento e/ou falta
de confianca no tratamento. Neste cenério, as taxas de morbidade e mortalidade da
doenga aumentam a cada ano (KADAM et al., 2021).

Devido a grande extensao geografica que as serpentes habitam no planeta
(Figura 2), a variedade de espécies que despertam interesse clinico ao causarem o
ocidente é grande. Esta grande variedade de espécies também dificulta na
minimizacdo dos eventos ocasionados pela doenca, visto que 0 veneno varia em
sua composicao de maneira intra e interespecifica (CASEWELL et al., 2020). As
espécies que causam o maior numero de acidentes sdo as do género Daboia spp.
(Asia), Echis spp. (Africa), Pseudonaja spp. (Oceania), Vipera spp. (Europa),
Bothrops ssp. e Crotalus spp. (Américas) (WARREL, 2014).

A producdo mundial de antiveneno é heterogénea de modo que os produtores
de antivenenos difiram pela variabilidade das plataformas de producao, treinamento
de profissionais capacitados, volume e regides de abrangéncia. A necessidade de
algumas melhorias como melhorar a capacidade de laboratdrios ja existentes,
programas de transferéncia de tecnologia para producdo e o comprometimento de
laboratorios ja consolidados em fornecer as doses para os locais mais necessitados,

s&o alguns dos pontos a serem melhorados (GUTIERREZ, 2012).
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Figura 2 - Espécies responséaveis pela maior taxa de mortalidade e morbidade em
humanos e sua distribuicdo geogréfica.
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O Unico tratamento disponivel é o antiveneno formulado a partir do plasma
hiperimune de grandes mamiferos. No entanto, os antivenenos apresentam algumas
limitacdes, como a parcial neutralizacdo de alguns componentes do veneno, baixa
eficacia contra os efeitos locais do envenenamento e grande quantidade de
anticorpos irrelevantes na composicdo. Além disso, a variacdo na qualidade de
producédo dos antivenenos, pode causar reacoes adversas e piorar o quadro clinico
do acidentado (KUNIYOSHI et al., 2012; KUNIYOSHI et al., 2017; DE SILVA et al.,
2016). Neste cenario de envenenamento e limitagdes do tratamento, a busca por
meios alternativos para sanar os problemas oriundos do ofidismo € muito importante
e necessaria. Varios esforcos por parte de laboratérios publicos e privados tém sido
empenhados ao redor do mundo. Porém, ainda em alguns paises, esses problemas
ainda persistem e o antiveneno/tratamento ndo estdo facilmente disponiveis ou
vitimas  (HABIB et al.,, 2020).

totalmente  inacessiveis para as
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3 ANTIVENENO

O antiveneno é o Unico biofarmaco aceito pela OMS como tratamento dos
acidentes ofidicos e tem salvado milhares de vidas por mais de um século. O
tratamento do acidente ofidico deve seguir um protocolo, de acordo com o
diagnéstico e severidade do envenenamento. No Brasil, o Ministério da Saude (MS)
oferece um manual que auxilia o profissional da saude quanto a gravidade do
acidente, como a terapia a ser utilizada (BRASIL, 2001).

Entretanto, h4 uma série de problemas associados a esse produto como:
baixa estabilidade na forma liquida, reacdes adversas, baixa eficacia em alguns
casos, e dificuldades na producdo. Esses problemas, normalmente sé&o
potencializados em paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento (WHO,
2016b).

3.1 Historico

Em um meio a diversas pesquisas relacionadas ao entendimento de toxinas
bacterianas e dos venenos animais, seus efeitos e compreensao da resposta imune,
a soroterapia foi descoberta como tratamento para picadas de animais peconhentos.
Esse importante achado ocorreu primordialmente na Franca, em 1894, de forma
paralela entre trés pesquisadores: Césaire Auguste Phisalix, Gabriel Bertrand e
Albert Calmette. Vital Brazil Mineiro da Campanha foi quem liderou as pesquisas no
Brasil, e foi o primeiro a descrever a especificidade dos venenos e da importancia de
antivenenos para diferentes espécies (BOCHNER, 2016).

Desde entdo, a administracdo do antiveneno € o tratamento recomendado
pela OMS para o acidente ofidico. O soro (antiveneno) antiofidico é definido como
“‘uma solugao de imunoglobulinas especificas purificadas, obtidas a partir de plasma
de equideos hiperimunizados, contra o veneno da serpente a que se refere”
(BRASIL, 1996). No Brasil, o Ministério da Saude é o responsavel pela distribuicdo
dos antivenenos pelo territério nacional, os quais sao produzidos por quatro
laboratérios: Instituto Butantan (IBu - SP), Fundacédo Ezequiel Dias (FUNED - MG),
Instituto Vital Brazil (IVB-RJ) e o Centro de Produgédo e Pesquisa em
Imunobioldgicos (CPPI - PR) (FAN et al., 2019).
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3.2 Principio de Acéo

O veneno das serpentes é uma mistura especializada de diferentes toxinas,
proteinas e enzimas, com uma ampla gama de propriedades. Isso resulta em
diferentes sintomas ap0s o envenenamento, de lesdo local a efeitos sistémicos,
como coagulopatia de consumo, paralisia neuromuscular, lesbes renais, colapso
cardiovascular (GUTIERREZ et al., 2017).

Essas toxinas agem por interagdo molecular com seus respectivos substratos.
O principio de acdo de um antiveneno € ligar-se ao sitio antigénico de toxinas,
neutralizando suas acdes. A neutralizacdo das toxinas pode acontecer como
demonstrado na figura 3 (SILVA; ISBISTER, 2020).

Figura 3 - Modos de neutralizacéo da toxina pelo anticorpo.

ALVO | | —( | —> A

. L _= == . s
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Fonte: SILVA; ISBISTER, 2020.

(A) Inibicdo direta de toxinas ndo-enzimaticas: O anticorpo interfere no sitio ativo da toxina,
inibindo sua ligacdo ao alvo; (B) Inibicdo direta de toxinas enziméticas: O anticorpo se liga ou
altera a conformac&o do sitio catalitico da enzima, inibindo a clivagem do substrato; (C) Inibi¢&o por
impedimento estérico: O anticorpo se liga em uma regido proxima do sitio ativo da toxina, inibindo
sua ligacdo ao alvo; (D) Inibic&o alostérica: O anticorpo se liga a um sitio distal da toxina, induz
mudancas conformacionais e diminui e/ou inibe a acao enzimatica da proteina.
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3.3 Processos de Fabricagao

A produgcdo de antivenenos deve seguir padrbes de confiabilidade,
identificacdo, pureza, perfis de seguranca e eficacia de acordo com as Boas Préticas
de Fabricacdo (BPF). Apo6s validacdo clinica, a producdo em larga escala requer a
estruturacdo de implementacédo de processos, tais como: producdo de venenos de
referéncia e do plasma hiperimune, purificacdo das imunoglobulinas, formulacdo do
antiveneno, estabilizacdo da formulacdo e controle de qualidade. O processo para
obtencdo do antiveneno, de maneira simplificada, pode ser observado na figura 4
(LEON et al., 2018).

Figura 4 - Processo de fabricagdo do antiveneno.

Fonte: (LEON et al., 2018)

(A) Selecdo da espécie de interesse; (B) Obtencdo do veneno; (C) Imunizacdo do equino; (D)
Sangria e plasmaférese; (E) Obtenc¢&o do plasma; (F) Separagéo de anticorpos 1gG; (G) Tratamento
para obter as porgdes F(ab’)2 ou Fab; (H) Concentragdo, formulacéo e envase.

3.3.1 Definicdo do Escopo

Antes da formulacdo do antiveneno uma analise criteriosa por parte dos
produtores deve ser realizada. Critérios, como conhecimento das serpentes de maior
interesse médico dessa regido, as composi¢cdes de seus venenos e do antiveneno
necessario devem ser adotados. A variabilidade da composi¢cdo do veneno e da sua

antigenicidade ocorre entre serpentes da mesma espécie, que habitam diferentes
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regides, e ainda por idade, tamanho e tipo de alimentagédo. Portanto, os venenos
para a hiperimunizacdo devem ser coletados de espécies de diferentes locais, de
diferentes sexos e idades, o que gerard um antiveneno com maior capacidade de
neutralizacdo (CASEWELL et al., 2020).

Definido o escopo das espécies que irdo compor o antiveneno, a decisdo
passa a ser quanto ao espectro de acdo. Os antivenenos monoespecificos sao
efetivos apenas para uma espécie. Sua utilizacdo se restringe a area da espécie
responsavel pelos acidentes. Ja a producdo de antivenenos poliespecificos deriva
da inoculacdo de uma mistura de venenos de espécies relevantes e sequente
obtencdo do plasma, da mistura do plasma de diferentes animais imunizados por
venenos especificos ou da mistura de antivenenos monoespecificos. De modo geral,
visto a abundancia e variedade de espécies de interesse médico (RAWEERITH,;
RATANABANANGKOON, 2005), em paises tropicais, 0os antivenenos poliespecificos
oferece vantagens econdmicas na producao e maior cobertura de acidentes (WHO,
2016b).

3.3.2 Producéo do pool de veneno de referéncia

Apés a analise fisica e hematoldgica do animal, o veneno de interesse €&
obtido de forma manual via estimulacdo mecanica da glandula de veneno de
espécies cativas ou selvagens (Figura 5). Durante este processo, pode ser
observado diferenca na quantidade obtida, de modo que impacte na producao e seja
necessario um maior numero de espécies para atingir um volume adequado
(GOMEZ et al., 2016; SASA et al., 2017).

De forma ideal, a composicao relativa da mistura do veneno de referéncia é
determinada por andlises bioquimicas e toxicoldgicas, tais como cromatografias e
eletroforeses. Contudo, na impossibilidade, a quantidade de animais e de regides
selecionados é arbitraria (GUTIERREZ, 2018). Para a producdo de venenos em
larga escala considera-se a quantidade necessaria para a imunizacdo e para oS
testes de controle de qualidade e ainda a producdo de veneno pelo animal em
cativeiro. Durante o processo de obtencdo do veneno, pode ser observado

diferencas nas quantidades obtidas por diferentes espécies (SANTOS et al., 2021).
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Figura 5 - Extracdo manual de veneno de serpentes.

Fonte: HAYES; FOX; NELSEN, 2020

(A) Extracdo com maos nuas pressionando a boca da serpente contra fraco coberto por membrana,
incentivando a mordida; (B) Extracdo auxiliada pelo uso de luvas de protecdo (ndo necessariamente
a prova de picadas); (C) Extracdo por insercdo da presa em tubo capilar; (D) Extragdo com serpente
imobilizada em cilindro transparente com auxilio de férceps; (E) Extracdo com auxilio de toalha de
pano dobrada, quando a serpente ndo expulsa 0 veneno espontaneamente € utilizada compresséo
mecanica das glandulas de veneno.

Apoés a obtencédo do veneno, para evitar degradacdo de seus componentes,
esse deve ser congelado e condicionado a -20 °C até estabilizacdo. Assim, os
venenos mantém suas propriedades antigénicas por longos periodos
(HATAKEYAMA et al., 2018). A estabilizacdo do veneno pode ser alcancada pelo
método de dessecacdo ou liofilizacdo. Na dessecacéo € aplicada pressdo negativa
ao veneno em estado liquido para evaporacdo das moléculas de agua. Contudo,
esta técnica pode promover a denaturacdo de proteinas, e perca de atividade
enzimatica e antigenicidade. Ja na liofilizacdo, o veneno congelado a -40°C, é
submetido a presséo negativa, o que causa a sublimacdo das moléculas de agua, de
forma mais sublime. O controle de qualidade do veneno se faz necessario para

garantir a qualidade do antiveneno (WHO, 2016b).
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3.3.3 Obtenc¢éo do Plasma Hiperimune

Os cavalos e as ovelhas séo as grandes “fontes” de imunoglobulinas para a
producédo de antivenenos. Ainda em fases experimentais alguns antivenenos estao
em desenvolvimento via imunizacdo de camelideos. De grande potencial para
compor futuros antivenenos, os anticorpos sdo mais estaveis, o que é de grande
valia, sobretudo em paises tropicais e com deficiéncias de infraestrutura
(BRILHANTE-DA-SILVA et al., 2021). Durante o processo de imunizacgao, injecbes
por via subcutanea (a mais utilizada) de um veneno e/ou de misturas, sao realizadas
repetidamente nesses animais, para induzir a producao de anticorpos neutralizantes
(DA SILVA; TAMBOURGI, 2011).

A producdo de anticorpos pode ser aumentada ao adicionar adjuvantes
imunologicos, como adjuvante completo de Freund e/ou sais minerais (hidroxido de
aluminio e fosfato de calcio) a mistura de venenos (OLMEDO et al., 2014;
VALVERDE et al.,, 2017). Entretanto, seu uso pode causar efeitos adversos ao
animal imunizado, como leséo local do tecido, granulomas, abcessos, entre outros.
Portanto, os adjuvantes devem ser utilizados apenas nas primeiras injecbes do
cronograma, 0 que minimiza o desconforto dos animais e produzir uma melhor
resposta neutralizante (WHO, 2016b). Novos adjuvantes, como lipossomos e
nanoparticulas demonstram grande potencial de uso, pois induzem melhor resposta
imune e diminuem a leséo local do tecido. Vale mencionar que, alguns produtores
ndo utilizam adjuvantes, apenas o veneno solubilizado em solucdo salina (LEON et
al., 2018).

Apdés o processo de imunizacdo, 0os animais sao averiguados, pela condicao
fisica, ausculta do sistema cardiorrespiratorio e digestério, avaliacdo da mucosa
gengival e valores de hemoglobina e hematdcrito. Feito isso, o sangue contendo os
anticorpos é coletado dos animais em boas condi¢cdes de saude. Além disso, para
evitar o desenvolvimento de anemias, realiza-se transfusdo sanguinea apos o0s
cronogramas de coleta (LEON et al., 2018). Fator essencial nesta parte da producéo
do antiveneno, a assepsia durante 0s processos supracitados € determinante para a

gualidade e a baixa contaminac&o microbiologica por endotoxinas (WHO, 2016b).
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3.3.4 Purificagéo das Imunoglobulinas

A primeira geracdo “bruta” de antiveneno é composta pela porcao total do
anticorpo; enquanto a segunda geracdo € formada por uma mistura de
imunoglobulinas ja purificadas das proteinas plasméticas por cromatografia
(MORAIS; MASSALDI, 2009). A terceira geracdo de antiveneno € alcancada pela
digestdo enzimética da porcdo Fc com papaina ou pepsina. A utilizacdo da papaina
na digestdo cliva as ligacbes da regido de “dobradi¢a” resultando em fragmentos
Fab, enquanto a pepsina mantém essas regides, formando fragmentos F(ab’)2
(THEAKSTON et al., 2003).

Atualmente, existe uma diversidade de métodos para purificar
imunoglobulinas oriundas de plasma hiperimune em escala industrial (Figura 6) (por
exemplo, digestdo por pepsina, precipitacdo acida e/ou pela adicdo de sais,
cromatografia e ultrafiltracdo) (WHO, 2016Db).

A digestdo do plasma equino com pepsina € realizada para eliminar outras
proteinas presentes no plasma, como fibrinogénio e albumina, e para remover o
fragmento Fc de imunoglobulinas, e assim obter fragmentos F(ab’)2. Por outro lado,
usa-se papaina nessa etapa na producdo de imunoglobulinas de ovelhas, onde
obtém-se por¢ées Fab (LEON et al., 2018). Assim como o antiveneno CroFab,
especifico para serpentes de interesse na América do Norte.

Apoés a digestdo enzimatica do plasma, as proteinas ndo neutralizantes sao
denaturadas frequentemente via termocoagulacdo (PEPIN-COVATTA et al., 1997).

Normalmente, a precipitacdo diferencial de proteinas plasmaticas ocorre por
adicdo de sais, como sulfato de aménio (salting-out) e € considerada uma etapa
preliminar de purificacdo, a cromatografia um método fisico-quimico de separacao
com maior resolucéo, independente se a molécula a ser purificada € 1gG ou F(ab")2
(LEON et al., 2018).

Dentre outros métodos de separacdo prévios a cromatografia, estdo a
precipitacdo por acido caprilico (MORAIS et al., 2014) e sistemas aquosos bifasicos,
gue utilizam cloreto de sédio, fosfato de sédio e polietilenoglicol. Esse ultimo método
€ mais s eficaz em relacdo a precipitacdo proteica, gerando maior pureza e 0
rendimento. Contudo, esse método somente foi utilizado em producdes testes para
ensaios pré-clinicos (VARGAS et al., 2015).
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Método fisico-quimico de separacdo de misturas, na cromatografia, os
componentes migram por de maneiras diferentes, de acordo com as interagdes entre
a fase mével e estacionaria (AMORIM, 2019).

A cromatografia de troca i6nica é utilizada por alguns fabricantes para
aumentar a pureza de IgGs ou fragmentos F(ab')2 apos etapas de purificacéo
priméarias, como digestdo enzimatica, precipitacdo com sais e/ou acido caprilico
(JONES E LANDON, 2002; RAWEERITH E RATANABANANGKOON, 2003). Apés a
purificacdo priméria, os anticorpos constituem mais de 90% de proteinas totais. A
cromatografia de troca aniénica (por exemplo, DEAE ou géis de amdnio quaternario,
a pH 7,0-8,0), € o método mais frequente utilizado; os contaminantes se ligam a fase
estacionaria, enquanto as imunoglobulinas sdo eluidas na fracdo n&o retida. Em
contraste, na cromatografia de troca catidnica (por exemplo, usando trocadores
como carboximetil ou acido sulfénico, pH de 4,0-5,0) as imunoglobulinas se ligam a
fase estacionaria, sendo assim um meétodo menos pragmatico (Gutiérrez et al.,
2011).

Uma vantagem da cromatografia de troca anibnica é a remocdo de
endotoxinas, que gera riscos na fabricacdo do antiveneno, durante o processo de
sangria do animal doador, na separacdo do plasma ou na purificacdo de
imunoglobulinas, podendo permanecer na preparacdo ap0s a etapa de purificacdo
primaria (LEE et al., 2003).

Por outro lado, a cromatografia de afinidade tem sido sugerida como uma
alternativa para purificar imunoglobulinas. Nesse tipo de cromatografia, o plasma
hiperimune diluido e microfiltrado (digerido ou nao), contendo IgG ou fragmento
purificado é submetido a purificacdo utilizando uma fase estacionaria, que tem
componente(s) do veneno imobilizado(s) em uma matriz (normalmente sepharose)
ativada. O antiveneno tem afinidade de ligagdo ao veneno e assim fica “retido” a
fase estacionaria, enquanto o restante do material é eluido na solucdo néo ligada.
Em seguida, as imunoglobulinas séo eluidas usando pH baixo ou mudancas na forca
iBnica do sistema tamponante (LEON et al., 2018).

As imunoglobulinas obtidas por cromatografia de afinidade séo recuperadas
com pureza e rendimento superior a 97% (SEGURA et al., 2013). Contudo, esse

meétodo é caro e requer altas quantidades de veneno.
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Figura 6 - Processos de fabricagdo do antiveneno.

Fonte: Adaptado de MONACO (org), 2018
(A) Centrifugacéo — etapa de purificacdo do plasma hiperimune; (B) Concentrag&o do soro; (C)
Filtragc&o ultramolecular.

3.3.5 Formulacéo

Apos a purificagcdo, a concentracdo das imunoglobulinas deve ser ajustada de
acordo com as especificacdes de neutralizacdo e poténcia. Feito isso, 0 antiveneno
é formulado com a adicdo de sais, como o cloreto de soédio e/ou outros produtos
como osmoalitos, glicina e manitol. O pH é acertado entre 7,2-7,4, para manter as

caracteristicas fisico-quimicas das imunoglobulinas (HERRERA et al., 2017).
3.3.6 Estabilizac&o por Liofilizagao
O processo consiste em trés etapas: congelamento, sublimagéo e dessor¢ao.

A estabilidade dos antivenenos depende da qualidade da formulacéo, liofilizacdo e
condic¢des de acondicionamento (WHO, 2016b).
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A liofilizacdo é uma das maneiras de estabilizar e prevenir a denaturacao
térmica do antiveneno. Além disso, minimiza a dependéncia de refrigeracdo, como
ocorre na formulacdo liquida. A obtencao de antivenenos na forma liofilizada seria
de grande valia nas regiées mais remotas do mundo com altos indices de ofidismo.
Contudo, o processo de liofilizacdo altera o potencial de neutralizacdo das
imunoglobulinas (MENDONCA-DA-SILVA et al., 2017).

3.3.7 Controle de Qualidade e Produto Final

O controle de qualidade deve ser integrado durante todo o processo de
fabricacdo do antiveneno. Deve-se garantir a limpeza das salas, qualidade da agua
utilizada, sanitizacdo dos equipamentos de producdo, a qualidade das matérias
primas, entre outros processos. O antiveneno é um produto muito variavel; um maior
titulo de imunoglobulinas ndo necessariamente garante a maior eficacia. Deve-se
aplicar Boas Praticas de Fabricacédo (BPF) e boas metodologias, a fim de minimizar
0s antivenenos com qualidade abaixo da média, que apresentam baixa eficacia e
seguranca (PATRA et al., 2021). De maneira geral, para se obter um antiveneno de
gualidade deve-se atentar a todos os parametros de cada etapa de producao,
minimizando a variabilidade de cada lote produzido pelo mesmo fabricante e
entregando um produto de qualidade, a fim de minimizar as sequelas do ofidismo
(WHO, 2016b).

3.3.8 Problemas de Reprodutibilidade Associados a Producéo

Como descrito nesta revisdo, a producédo de antiveneno é desafiadora, desde
a obtencdo das amostras de veneno de serpentes até a inoculacdo nos animais
selecionados para producao das imunoglobulinas.

O processo de obtencdo do plasma rico em anticorpos, além de ser
demasiadamente demorado, possui grande variabilidade em cada lote, devido as
variacfes de resposta do sistema imune do animal doador ao antigeno (SEGURA et

al., 2013). Para minimizar os problemas de reprodutibilidade é recomendado que

seja feito uma mistura de veneno de 20 a 50 espécies, pertencentes a uma mesma
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regido geografica, podendo ser comparado ao veneno de referéncia nacional (WHO,
2016b).

3.4 Limitacdes

Apesar de o antiveneno ser o Unico tratamento mundialmente aceito para os
acidentes ofidicos e em sua grande maioria ser eficaz, reduzir os efeitos téxicos,
salvar milhares de vidas, esse produto possui algumas limitagbes, como neutralizar
efeitos de certos componentes do veneno. Gutiérrez e colaboradores (2014)
identificaram que o antiveneno polivalente produzido pelo Instituto Clodomiro Picado,
Costa Rica, amplamente utilizado na América Central, reconhece e neutraliza
apenas alguns componentes de venenos de viperideos. Neste estudo, por
antivendmica, foi demonstrado que peptideos vasoativos de baixa massa molecular,
desintegrinas e algumas fosfolipases A2, metaloproteinases P-l1 e serina proteases
néo sdo neutralizadas de modo eficaz (GUTIERREZ et al., 2014).

O antiveneno antibotropico produzido pelo Instituto Butantan, Brasil, também
foi avaliado quanto a neutralizacdo de componentes do veneno de serpentes do
género Bothrops. Foi demonstrado que esse antiveneno neutraliza de forma eficaz
as metaloproteinases, o que ocorre de forma fraca em relacdo as serina proteases
do veneno de Bothrops jararaca. Além disso, os efeitos locais, como hemorragia,
causados pelo envenenamento botropico ndo sdo totalmente neutralizados pela
acao do antiveneno disponivel. (KUNIYOSHI et al., 2012; KUNIYOSHI et al., 2017).
Em suma, € necessario pesquisas mais abrangentes que melhorem o entendimento
da composicdo e das acbes dos venenos, assim como a imunogenicidade dos

mesmos, com o intuito de tentar melhorar a composicéo/acdo do antiveneno.

35 Instabilidade

O antiveneno pode apresentar relativa instabilidade em sua forma liquida, o
gue compromete a sua Vviabilidade, sobretudo em paises tropicais e sem
infraestrutura de refrigeracdo. Em sua forma liquida, o antiveneno necessita de
conservantes e refrigeracdo entre 4°C e 6°C para manter sua eficacia neutralizante.

Além disso, o armazenamento errbneo em temperatura diferente da faixa
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recomendada pode causar a formacdo de agregados proteicos e aumentar a
probabilidade de desenvolver reagbes adversas em seu uso (ROJAS et al., 1990).
Alguns estudos demonstram que imunoglobulinas de camelideos possuem
maior estabilidade térmica, contornando o0 problema da necessidade de
armazenamento em baixas temperaturas. Além disso, essas proteinas sdo menos
suscetiveis a causarem reacdes adversas (OMIDFAR et al., 2007), porém como ja
mencionado no presente trabalho, ainda ndo ha no mercado um antiveneno oriundo

desses animais.

3.6 Reacdes Adversas

Segundo a OMS, as reacgOes adversas do antiveneno séo classificadas como
agudas (reacdes anafilaticas e pirogénicas) que ocorrem nas primeiras 24 horas
apos administracdo, e tardias (doenca do soro) que se desenvolvem entre 5 e 24
dias apés o tratamento (Figura 7) (WHO, 1981). As reacdes agudas manifestam
sintomas, como urticaria, tosse, vomito, diarréia, cefaléia e nausea. As reacdes
pirogénicas estdo associadas a contaminacdo por endotoxinas bacterianas no
processo de desenvolvimento do antiveneno. Elas causam sintomas como febre,
hipotens&o, sudorese, cefaléia, vasodilatacéo e calafrios (LEON et al., 2013).

As reac0es tardias estdo associadas a um aumento da resposta de anticorpos
mediada por IgGs, pela formacdo de complexos antigeno-anticorpo que nao foram
eliminados corretamente pelo sistema imune. O sistema complemento é ativado,
desencadeando reacdes inflamatdrias pela presenca dos complexos imunes em
tecidos, articulagbes e linfonodos, manifestando sintomas como erupcdo cutanea,
febre, mal-estar, artralgia, artrite, aloumindria e adenopatia (HUANG et al., 2010).
Estas reacOes adversas sdo contornadas, geralmente, pela administracdo de drogas
profildticas como adrenalina, anti-histaminico e hidrocortisona, antes do tratamento
com o antiveneno, reduzindo a permeabilidade capilar e broncoespasmo (DE SILVA
et al., 2011).

As reacdes sistémicas pelo tratamento com antiveneno estdo intimamente
relacionadas ao nivel de purificacdo das imunoglobulinas, quanto maior o nivel de

purificagdo, menor serao as manifestacoes (MALASIT et al., 1986).
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Figura 7 — Possiveis efeitos adversos do antiveneno derivado do plasma animal.
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Fonte: Adaptado de LAUSTSEN et al., 2018b.

(A1) Pacientes podem desenvolver reacdes adversas aguda (primeiras 24h), resultante da ativacdo
do sistema complemento (reacdes ndo mediadas por IgE), ou (A2) em casos de exposi¢do prévia aos
anticorpos animais, por reacdes anafilaticas mediadas por IgE; (B) Cerca de 70% dos anticorpos
presentes no antiveneno ndo séo especificos para as toxinas de interesse, causando reacdes
adversas; (C) A grande quantidade de anticorpos animal, combinados com anticorpos humanos anti-
equinos podem resultar na formacdo de imunocomplexos. Estes sdo depositados em vasos
sanguineos, glomérulo renal e articulagdes, causando a doenga do soro. Anticorpos pretos:
Anticorpos equinos especificos a toxinas; Anticorpos vermelhos: Anticorpos equinos nao
especificos; Anticorpos azuis: Anticorpos humanos contra anticorpos equinos; Circulos laranjas:
toxinas da serpente.

4 NOVAS PERSPECTIVAS DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE ANTIVENENOS
Baseado nas diversas dificuldades e limitagcdes na producao e utilizacdo do
antiveneno, Unica forma de tratamento do ofidismo reconhecida pela OMS, novas

pesquisas, métodos de obtencdo e desenvolvimento desses biofarmacos sao

necessarias.

4.1 Anticorpos Humanos

Nas Ultimas décadas, tratamentos utilizando anticorpos monoclonais

humanos tornaram-se mais evidentes devido aos avangos no desenvolvimento de
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tecnologias para sua producdo (SANTOS et al., 2018). Os anticorpos monoclonais
apresentam especificidade para um epitopo e o seu desenvolvimento comegou com
a técnica do hibridoma que é obtido pela fusdo de linfocito B de animal imunizado
com célula de mieloma (KOHLER; MILSTEIN, 1975). Esta técnica permite que a
célula hibrida seja cultivada in vitro, produzindo os anticorpos desejados
ilimitadamente. A obtencdo de anticorpos monoclonais humanos foi possivel com o
desenvolvimento das plataformas de apresentacdo de fragmentos de anticorpos
(phage display, ribosomal display, etc), animais transgénicos e cell sorting de
linfécitos B humanos (SANTOS et al., 2018).

No ambito dos acidentes ofidicos, uma nova perspectiva de tratamento refere-
se ao uso de antivenenos oligoclonais biossintéticos (BOA - Biosynthetic Oligoclonal
Antivenom) que € uma mistura de anticorpos humanos neutralizantes produzidos de
forma recombinante, precisamente e cuidadosamente selecionados. Essas misturas
agem de maneira mais especifica quando comparadas aos anticorpos oriundos do
soro de animais hiperimunizados. Dependendo da quantidade e especificidade de
anticorpos monoclonais incluidos na formulacdo, essas misturas podem ser
monovalentes ou polivalentes (KINI et al., 2018). As vantagens de BOA em relacao
ao antiveneno obtido de cavalo sdo: a) total compatibilidade com organismos
humanos; b) utilizacdo de apenas anticorpos neutralizantes na mistura; c) excelente
consisténcia e reprodutibilidade na producéo; d) anticorpos customizados com 6tima
farmacocinética e farmacodinamica; e) maior perfil de seguranca e rapidez na
administracdo do tratamento; f) maior aceitacdo no meio clinico; g) melhor cobertura
as variacOes geograficas de venenos; h) reatividade cruzada para outras toxinas do
veneno; i) eliminacdo do processo de obtencdo de venenos; j) inibicdo da lesdo do
tecido local; k) uso potencial de maneira profilatica (KINI et al., 2018).

A tecnologia de phage display vem sendo aplicada no desenvolvimento de
antivenenos oligoclonais (Figura 8) (RONCOLATO et al., 2015). Esta tecnologia
permite a descoberta e a maturacdo de anticorpos monoclonais humanos in vitro e
simula o sistema imune, utilizando bacteriéfagos que apresentam anticorpos a
determinados antigenos. Os anticorpos sao selecionados pela ligacao ao alvo

O desenvolvimento viavel e de baixo custo de anticorpos terapéuticos, requer
a utilizacdo de algumas tecnologias ja existentes, como o phage display, que permite

a descoberta e a maturagao de anticorpos monoclonais humanos in vitro, evitando
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reacdes adversas e perda de eficacia no tratamento. O conceito da tecnologia de
phage display é simular o sistema imune humano em laboratorio, utilizando
bacteri6fagos que apresentam anticorpos a determinados antigenos, selecionando
os fragmentos que melhor se ligarem (RONCOLATO et al., 2015).

Figura 8 - Producao de toxinas recombinantes e antiveneno utilizando tecnologia de
phage display.

Genes codificantes

Espécie de interesse Sequenclamento

Genoma
Biblioteca de fagos
\‘(/ x4/ 2
" - o ‘i

< l[ -— — U

\‘( PLA2 3FTx
ece SVSP
Antiveneno sintético Antir.?orpt_)s I'1|._|manos Phage display das !oxinas Produgéo de veneno
biossintéticos relevantes especificas recombinante

Fonte: Proéprio autor, 2022.

A partir do sequenciamento do DNA da espécie alvo, obtém-se os genes dos principais componentes
téxicos do veneno; A producdo recombinante de veneno elimina a necessidade de manejo de
espécies; Uso de anticorpos biossintéticos aumenta a gama de neutralizacdo de toxinas e
especificidade.

Uma mistura oligoclonal de IgGs humanas foi obtida usando abordagens de
toxicovendmica e phage display e demonstrou bons resultados na neutralizacdo de

toxinas de Dendroaspis polylepis em modelo murino (LAUSTSEN et al., 2018a).

4.2 Tecnologias Baseadas em Proteinas, Peptideos e Oligémeros

Além da utilizacdo de IgGs monoclonais humanos, outra abordagem que vem
ganhando notoriedade € a utilizacdo de fragmentos variaveis de anticorpo de cadeia
Unica (do inglés, Single Chain Variable Fragments - scFvs). Este possui grande

potencial no tratamento de acidentes ofidicos, causando menos reacdes adversas e
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pode ser aplicado para o desenvolvimento de inibidores para diversas proteinas
(SILVA et al., 2018).

Os nanobodies (sdAb — Single-domain Antibody), contém dominios variaveis
da cadeia pesada e apresentam potencial para o tratamento do ofidismo. Os
fragmentos de VHH de camelideos sdo pequenos, termoestaveis e apresentam alta
afinidade pelo epitopo. Sua utilizacdo pode ter grande potencial por serem
termoestaveis (ALIRAHIMI et al., 2018).

Outra abordagem envolvendo fragmento de anticorpo é a utilizacdo de
diabodies, que sao dimeros formados por dois scFv que podem se ligar a epitopos
distintos, e demostraram a neutralizagdo de toxinas de escorpides e aranhas (DI
TOMMASO et al.,, 2012; KARIM-SILVA et al.,, 2016) e provavelmente também
poderéo ser utilizados contra venenos de serpentes.

Os aptameros, oligonucleotideos sintéticos, como RNA e DNA de fita Unica,
se ligam a seus alvos com alta afinidade e especificidade, devido suas estruturas.
Eles mimetizam a funcéo do anticorpo em uma gama de aplicacdes, porém sdo mais
vantajosos por serem mais termoestaveis, pouco imunogénicos e com grande
abrangéncia de alvos (ASCOET; DE WAARD, 2020). Alguns estudos demonstraram
gue essas pequenas sequéncias de nucleotideos sdo capazes de neutralizar toxinas
de serpentes (YE et al., 2014; CHEN et al., 2016).

4.3 Terapias Utilizando Pequenas Moléculas

O antiveneno botrépico produzido pelo Instituto Butantan € um dos melhores
da América Latina e salva milhares de vidas todos os anos. Ele mostra-se eficaz
para o controle dos sintomas sistémicos, porém, algumas limitagcdes do antiveneno
sdo relatadas, como é o caso das manifestacdes locais, cuja aplicacdo, mesmo em
grandes guantidades, nao foi capaz de reverter o edema, a hemorragia local e as
lesdes necroticas. Outra limitacdo apresentada pelo antiveneno botropico é a
neutralizacdo incompleta da fracdo das serina proteases, ao contrario das
metaloproteinases, que s&o totalmente neutralizadas pelo antiveneno (GUTIERREZ,
2018). A aplicacdo de peptideos, como moléculas terapéuticas, € de grande
importancia para o tratamento de vérias doencas, devido a alta especificidade,

afinidade com o alvo e a baixa toxicidade dessas moléculas e seus metabdlitos
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(FOSGERAU, K. & HOFFMANN, 2015). Entre as recentes estratégias promissoras
para o aprimoramento do tratamento de envenenamentos, esta a associagdo de
peptideos inibitérios ao soro antiofidico. Neste contexto, Silva e colaboradores,
desenhou e sintetizou inibidores peptidicos para essa classe de enzimas simile.
Esses inibidores quando associados ao antiveneno botropico melhoraram a
coagulopatia e hemorragia local em camundongos, demonstrando potencial
biotecnologico em relacdo as limitagdes do antiveneno botropico (SILVA et al.,
2021a; 2021b). A utilizacdo de Varespladib (LY315920) também demonstrou 6timos
resultados em neutralizar as atividades téxicas de fosfolipases A2, a associacao
desses inibidores peptidicos a anticorpos ou outras moléculas inibitérias podem ter
grande papel no tratamento do ofidismo (LEWIN et al., 2016; WANG et al., 2018;
BRYAN-QUIROS et al., 2018).

4.4 Pesquisapor Reatividade Cruzada de Antivenenos

A capacidade de neutralizacdo cruzada de um antiveneno é altamente
desejavel, sendo muito mais produtivo e rentavel quando anticorpos neutralizam
toxinas diversas. Se um antiveneno € caracterizado por apresentar reatividade
cruzada a outros venenos, que ndo aquele para o qual foi idealizado para
neutralizar, esse € chamado de para-especifico. Nesse contexto, duas funcdes de
anticorpos devem ser analisadas em relacdo aos antigenos: a ligacdo e a
neutralizacdo. Um anticorpo que se liga a diferentes antigenos, nao
necessariamente ira desempenhar a funcdo de neutralizar sua acdo toxica a um
organismo, demonstrando uma relacdo complexa entre afinidade e neutralizacdo da
toxicidade (LEDSGAARD et al., 2018).

A pesquisa por reatividade cruzada de anticorpos pode ser feita através de
diferentes métodos. Dentre os métodos tradicionais estdo os testes in vitro como
imunodifusdo, immunoblotting, ELISA e ensaios enzimaticos (LAURIDSEN et al.,
2016; CASEWELL et al., 2014; TAN et al., 2017; TANAKA et al., 2010). Os testes in
vivo sdo considerados padrdo ouro na determinacdo da capacidade de um
antiveneno na prevencdo da letalidade de um veneno. Somente com a

experimentagcdo animal é possivel realmente determinar a capacidade neutralizante



32

de um antiveneno. Contudo, os custos sdo elevados e consideracbes éticas
impactam no processo (TAN et al., 2015).

Além destes métodos supracitados, outros que envolvem tecnologias mais
avancadas abrem novas possibilidades e aumentam as chances de
desenvolvimento de anticorpos com maior amplitude de neutralizagdo. A
ressonancia plasménica de superficie (SPR) retne alguns beneficios, como a quase
completa automacdo do processo, a riqueza de dados fornecidos, como
especificidade, afinidade relativa de ligacdo e a possibilidade de estudar a regiédo de
ligacdo de um determinado anticorpo.

A pesquisa antivendmica também proporciona melhor entendimento de
reatividade cruzada caracterizando qualitativamente e quantitativamente o perfil
imunolégico das ligagbes veneno/antiveneno, o que contribui para viabilizar os
ensaios in vivo e in vitro pré-clinicos, utilizando menos animais. No entanto, para sua
aplicagéo é necessario a caracterizagao do perfil de toxinas do veneno de interesse
através de estudo transcriptdbmicos, prote6micos e gendmicos, envolvendo
espectrometria de massas (MS) e cromatografia liquida de alta performance em fase
reversa (RP-HPLC) (GUTIERREZ et al., 2013).

Mais recentemente, a tecnologia de microarray de peptideos de alta
densidade (HDPMT), proporcionou melhor entendimento das interacbes moleculares
entre 0s epitopos das toxinas do veneno e paratopos dos anticorpos. Esta técnica
permite identificar quais sequéncias lineares de um peptideo imobilizado (toxina),
serdo reconhecidas. Ela permite uma analise muito maior de toxinas e varios
antivenenos simultaneamente, possibilitando a identificacdo especifica do local de
ligacdo anticorpo-epitopo e locais de reconhecimento compartilhado entre toxinas
homologas (ENGMARK et al., 2017).
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Figura 9 - llustracdo esquematica de ferramentas bioquimicas, bioinformaticas e
"Omicas" que podem auxiliar a producéo de antivenenos.
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Fonte: Adaptado de BERMUDEZ-MENDEZ et al., 2018.

(A) Toxicovendmica: O veneno é fracionado por cromatografia liquida de alta performance de fase
reversa (RP-HPLC). Os componentes de cada fracdo de veneno s&o identificados pela combinacéo
das técnicas de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sédio (SDS-PAGE) e
espectrometria de massas (MS). A toxicidade de cada fracdo de veneno é avaliada in vivo para
identificar os componentes alvo para antivenenos; (B) Bioinformatica: Recursos online sdo usados
para predicdo in silico de elementos epitdpico e regides homdlogas de toxinas. Estas podem ser
usadas para gerar sequéncias multi-epitopicas ou consensuais. Essa estratégia visa gerar resposta
imune contra sequéncias mdltiplas em apenas uma molécula ou para gerar anticorpos para-
especificos; (C) Antivemdmica: Essa abordagem € empregada para avaliar a reatividade e
reatividade cruzada de antivenenos por imunoafinidade, ao comparar os perfis cromatograficos das
fracOes utilizadas; (D) Microarray de peptideos de alta densidade: A sobreposi¢cdo de pequenos
peptideos das sequéncias de toxinas, s&o sintetizados para estudos de ligacdo de epitopos e
paratopos por incubagdo com anticorpos. Esta técnica proporciona dados de alta qualidade para
avaliagéo de reatividade cruzada.
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5 DiscussAo

O ofidismo €& um problema de saude publica no mundo, causando
incapacitacdes e mortes (KASTURIRATNE et al., 2008). Negligenciado por muitos
anos, por autoridades de saude e industria farmacéutica, o acidente ofidico impacta
na educacdo, salde, renda e consequentemente na qualidade de vida de uma
populacdo (WHO, 2016a; SWAROOP e GRAB, 1954; CHIPPAUX, 1998;
GUTIERREZ et al., 2017).

Durante a realiza¢do dessa reviséo, verificou-se que a falta de tratamento néo
€ 0 Unico problema associado ao ofidismo e sim oriundo de um conjunto de fatores,
como falta de equipamentos basicos de seguranca no trabalho, especialmente o
rural, a falta de planejamento de moradias e o desequilibrio ambiental, que
proporciona o encontro acidental entre homens e serpentes; a falta de conhecimento
sobre o ofidismo, quais a¢bes tomar apds o acidente; a falta de meios de locomocéao
e de unidades de saude aptas a tratar o acidentado e a ignorancia sobre o
tratamento indicado, que conduz a busca por curandeiros (WARRELL, 2010). A falta
de antivenenos e de acdes necessarias para um tratamento eficaz agravam esse
problema de satde, sobretudo entre os mais pobres, como na Africa e Asia (ALIROL
et al., 2010; WILLIAMS et al., 2011; BROWN, 2012; SURAWEERA, 2020;
HARRISON et al.,, 2009). Bhargava e colaboradores (2020) demonstram apos
aplicacdo de um questionario sobre o ofidismo no estado de Haryana, india, a
necessidade de integracdo entre governo e populacdo para disseminacdo do
conhecimento, 0 que aumentaria o conhecimento da populacédo e dos profissionais
de saude (BHARGAVA et al., 2020). Assim, € imprescindivel que politicas publicas
sejam elaboradas para minimizar esses impactos, principalmente em vilarejos e
comunidades que ndo possuem acesso a informacao.

O Unico tratamento atualmente para o envenenamento é a soroterapia (WHO,
2016b). Como visto nesta revisdo, o processo de obtencdo dos antivenenos é
desafiadora (LEON et al., 2018), e apesar de melhorias dos procedimentos, da
eficacia e da abrangéncia, ainda apresenta limitagcdes. Dentre essas, estdo: altos
custos, a falta de padronizacdo, diferencas de qualidade, pureza e eficacia, de
acordo com cada fabricante (SIMPSON e NORRIS, 2007; ARAUJO et al., 2008;
BUSH et al., 2015; GUTIERREZ et al., 2017b).
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Apesar de salvar milhares de vidas, diversos estudos (KUNIYOSHI et al.,
2012; SEGURA et al., 2013; GUTIERREZ et al., 2014; KUNIYOSHI et al., 2017;
GUTIERREZ, 2018; ZDENEK et al., 2020) demonstram que 0s antivenenos
apresentam limitagbes, como a parcial neutralizacdo das serina proteases e da
inefichcia no tratamento dos efeitos locais do envenenamento, o que gera a
necessidade de discussdes e acdes para sobrepor esses problemas.

Outro problema relacionado ao tratamento com antivenenos é a possibilidade
de causar reacbes adversas (HUANG et al., 2010; LEON et al., 2013; DE SILVA et
al., 2016). As reacdes se diferem entre agudas (anafilaticas e pirogénicas) e tardias
(doenca do soro). Antigamente, a molécula de IgG era utilizada de forma integral,
sem remocdo da fracdo cristalizavel (Fc), e sua utilizacdo era associada ao
surgimento de reagbes adversas (OTERO et al.,, 1999). O desenvolvimento de
antivenenos utilizando apenas as fracdes Fab ou F(ab’)2 por técnicas de clivagem
surgiram para minimizar esses efeitos (JONES e LANDON, 2002).

Contudo, OTERO-PATINO e colaboradores (2012) demonstram que a
seguranca dos antivenenos esta relacionada ao nivel de purificacdo, independente
da clivagem de suas fragdes (OTERO-PATINO et al., 2012). A utilizag&o de técnicas
modernas de purificacdo e a subsequente avaliacdo da seguranca dos antivenenos
sdo imprescindiveis para uma boa evolucédo do tratamento. Hifumi e colaboradores
(2011) demonstram que no Japdo, a incidéncia dessas reacdoes é de 2,4-8%
(HIFUMI et al., 2011); no continente Europeu é de aproximadamente 1,5% (LAMB et
al.,, 2017, no Sudeste Asiatico os numeros sao bem mais expressivos (30-80%)
(ARIARATNAM et al., 2001) e no Brasil o estudo de Nogueira e colaboradores
(2021), mostra que as reacdes agudas chegam a 47% a partir de um estudo
observacional (NOGUERIA et al., 2021). Os estudos randomizados por De Silva e
colaboradores (2001), mostram que essas reacfes podem ser minimizadas com
administracao prévia ao antiveneno de baixas doses de adrenalina (DE SILVA et al.,
2011). Outros farmacos preliminares ao antiveneno, como hidrocortisona e anti-
histaminicos foram utilizados por muitos anos, apesar da falta de indicios de sua
efetividade (KULARATNE et al., 2016).

A melhoria nos processos de fabricagdo € um ponto chave no fornecimento
de antivenenos melhores e mais eficazes (WHO, 2019; WILLIAMS et al., 2018).
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A partir desse cenario de urgéncia na melhoria e/ou garantia de acesso ao
antiveneno, novas perspectivas de pesquisa e de desenvolvimento sdo necessarias,
para melhorar a qualidade, custo, melhor distribuicdo do antiveneno. Para tanto,
parcerias entre instituicdbes de pesquisas, governos, agéncias de saude publica e
iniciativas privadas sédo necessarias.

Essas possiveis melhorias em relagdo a producdo de antivenenos mais
especificos, eficazes e estaveis podem ser obtidas via plataformas que utilizem
técnicas mais modernas, como obtencdo de anticorpos recombinantes, monoclonais
humanos (RONCOLATO et al., 2015; LAUSTSEN et al., 2018a; KINI et al., 2018),
anticorpos camelideos, nanobodies (sdAb) (ALIRAHIMI et al., 2018), scFvs (SILVA
et al., 2018), seus dimeros (diabodies) (DI TOMMASO et al., 2012; KARIM-SILVA et
al., 2016) e aptameros (DNA e RNA sintéticos) (YE et al., 2014; CHEN et al., 2016) e
ainda pequenas moléculas, como inibidores peptidicos (FOSGERAU, K. &
HOFFMANN, 2015; SILVA et al., 2021a; 2021b).

Nessa revisao ainda foi abordado a relevancia da reatividade cruzada e para-
especificidade de um anticorpo para obtencdo de antivenenos mais abrangentes e
com menor custo, visto a variedade de toxinas e suas a¢cbes (LEDSGAARD et al.,
2018). Dentre as técnicas utilizadas para estudar a interacdo entre paratopos e
epitopos, podemos destacar as técnicas de antivendmica (CALVETE et al., 2018), e
a tecnologia de microarray de peptideos (ENGMARK et al.,, 2017). A associacéo
dessas técnicas fornece um entendimento mais amplo dos mecanismos
fundamentais de interacédo e neutralizacédo via anticorpos.

Contudo, apesar de promissoras no desenvolvimento de novos antivenenos,
essas abordagens trazem implicacbes na geracdo de antivenenos, como altos
custos.

A utilizacdo de anticorpos monoclonais humanos (mAbs) também pode
fornecer melhorias no tratamento do envenenamento, como especificidade e menor
chance de causar efeitos adversos. Contudo, ha desvantagens, como o alto custo de
producdo dessas proteinas e a necessidade de misturas oligoclonais para a
neutralizacdo de diferentes toxinas de um veneno. O emprego desta nova
modalidade de producao precisara de validacdes rigorosas de producao e eficacia,
apesar de estudos demonstrarem boas perspectivas para o tratamento eficaz e com
bom custo-beneficio (LAUSTSEN et al., 2017).
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A utilizagéo das frag6es de mAbs (do inglés, Monoclonal Antibodies), também
apresentam vantagens e desvantagens. Dentre as vantagens, estd a baixa massa
molecular, o que permite a melhor difusédo pelo organismo. Contudo, 0os scFvs e
sdAbs possuem alta taxa de eliminagao renal (MUYLDERMANS et al., 2009), apesar
de tentativas de melhorias, como glicosilacdo (FALCK et al., 2021), fusdo a fragao
cristalizada de um anticorpo humano (Fc) (RICHARD et al., 2013) ou a proteinas
abundantes do sangue (e.g. albumina) (ZAMAN et al., 2019).

Os aptameros de DNA e RNA séo facies de sintetizar, purificar de maneira
reprodutivel e bom custo-beneficio. Ainda possuem acéo seletiva e neutralizante
com baixa imunogenicidade e alta difusédo tecidual. Suas desvantagens sdo: rapida
eliminacao da circulagdo; incapacidade de atingir alvos intracelulares (ASCOET; DE
WAARD, 2020). Estudos demonstram diferentes utilizacbes de aptameros, sendo no
reconhecimento de toxinas, como a b-Bungarotoxin e como na propriedade em
apresentar reatividade cruzada, tanto para uma a-Bungarotoxin, quanto para
cardiotoxinas, respectivamente (YE et al., 2014; CHEN et al., 2016).
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6 CONCLUSOES

Diante do cenario aqui apresentado, pode-se concluir que ha novas
perspectivas de pesquisa, desenvolvimento e produgdo de antivenenos mais
eficazes. Contudo, para a geracdo desses novos biofarmacos, acdes como
investimentos, sejam governamentais ou do setor privado e o melhor conhecimento

das serpentes/venenos de cada regido sao necessarias.
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