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RESUMO

Sdo0 muitos os registros de acidentes envolvendo animais peconhentos
principalmente em paises localizados nos tropicos. A soroterapia, apesar de ter
sido descrita h4 mais de um século ainda € o método de tratamento mais
utilizado pelos sistemas de saude atuais. No Brasil os principais incidentes
envolvem serpentes, escorpides e aranhas, e acontecem em todas as regioes
do pais. Desta forma, pretendemos, nesta revisdo bibliografica discutir a
utilizacdo massiva do soro antiveneno como meétodo de tratamento na
populacdo vitima, uma vez que este acarreta consideraveis desvantagens,
como possiveis reacfes imunogénicas, além de uma dificil estratégia de
producdo, na qual sdo necessarias quantidades elevadas de venenos brutos,
um grande numero de animais para a obtencdo e qualificacdo dos soros, e
ainda assim, pode ndo alcancar toda a populacdo necessitada especialmente
aguelas de nacionalidade carente econdémica e cientificamente. Assim, alguns
estudos buscam empregar a biotecnologia para desenvolver métodos
alternativos eficazes como a producdo de toxinas recombinantes, anticorpos
monoclonais (mAbs) e recombinantes em suas diferentes formas IgG, F(ab’)2,
Fab, scFv, diabody e VhH. Estes anticorpos tem mostrado grande eficiéncia
pois apresentam alta especificidade antigeno-anticorpo, arquitetura em
diferentes tamanhos, regulacdo adequada, além de facilidade e
reprodutibilidade na producéo. Esta revisdo vai tratar dos desafios na producao
dos soros, das novas alternativas oferecidas pela engenharia molecular de
proteinas e também discutir acerca das limitacdes econdmicas sociais

implicadas neste contexto.

Palavras-chave: Envenenamento por animais peconhentos, soroterapia,

toxinas recombinantes e fragmentos de anticorpos



ABSTRACT

There are lots of records of accidents involving poisonous animals especially in
countries in the tropics. Even though the serotherapy has been used for over a
century, nowadays is still the most used method of treatment by the main health
care systems. In Brazil, the main incidents involve snakes, scorpions and
spiders, and they happen in all regions of this country. Therefore, we intend in
this literature review to unravel the mass use of the antivenom serum as a
method of treatment, since it has considerable disadvantages, such as possible
immunological reactions, as well as a difficult production strategy, in which are
necessary high quantities of raw poisons, a big number of animals to the
acquirement and qualification of serums, and even so, it might not reach all the
needy population specially those of needy nationality economically and
scientifically. Thus, some studies seek to apply the biotechnology to develop
alternative effective methods such as the production of recombinant toxins,
monoclonal antibodies (mAbs) and recombinants in their different forms I1gG,
F(ab’)2, Fab, scFv, diabody e VhH. These antibodies have shown great
efficiency because they show high specificity antigen-antibody, architecture in
different sizes, appropriate regulation, as well as ease and reproducibility in the
production. This review will address the challenges in serum production, the
new alternatives offered by molecular engineering of proteins and also discuss

the social economic limitations implied in this context.

Keywords: Poisoning by poisonous animals, serotherapy, recombinant toxins

and antibody fragments.
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1. INTRODUCAO

A incidéncia de acidentes com animais venenosos & comum nos
tropicos, principalmente na América Latina, Asia e Africa (SALOMAO, et al.
2018). Casos envolvendo serpentes venenosas possuem muitos registros
desde 1876 (KARALLIEDDE, et al. 1995). Ja acidentes com escorpides podem
registrar Obitos de vitimas criancas e idosas (OZKAN, et al. 2008). No
araneismo, aranhas do género Loxosceles ocasionam o loxoscelismo, doenca
de grande importancia médica (DUARTE, et al. 2015). Além destas, o género
Phoneutria apresenta um importante veneno e € responsavel pelo maior
namero de acidentes com aranhas no Estado de Sdo Paulo (CUPO, et al.
2003).

Como tratamento especifico, as vitimas de acidentes com animais
venenosos sdo submetidas a soroterapia, descrita ha mais de um século, pelo
médico Emil Adolf Von Behring, que juntamente com o0 microbiologista
Shibasaburo Kitasato comprovou a efichcia da imunidade passiva contra
toxinas do tétano e, em seguida da difteria, em 1890 (BAPTISTAO, et al. 2018
e PUCCA, et al. 2019).

A partir deste evento o soro antiveneno passou a ser melhorado e
utilizado constantemente como tratamento para pessoas ja expostas a
determinadas toxinas levando em consideracao o tipo de toxina envolvida e o
grau de gravidade.

No entanto, a natureza ndo humana dos componentes presentes nos
soros antivenenos pode induzir reagdes imunogénicas nas vitimas tratadas
(ALIRAHIMI, et al. 2018), além disso este tratamento ndo alcanga toda a
populacdo necessitada (CHIPPAUX & HABIB, et al. 2015 e SALOMAO, et al.
2018). Desta forma, com a elevada quantidade de casos registrados
anualmente e com a atual existéncia de métodos alternativos como o0s
anticorpos recombinantes e sua alta especificidade, procuramos compreender
a massiva e quase que exclusiva utilizacdo dos soros como tratamento

antiveneno.
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1.1. OBJETIVO

O tratamento realizado em vitimas de acidentes com animais venenosos
ainda hoje é a soroterapia. A producdo do soro antiveneno obviamente foi
melhorada ao longo de tantas pesquisas, contudo o principio terapéutico € o
mesmo. Assim, esta revisdo tem por objetivo analisar a caréncia de diversidade
de métodos para o tratamento antiveneno. Ainda, determinar quais os fatores
que contribuem para esta realidade. Serdo revistos 0s principais tipos de
acidentes com serpentes, escorpibes e aranhas além das espécies
predominantes no Brasil. E finalmente, apresentaremos o que se propde de
mais moderno quanto ao emprego de moléculas recombinantes para a

neutralizacédo dos efeitos tdéxicos provocados por estes venenos.

2. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

Os acidentes envolvendo mordidas de serpentes predominam em paises
tropicais situados na Asia e Africa. india, Paquistdo, Birmania, Nigéria, Estados
Unidos e Brasil (PINHO, et al. 2001). Além da Australia (HEID, et al. 1983),
Costa Rica e Africa do Sul (FIGURA 1) (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
1981).

Acidentes com escorpides sdo observados em paises como Brasil,
Estados Unidos, México, Ird, Iraque, Egito, Paquistdo, Arabia Saudita, Tunisia,
Oma, Marrocos, Africa do Sul, Iémen e Emirados Arabes Unidos (FIGURA 2)
(DEHGHANI, et al. 2018 e PARDAL, et al. 2003).

Os registros de araneismo se encontram principalmente em paises
tropicais e subtropicais da Europa, Africa, Australia, Asia e Américas (FIGURA
3) (RODRIGUEZ, et al. 2008). Aranhas do género Loxosceles séo localizadas
na Ameérica do Norte, América Latina, Europa, Oriente Médio e outras regides
da Asia, Africa e Australia (DUARTE, et al. 2015).
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FIGURA 1. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DE OFIDISMO NOS PAISES DE MAIOR
INCIDENCIA

FONTE: Criado com mapchart.net© com base nos dados epidemiolégicos da literatura.

FIGURA 2. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DE ESCORPIONISMO NOS PAISES DE MAIOR
INCIDENCIA

FONTE: Criado com mapchart.net© com base nos dados epidemiolégicos da literatura.

FIGURA 3. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DE ARANEISMO NOS PAISES DE MAIOR
INCIDENCIA

FONTE: Criado com mapchart.net®© com base nos dados epidemioldgicos da literatura.
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3. OFIDISMO

O ofidismo, termo utilizado para definir acidentes envolvendo mordidas
de serpentes peconhentas, pode ser classificado em quatro grupos principais,
sendo eles botrépico, crotélico, laquético e elapidico.

As regides brasileiras com mais registros de ofidismo em ordem
decrescente de acordo com dados quantitativos sédo as regifes Centro-Oeste,
Norte, Sul, Sudeste e Nordeste (PINHO, et al. 2001). A identificagdo das cobras
venenosas lista presenca de fosseta loreal (exceto em espécies do género
Micrurus), presas anteriores com sulco, pupilas em forma de fenda e cauda fina
(PINHO, et al. 2001).

3.1. OFIDISMO BOTROPICO

O género Bothrops (FIGURA 4) abrange aproximadamente 30 espécies
no Brasil com maior predominancia de espécies como Bothrops atrox, Bothrops
erythomelas, Bothrops jararaca e Bothrops jararacussu. As caracteristicas que
identificam o grupo listam cauda fina e corpo com coloracao variada (PINHO, et
al.2001). A peconha destas serpentes age de forma proteolitica ou
necrotizante, coagulante e hemorragica (RIBEIRO; JORGE, et al.1997). Os
sintomas comumente observados em casos de ofidismo botrépico incluem dor

imediata, edema, equimose, bolhas, infeccéo e necrose (FUNED, et al. 2016).

3.2. OFIDISMO CROTALICO

O género Crotalus agrupa serpentes popularmente conhecidas como
cascaveis (FIGURA 5). No Brasil, ha registro apenas da espécie Crotalus
durissus. Podem ser encontradas em ambientes de serrado, campos, regides
arenosas e de clima seco (PARDAL, et al . 2007). Estas serpentes séo
identificadas por meio de presenca de fosseta loreal e guizo na cauda. Devido
a acao do veneno crotalico podem ser observados nas vitimas eventos como
paralisias motoras e respitatorias, aléem de coagulacdo sanguinea. A mordida

costuma ser praticamente indolor e os sintomas incluem parestesia, edema,
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eritema, mau-estar, sudorese, nauseas, sonoléncia e prostragdo (PINHO, et al.
2001).

3.3. OFIDISMO LAQUETICO

O género Lachesis compreende a espécie Lachesis muta caracterizada
por ser a maior serpente peconhenta encontrada nas Ameéricas (FIGURA 6)
(PINHO, et al. 2001). A peconha laquética pode ativar o plasminogénio
resultando em degradacdo de fibrinogénio e fibrina, além de agir de forma
coagulante, hemorragica, inflamatéria, proteolitica, miotoxica pela acao de
fosfolipases e agir neurotoxicamente (SOUZA, et al. 2009). Os sintomas do
ofidismo laquético incluem dor intensa na regido da mordida, edema, equimose
e hemorragia (SOUZA, et al. 2009). Ainda podem ser observadas hipotensdo
arterial e braquicardia (PINHO, et al. 2001).

3.4. OFIDISMO ELAPIDICO

O género Micrurus (FIGURA 7), responsavel por desenvolver o ofidismo
elapidico, apresenta 18 espécies no Brasil, sendo comumente encontradas na
regido Sul e Sudeste com o predominio das espécies Micrurus corallinus e
Micrurus frontalis, a qual também pode ser encontrada na regido centro-oeste
do pais assim como Micrurus lemniscatus, presente ainda na porcao norte
brasileira (PINHO, et al. 2001). A peconha elapidica apresenta neurotoxinas
que agem de forma poés-sindptica e pré-sinaptica. Dor local, parestesia,
vomitos, fraqueza muscular e paralisia flacida da musculatura respiratéria séo
alguns dos sintomas que podem ser observados neste tipo de ofidismo
(FUNASA, et al. 2001).
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FIGURA 4. JARARACA (Bothrops atrox) FIGURA 5. CASCAVEL (Caudisona durissa)

FIGURA 6. SURUCUCU-PICO-DE-JACA  FIGURA 7. CORAL-VERDADEIRA
(Lachesis muta) (Micrurus altirostris)

FONTE: Figuras 4-7. Bernarde (2011, p.60-
61) foto por Daniel Loebmann.

4. ESCORPIONISMO

No Brasil, o escorpionismo possui grande importancia para a saude
publica ja que o clima quente e as condigcbes de pluviosidade do pais
favorecem a ocorréncia destes aracnideos e, consequentemente, a incidéncia
de acidentes envolvendo escorpibes peconhentos principalmente em areas
urbanas onde ha a maior concentracéo populacional (SOARES, 2002).

As regides brasileiras com mais registros de escorpionismo sao as
regibes Sudeste e Nordeste (SILVA, et al. 2000). Dentro das espécies de
escorpides, quatro sdo as principais, sendo Tityus serrulatus (escorpido-
amarelo), Tityus stigmurus (escorpido-amarelo-do-nordeste), Tityus bahiensis
(escorpido preto) e Tityus obscurus (escorpido-preto-da-amazénia) (OZKAN, et
al. 2008).
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4.1. Tityus serrulatus

Considerada a espécie de escorpido mais perigosa encontrada no Brasil,
Tityus serrulatus (FIGURA 8) apresenta tronco escuro, patas, cauda e
pedipalpos amarelos e pode ser encontrado na Bahia, Espirito Santo, Goias,
Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro e Sao Paulo (FUNASA, et al. 2001). Dor
local, sudorese profusa, edema, eritema e nauseas sdo alguns dos sintomas

observados em casos de picada da espécie (FUNASA, et al. 2001).

4.2. Tityus stigmurus

Sao encontrados na regido nordeste do Brasil e identificados pelo seu
tronco amarelo-escuro e pela presenca de um triangulo negro no cefalotérax
(FIGURA 9). Dor local, dorméncia, eritema, parestesia, edema, cefaléia e
vomito sdo alguns dos sintomas tipicos da picada de Tityus stigmurus (SILVA,
et al. 2000).

4.3. Tityus bahiensis

Podem ser encontrados nos estados de Goias, Sdo Paulo, Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais, Parand, Rio Grande do Sul e Santa Catarina (FUNASA,
et al. 2001). Apresentam tronco escuro e cauda marrom-avermelhada
(FIGURA 10) (MINISTERIO DA SAUDE, et al. 2009). Os sinais de
envenenamento s&do neurotoxicos, uma vez que a peconha apresenta

neurotoxinas.

4.4. Tityus obscurus

Ocorrem desde a Guiana Francesa até a regido amazonica brasileira
(UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA, LEMAP). Identificados pela sua
coloracdo negra em todo o corpo (FIGURA 11), os escorpides Tityus obscurus

também sao conhecidos como Tityus paraensis e Tityus cambridgei (PARDAL,
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et al. 2014). A picada desta espécie pode desencadear sintomas como dor no
local da picada, vomitos, sudorese, taquicardia e edema pulmonar, em quadros
graves (PARDAL, et al. 2014).

FIGURA 8. Tityus serrulatus FIGURA 9. Tityus stigmurus

FONTE: Figuras 8-10. Ministério da saude (2009, p. 10-12) foto por
Denise Maria Candido. Figura 11. Brazil (2010, p. 68) foto por
M. Cozijn.

5. ARANEISMO

As regides Sul e Sudeste do Brasil concentram o maior nimero de casos
de araneismo do pais (CHAGAS, et al. 2010). Os géneros responsaveis pela
maioria dos acidentes em territério brasileiro sdo Phoneutria, Loxosceles e
Latrodectus (NOBREGA, et al. 2018). Estes aracnideos predominam no interior
de domicilios como forma de esconderijo, ja que seu habitat sofreu

modificacbes pela urbanizagdo em massa (NOBREGA, et al. 2018).

5.1. Phoneutria sp.

Conhecidas como aranhas armadeiras (FIGURA 12), sdo encontradas
nas regides Norte, Centro Oeste, Sudeste e Sul do Brasil. Sendo que as
espécies mais comuns sado P. fera, P. reidyi, P. nigriventere P. keyserfingi

(FUNASA, et al. 2001). A vitima de Phoneutria pode apresentar sintomas
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como dor local, edema, eritema e parestesia além de hipotenséo e braquicardia

em casos considerados graves (CHAGAS, et al. 2010).

5.2. Loxosceles sp.

Conhecidas como aranhas marrons (FIGURA 13), sdo encontradas
principalmente nas regibes Sudeste e Sul do Brasil, sendo as espécies
predominantes Loxosceles intermedia, L. laeta e L. gaucho (FUNASA, et al.
2001). Os sintomas séo dificeis de ser observados pela propria vitima uma vez
que a picada é quase indolor. Assim, a procura de tratamento geralmente
acontece apos a evolucdo da dor local ocorrendo até 36 horas pds picada
(NOBREGA, et al. 2018) em que os sintomas normalmente observados incluem
dor, edema, hemorragia e necrose local (CUPO, et al. 2003). Ainda, o

loxoscelismo é divido em duas formas, sendo cutadnea e cutaneo-visceral.

5.3. Latrodectus sp.

Conhecidas como aranhas vilvas-negra (FIGURA 14), estes aracnideos
podem ser encontrados principalmente na regido Nordeste do Brasil. As
espécies ocorrentes sao Latrodectus curacaviensis e L. gemetricus (FUNASA,
et al. 2001). A vitima destas aranhas pode apresentar sintomas como edema,
rurbor, dor e rigidez do musculo do abdomen, febre, sudorese e nauseas
(SOUZA, et al. 1998).
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FIGURA 12. Phoneutria keyserlingi FIGURA 13. Loxosceles (Sicariidae)

FONTE: Figuras 12 e 13. Indicatti (2013, p. 25-27) foto por Rafael Prezzi
Indicatti. Figura 14. Azevedo (2017, p. 153) foto por Pedro H. Martins.

6. OUTROS GRUPOS VENENOSOS DE IMPORTANCIA PARA A SAUDE
PUBLICA BRASILEIRA

Além de serpentes, escorpies e aranhas, lepidépteros, himendpteros,
coledpteros, quildpodes, peixes e cnidarios sdo grupos de animais que podem
apresentar peconha e possuem a capacidade de injeta-las em um organismo
por meio de estruturas corporais como espinhos, ferrdes ou cerdas
(MINISTERIO DA SAUDE e LAUSTSEN et al. 2018).

7. SOROTERAPIA

7.1. HISTORICO

Em 1888, Emile Roux e Alexandre Yersin, por meio de um cultivo de
bacilos diftéricos, observaram que o caldo filtrado das culturas possuia

capacidade de paralizar e matar cobaias, porém o mesmo caldo quando em
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meio de cultura ndo se proliferava. Os pesquisadores entdo concluiram que
havia producédo de toxina pelo bacilo diftérico (SANT'ANNA, et al. 2005).

Neste contexto, o médico alemdo Emil Adolf Von Behring, junto ao
auxilio de Paul Ehrlich, com o objetivo de encontrar a cura para a difteria
observou a neutralizacdo das toxinas diftéricas por meio de soro de animais
gue tiveram o bacilo inoculado (SANT'ANNA, et al. 2005).

Em 1890, o soro antiveneno foi descrito na Alemanha por Emil Adolf Von
Behring e pelo microbiologista Shibasaburo Kitasato quando relataram em uma
publicacdo a neutralizagdo de toxinas tetanicas através da injecdo de soro de
coelhos, imunizados com uma cultura inativada de Clostridium tetani, em
camundongos que, logo em seguida foram inoculados com a forma virulenta de
Clostridium tetani. Este trabalho apresentou a conducdo da imunidade passiva
contra toxinas tetanicas pela imunidade humoral. Em seguida, Emil Adolf Von
Behring apresentou outro artigo de sua autoria seguindo a mesma metodologia
do estudo anterior para neutralizar toxinas diftéricas, possibilitando a producéo
de soro contra difteria (BAPTISTAO, et al. 2018 e PUCCA, et al. 2019).

Em 1891, uma crianga com difetria em situacédo grave recebeu o soro
como tratamento para a doenca e teve os sintomas regredidos. A partir disso,
Emile Roux e Louis Martin assim como Emil Adolf Von Behring e Paul Ehrlich
iniciaram a producdo de soro em equinos na Franga e na Alemanha,
respectivamente, originando desta forma a soroterapia. Em 1894, o francés
Albert Calmette obteve o primeiro soro antiofidico, porém sem especificidade
antigénica (BAPTISTAO, et al.2018).

Em 1895, o médico brasileiro Vital Brazil ao mudar-se para a cidade de
Botucatu/SP iniciou estudos com serpentes peconhentas e suas toxinas
(SANT’ANNA, et al. 2005). Em 1901, foi fundado o Instituto Butantan onde Vital
Brazil comecou trabalhos aprofundados sobre animais peconhentos, seus
venenos e acidentes (FAN; MONTEIRO, 2018). Também foi o0 médico brasileiro
gue mostrou em primeira mao a especifidade antigénica dos venenos das
serpentes brasileiras (SANT’ANNA, et al. 2005).

Em 1908, foi instituida a Fundagéo Ezequiel Dias e, em 1927, inaugurou-
se o Instituto Vital Brazil, laboratorios estes que contribuem até os dias atuais
com as maiores producbes de soros antivenenos brasileiros (FAN;
MONTEIRO, 2018).
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O Programa Nacional de Imunizagao foi introduzido em 1973, desde
entdo doencas transmissiveis passaram a ter um maior controle através de
vacinagbes assim como 0s envenenamentos comecaram a ser melhor
controlados pela producdo em massa de soros antivenenos nos laboratorios
nacionais (FAN; MONTEIRO, 2018).

A vitima de acidente com animal peconhento deve ser tratada o mais
precoce possivel com o soro antiveneno correspondente ao seu quadro clinico
administrado intravenosamente (TABELA 1). Atualmente existem soros
especificos para ofidismo, escorpionismo e araneismo. No Brasil, estes sao
produzidos pelo Instituto Butantan, Instituto Vital Brazil, Fundacdo Ezequiel
Dias e Centro de Producédo e Pesquisa de Imunobiologicos (SOUZA, et al.
2018).

TABELA 1 - RELACAO DO TRATAMENTO ANTIVENENO COM SORO POR ACIDENTE

Génerol/espécie envolvida Soro antiveneno utilizado
Bothrops sp. Antibotrépico (SAB)*
Anticrotalico ou antibotrépico-crotélica
Crotalus sp. _ .
(SABC)* ou Anticrotalico (SAC)***
: Antilaguético (SAL) ou Antibotrépico-
Lachesis sp. »
laquético (SABL)*
Micrurus sp. Antielapidico (SAE)*
Tityus serrulatus, Tityus stigmurus, Tityus Antiescorpidnico (SAEES) ou
bahiensis e Tityus obscurus Antiaracnidico (SAAr)**

Antiaracnidico (SAAr)* ou Antiloxoscélico
(trivalente) (SALOX)***
Latrodectus sp. Antilatrodéctico (SALatr)*
*FUNASA, et al. 2001.
*TORRES, et al. 2002.
**SOUZA, et al. 2018.

Phoneutria sp. e Loxosceles sp.
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7.2. ANTICORPOS, IMUNOGLOBULINAS E ANTIGENOS

Na resposta imune humoral, o antigeno € aprisionado por células
apresentadoras de antigenos as quais fazem apresentacdo destes a linfécitos
com receptores de superficie especificos que realizam o reconhecimento dos
determinantes antigénicos, estruturas moleculares do antigeno. Em seguida, o
reconhecimento do antigeno proporciona a multiplicacédo celular e producéao de
anticorpos pelos linfécitos B.

A estrutura molecular dos anticorpos foi descrita pela primeira vez em
1959 por Gerald Edelman e Rodney Porter (PUCCA, et al. 2019). Anticorpos
apresentam forma em Y e em sua estrutura sdo encontradas duas cadeias
pesadas (CH) e duas cadeias leves (CL) ligadas por cadeias dissulfeto
(FIGURA 15) (ABBAS, et al. 2019). Em cada uma das quatro cadeias existe
uma regiao variavel (V), sendo VL (regido variavel de cadeia leve) e VH (regido
variavel de cadeia pesada) que ajudam no reconhecimento do antigeno. Ainda,
h4 um dominio constante na estrutura das cadeias leves e trés a quatro
dominios constantes nas cadeias pesadas (MARQUES, et al. 2005). Nas
cadeias pesadas a regido variavel (V) € composta por um dominio Ig enquanto
a regido constante (C) apresenta entre trés e quatro dominios Ig (ABBAS, et al.
2019).

A regido dos anticorpos responsavel por realizar a ligacdo ao antigeno é
denominada Fab, sendo que a regido Fc (extremidade C-terminal) esta

associada com as funcdes efetoras (ABBAS, et al. 2019).
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FIGURA 15. ESTRUTURA MOLECULAR DE UMA IMUNOGLOBULINA

VL
CL VH Regiao Fab
\ ,CH1

CH - Regiao constante
de cadeia pesada

CH2
CL - Regiéo constante de Regiso Fc
cadeia leve
VH - Regido variavel de
cadeia pesada CH3
VL - Regiao variavel de
cadeia leve

FONTE: A autora (2019).

7.3. SORO

O soro é uma solucdo constituida de imunoglobulinas purificadas ou
fracbes F(ab’)2 (SALOMAO, et al. 2018) obtidas através da digestéo de IgG’s
por pepsina (KUNIYOSHI, et al. 2017). O principio da soroterapia visa a
neutralizacdo de toxinas presentes no plasma sanguineo e nos tecidos de um
individuo. As imunoglobulinas pertencentes ao soro sdo obtidas a partir do
plasma de determinados animais como camelos, lhamas e equinos, 0s quais
sofrem uma hiperimunizacdo com toxinas especificas (FIGURA 16).

Para a producdo de soros hiperimunes um antigeno especifico deve
entrar em contato com receptores de células B virgens ou naive, apds alguns
dias estas células sofrerdo diferenciacdo celular se transformando em
plasmdcitos que produzirdo anticorpos de alta afinidade apds diversas etapas
de maturacéao e selecdo (KUNIYOSHI, et al. 2017).
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FIGURA 16. BREVE REPRESENTACAO DA PRODUCAO DOS SOROS ANTIVENENO

2.Inoculacado do veneno, apos
liofilizacdo em equinos

1. Extracédo de veneno

5. O soro produzido é
4. Coleta e purificacao do mantido entre 2 e 8°C

3. Coleta de sangue do equino  sangue do equino apos para em seguida ser
para a‘nallse da concentracao quarenta dias, diluido, receber
de anticorpos produzidos aproximadamente, para conservantes e ter seu

obtencdo dos anticorpos pH ajustado

FONTE: A autora (2019).

A obtencdo do antigeno ou do veneno para producdo de determinado
soro especifico torna necessaria a criacdo e manipulacdo das espécies e,
desta forma, o veneno pode ser coletado para posterior obtencdo de plasma
hiperimune (SILVA, et al. 2008). Para extra¢cdo do veneno o animal em questéo
€ imobilizado e sofre estimulos para liberar a peconha.

Como alternativa para obtencao de antigenos alguns grupos propdem a
producdo recombinante de toxinas em bactérias ou linhagens celulares
eucariéticas em condi¢des especificas e otimizadas (ALIRAHIMI, et al. 2018). A
exemplo disto temos a producdo in vitro de toxinas recombinantes como 0s
PLDs ou fosfolipases D pertencente a composicdo molecular do veneno de
aranhas do género Loxosceles (CALABRIA, et al. 2019). Um outro caminho
mais recentemente explorado considera a producdo de antivenenos pela
imunizacdo com toxinas sintéticas (FIGURA 17).

Méndez (et. al. 2018) cita algumas toxinas recombinantes empregadas
atualmente como imundgenos. Entre elas encontramos as toxinas ofidicas a e
B - neurotoxinas da espécie Bungarus candidus (SUNTRARACHUN, et al.
2010), neurotoxinas ricas em cisteina (Mlatl) de Micrurus laticorallis

(CLEMENT, et al. 2016) e a a-neurotoxina D.H tipo | da espécie Micrurus
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diastema (GUERRERO-GARZON, et al. 2018). No entanto, segundo Méndez
(et al. 2018) a utilizacdo de veneno ainda se faz necessaria mesmo com 0
desenvolvimento de novos métodos terapéuticos, uma vez que € preciso

manter um controle da qualidade e eficiéncia de tais alternativas.

FIGURA 17. PRODUGCAO DE UMA TOXINA SINTETICA OU RECOMBINANTE

Sequéncia de DNA codificadora da toxina

Epitopol
—_—l
ERFSPRYITIELGGP@GEoHGT FTKYNSNLNTIR

Sequéncia de aminoacidos da toxina

l

ExfontSiiico Toxina sintética ou recombinante DNA

4 ” Gol
( )
Peptideo imunogénico curto  Toxina completa Plasmideo codificador da toxina

Injecao Biobalistica Anticorpos neutralizantes

ou *i ~{ ( Y

\ {
— -~ //_\\ ;
‘\&_/I "

Imunizacao Linfécito B

Com base na sequéncia de aminodcidos da(s) toxina(s) de interesse, peptideo(s)
imunogénico(s) ou toxina(s) inteiras, produzidos sintética ou recombinantemente, podem ser
injetados em animais. A imunizacdo com peptideo(s) ou toxina(s) levard a uma resposta imune
mediada por linfécitos B. A partir da(s) sequéncia(s) de DNA da(s) toxina(s), um plasmideo que
codifica o(s) gene(s) de interesse (GOI) pode ser transfectado para células animais por meio da
biobalistica. Apés a transfeccao, as células animais produzirdo a toxina, que deve ser capaz de
induzir uma resposta imune especifica, com subsequente produgédo de anticorpos.
FONTE: Adaptado de E. B. Méndez (2018).
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8. FARMACOLOGIA DO SORO

Objetivando compreender a acdo neutralizante dos soros antivenenos
produzidos pela industria farmacéutica atual, devemos primeiramente
compreender a composicdo molecular dos venenos inoculados nas vitimas
tratadas. A seguir sera explanada a composicao geral de alguns venenos.

A peconha ofidica apresenta em sua composi¢cao molecular “toxinas de
trés dedos” (3FTx), fosfolipases (PLA:), serina-proteinases (SVSPs), peptideos
vasoativos, metaloproteinase (SVMPs), além de desintegrinas (ALIRAHIMI, et
al. 2018 e MENDEZ, et al. 2018).

O veneno escorpidnico € composto de nucleotideos, mucoproteinas,
lipidios, peptideos sem ponte dissulfeto (NDBPs) e peptideos com ponte
dissulfeto (DBPS) com alta variabilidade molecular os quais atuam sobre
canais ibnicos causando neurotoxicidade (ALIRAHIMI, et al. 2018 e MENDEZ,
et al. 2018).

O veneno de Phoneutria sp. apresenta toxinas peptidicas ricas em
cisteina, com pontes dissulfeto estabelecidas intramolecularmente que se
organizam em uma estrutura referida como “né de cistina inibidor” (Inibitor
Cysteine Knot- ICK) (MATSUBARA, et al. 2011) além das toxinas CAPs (DINIZ,
et al. 2018).

Aranhas do género Loxosceles possuem em seu veneno compostos
moleculares como fosfolipases-D (PLDs), principais toxinas responsaveis pela
inflamacédo, dermonecrose, coagulacdo, hemolise e nefrotoxicidade, além de
metaloproteases, serina proteases, hialuronidases, alérgenos, inibidores de
serina protease e peptideos ICK (Inibitor Cysteine Knot - “né de cistina
inibidor”) (CALABRIA, et al. 2019).

A principal toxina encontrada no veneno de Latrodectus sp. é a a-
latrotoxina ou a-LTX. Esta neurotoxina € responsavel pelo desenvolvimento do
latrodectismo (MENDEZ, et al. 2018).

E importante que o soro antiveneno seja administrado precocemente
para garantir uma melhor neutralizacdo do veneno. Em sua composi¢cédo podem
existir porcdes Fab, fragmentos obtidos através da protedlise da
imunoglobulina G (1gG) por papaina ou F(ab’)2, fragmentos obtidos através da
protedlise de IgG por pepsina (LAUSTSEN, et al. 2018).
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9. TRATAMENTOS ALTERNATIVOS

Apesar da soroterapia ser um método de tratamento eficaz especifico, a
natureza ndo humana dos antigenos pode induzir rea¢cdes imunogénicas nas
vitimas tratadas (ALIRAHIMI, et al. 2018), além disso a sua utilizagdo né&o
alcanca todas as vitimas ja que a producédo dos soros antivenenos demanda
alto custo e, desta forma séo poucos os hospitais que oferecem o tratamento
correto para as vitimas (CHIPPAUX & HABIB, et al. 2015). Ainda, muitos
paises contam com a caréncia da produc&o cientifica, como na Africa em que a
producdo do soro polivalente para serpenres (FAV-Afrique) foi encerrada
(SALOMAO, et al. 2018). Em seguida serdo apresentadas algumas alternativas

aos métodos atualmente empregados.

9.1. ANTICORPOS MONOCLONAIS

Em 1975 Kohler e Milstein produziram por meio de hibridoma, ou seja,
células resultantes de uma fusdo de células B produzidas por camundongos
imunizados com células de mieloma, a primeira geracdo de anticorpos
monoclonais (mAbs) (ALIRAHIMI, et al. 2018 e NISSIM, et al. 2008). Os
anticorpos monoclonais sao triados frente ao antigeno especifico e
selecionados conforme o interesse para a sua proliferacdo (ABBAS, et al.
2019).

O emprego dos anticorpos monoclonais como tratamento antiveneno foi
testado pela primeira vez em 1988 por Bahraoui contra uma toxina
escorpidnica denominada toxina Il (PUCCA, et al. 2019). Anticorpos desta
natureza também obtiveram sucesso ao neutralizar venenos de serpentes,
escorpides e aranhas em testes in vitro (LAUSTSEN, et al. 2018).

Os primeiros anticorpos monoclonais desenvolvidos desencadearam
respostas imunes aos pacientes tratados, devido a sua origem murina.
Respostas estas denominadas HAMA (human anti-mouse antibody - “anticorpo
humano anti-rato”) (MARQUES, et al. 2005). Como solucdo foi realizada a

substituicdo da por¢cdo de framework e Fc do anticorpo monoclonal do
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camundongo por por¢cdes humanas originando desta forma, anticorpos
monoclonais humanizados (HWANG; FOOTE, et al. 2005).

Neste contexto, diferentes formas de mADb’s estdo sendo estudadas a fim
da neutralizacdo de toxinas oriundas de animais venenosos, como as formas
IgG, humanizada, e Fab, scFv e diabody, recombinantes (LAUSTSEN, et al.
2018).

9.2. ANTICORPOS RECOMBINANTES

Anticorpos recombinantes possuem vantagens importantes como a
especificidade anigeno-anticorpo, glicolizacdo e regulacdo adequada, além de
facil purificacdo e disponibilidade de ferramentas genéticas para sua linha
producdo (LAUSTSEN, et al. 2018). Estes anticorpos podem ser produzidos
por meio de bactérias ou de leveduras uma vez que possuem imunogenicidade
reduzida quando comparados a um anticorpo completo expresso em célula
(ANDRADE, et al. 2018).

A capacidade de ampla distribuicdo e penetracdo tecidual de um
anticorpo recombinante garantem a eficiéncia das formas menores (Fab obtido
por meio de engenharia molecular, scFv, diabody e VhH) (LAUSTSEN, et al.
2018).

Através da hipermutacdo somatica mimética é possivel aumentar a
afinidade e especificidade dos anticorpos recombinantes ao antigeno (AHMAD,
et al. 2012). Estes anticorpos ainda podem neutralizar toxinas através de
inibicdo direta competitiva, alostérica ou estérica, além de impedir a
dissociacdo de complexos de toxinas inibindo a sua forma ativa (FIGURA 19 e
20) (LAUSTSEN, et al. 2018).

9.2.1 scFv, Diabody, VhH ou Nbs e IgG recombinante

Os fragmentos variaveis de cadeia Unica ou scFv sdo 0s menores
fragmentos de um anticorpo e apresentam meia vida curta (SILVA et al. 2016 e
ALIRAHIMI et al. 2018) estando entre os principais anticorpos recombinantes

estudados e aplicados para a neutralizagao de toxinas animais, estes formatos



35

neutralizam in vivo toxinas ofidicas, escorpidnicas e aracnidicas (LAUSTSEN,
et al. 2018). Apresentam a vantagem de serem facilmente diluidos e
distribuidos no plasma devido ao seu pequeno tamanho (~25kDa) (FIGURA
18).

Diabodies sdo dimeros n&do covalentes de fragmentos de anticorpos de
cadeia Unica (scFvs) que apresentam pequena massa molecular (55 kDa)
(FIGURA 18) (LAUSTSEN, et al. 2018) e trazem vantagens para a sua
empregabilidade em tratamentos como evitar rea¢gdes imunogénicas e possuir
uma eficiente distribuicéo tecidual (SILVA, et al. 2016).

Nbs ou nanobodie, também referidos como VhH, é a denominacéo
atribuida a regido de ligacdo ao antigeno de HCADbs, anticorpos de cadeia
pesada produzidos em camelideos imunizados (MUYLDERMANS, et al. 2009).
Descritos por Hamers-Casterman em 1993, estes fragmentos de anticorpos de
cadeia Unica trazem vantagens para sua empregabilidade tais como alta
termostabilidade, producdo em meios microbiolégicos, reconhecimento de
epitopos 0s quais anticorpos convencionais nao reconhecem (PUCCA, et al.
2019) e, ainda evitam respostas imunogénicas humanas pois compartilham
identidade de sequéncia com dominios VH humanos (ALIRAHIMI, et al. 2018).

As moléculas inteiras de imunoglobulinas G (IgG) possuem a maior
massa molecular entre as formas de anticorpos empregadas atualmente
(FIGURA 18), com cerca de 150 kDa. No futuro, o emprego das IgGs
recombinantes inteiras humanas em soros sera vantajoso pelo fato destas
capturarem mais de uma toxina e fazer complexo em macréfagos,
pricipalmente quando em baixa afinidade. Este complexo € internalizado e,
desta forma as toxinas sdo degradadas no citoplasma do macréfago. Apos este
processo, as mesmas IgGs podem retornar, por meio da fagocitose
mononuclear, a membrana plasmatica onde serdo liberados novamente na
circulacdo sanguinea retornando a capturar toxinas. Esta reciclagem garante
as lgGs inteiras a vantagem de uma meia vida longa (LAUSTSEN, et al. 2018).
Apesar do alto potencial neutralizante dos soros antivenenos é sabido que mais
de 70% dos anticorpos totais injetados ndo s&o especificos para o0s
componentes do veneno e somente 5% dos especificos € que realmemte

apresentam potencial neutralizante (LAUSTSEN, et al. 2018).
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FIGURA 18. DIFERENTES FORMATOS DE ANTICORPOS UTILIZADOS NA CLINICA E
EXPERIMENTALMENTE

0

F(ab’),
(~110 kDa)

IgG
(~150 kDa)

o ¢

Fab Diabody
(~50 kDa) (~55 kDa)

N

scFv V.,H
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Representacdo esquematica dos diferentes formatos de anticorpos utilizados na clinica e
experimentalmente. 1gG: imunoglobulina tipo G inteira. F(ab’) 2 : regido especifica de interacéo
ao antigeno de IgG digerida por pepsina. Fab: regido especifica de interagdo ao antigeno de
IgG digerida por papaina. Diabody: dimeros ndo covalentes de fragmentos de anticorpos de
cadeia Unica (scFVs). scFv: fragmentos variaveis de cadeia Unica. VhH: fragmentos de
anticorpos de dominio anico.

FONTE: Adaptado de A. H. Laustsen (2018).
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FIGURA 19. NEUTRALIZACAO POR INIBICAO DIRETA
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Modos de neutralizagao: A. Inibigdo direta de toxinas ndo enziméaticas. (Al) A toxina nao

enzimatica se liga ao seu alvo, resultando em um efeito téxico. (A2) O anticorpo interfere com o

sitio funcional da toxina ndo enzimatica, impedindo a ligacdo da mesma ao alvo. B. Inibicao

direta de toxinas enziméticas. (B1) Uma toxina enzimética se liga ao substrato, resultando a

degradacdo do substrato. (B2) O anticorpo bloqueia (ou altera) o local catalitico da toxina

enziméatica, impedindo a degradacédo do substrato. C. Inibicdo por impedimento estérico.

(C1) Uma toxina se liga ao alvo, resultando em um efeito toxico. (C2) O anticorpo se liga a uma

regido proxima ao local de interacao, impedindo que a toxina se ligue ao alvo.

FONTE: Adaptado de A. H. Laustsen (2018).
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FIGURA 20. NEUTRALIZACAO POR INIBICAO ALOSTERICA
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Modos de neutralizagao: Inibicdo alostérica. (1) Uma toxina se liga ao seu alvo, resultando
em um efeito téxico. (2) O anticorpo se liga a um local distal da toxina, induzindo altera¢8es de
conformacéo, resultando em uma toxina menos ou néo-funcional.

FONTE: Adaptado de A. H. Laustsen (2018).

10. LIMITACOES AO USO DE ANTICORPOS RECOMBINANTES
MONOCLONAIS E FRAGMENTOS DE ANTICORPOS

Como representado na figura 17, a massa molecular dos anticorpos
monoclonais varia de aproximadamente 25 kDa até 150 kDa (LAUSTSEN, et
al. 2018). J4 a massa molecular aproximada de toxinas é variavel (MENDEZ, et
al. 2018). Esta diferenga de tamanho e massa molecular entre as diversas
toxinas presentes em um Unico veneno dificulta o tratamento antiveneno com
uso de mAbs uma vez que a neutralizacdo acontecera de forma especifica a
um Unico tipo de toxina sendo desta forma uma neutralizacdo parcial do
veneno e ndo completa, ja que ndo abrange todas as toxinas presentes.

Diante da quantidade variavel de toxinas presentes na composicao
molecular de um veneno discutidas no capitulo 9 e da especificidade singular
observada em anticorpos monoclonais, a utilizagdo de uma unica forma
recombinante de mAb como tratamento torna-se limitada ainda que sua

empregabilidade ofereca as vantagens explanadas anteriormente.
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Desta forma, devem ser empregadas diferentes formas recombinantes
para a producdo de um antiveneno visando a neutralizacdo de uma maior
quantidade de toxinas. No entanto esta alternativa torna-se desinteressante ja
que, consequentemente, o custo para a sua producéo é elevado.

Portanto, a biotecnologia visa aprimorar o estudo, desenvolvimento e as
aplicacbes dos anticorpos monoclonais tais como pesquisas voltadas a
capacidade de reatividade cruzada de mAbs avaliando a possibilidade do
reconhecimento de um dominio antigénico comum a mais de uma toxina.
Pucca (et al. 2019) cita esta atividade em scFvs humanos especificos para

veneno crotalico demonstrada por Silva (et al. 2018).

11. PORQUE AINDA A SOROTERAPIA CONVENCIONAL E O
TRATAMENTO MAIS UTILIZADO

A internacdo das vitimas acontece quando estas se encontram em
quadro grave. Segundo Carmo et al. (2016) em um levantamento de
internacdes hospitalares decorrentes de acidentes envolvendo serpentes e
escorpides no periodo entre 2009 e 2011 no interior da Bahia, o tempo de
internacdo de cada vitima foi de 4,6 dias, em média. Meschial et al. (2013)
contabilizaram 344 internacdes de vitimas de acidentes envolvendo animais
peconhentos entre 2007 e 2011 no Hospital Regional de Maringa, Parana,
sendo os acidentes ofidicos responsaveis pelo maior nimero de internacdes
com 121 resgistros. Estes acidentes exigem maior periodo de internamento,
comparado aos acidentes envolvendo aranhas, cuja necessidade foi de, pelo
menos, um dia de internamento (MESCHIAL, et al. 2013).

Dados de 2011, disponibilizados pelo Ministério da Saude, mostram que
o valor dos gastos com as internacdes de vitimas de acidentes envolvendo
animais peconhentos ultrapassou trés milhdes de reais (MESCHIAL, et al.
2013). O soro antiveneno custa aproximadamente entre US$ 47,9 e US$ 315
(LAUSTSEN, et al. 2018) dependendo do soro e da quantidade de ampolas
utilizadas, e anticorpos recombinantes tem seu valor estimado entre US$ 30 e
US$ 350 (LAUSTSEN, et al. 2018).

Considerando os altos valores de custo decorrentes de cada internacao,

além do valor gasto com soros antivenenos, questiona-se a escassez de
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investimento e existéncia de pesquisas para métodos alternativos ao
tratamento antiveneno visto que o valor aproximado atribuido aos anticorpos
recombinantes ser assemelhante ao atribuido para os soros. Justificando esta
realidade podemos citar as privatizagcdes e producdes em pequena escala,
resultando em altos custos, mencionadas por Saloméo e colaboradores (et al.
2018).

Além disso, como apresentado no capitulo 11, o tamanho e a massa
molecular dos anticorpos monoclonais variam assim como para as toxinas
presentes nos venenos ofidicos, de escorpides e aranhas, se tornando
impossivel a neutralizacdo em massa por meio de uma uUnica forma de
anticorpo.

Outra observagdo neste contexto visa a predominancia de animais
peconhentos tais como serpentes, escorpides e aranhas em paises tropicais,
muitos dos quais contam com caréncia econdmica e consequentemente
cientifica, com o desenvolvimento de métodos alternativos ao tratamento
antiveneno fragilizado. Ainda que, em 2017, a Organiza¢cdo Mundial da Saude
decretou as doencas ofidicas como nigligenciadas, causando desta forma uma

maior conscientizacao sobre o tema (PUCCA, et al. 2019).

12. CONSIDERACOES FINAIS

Casos de acidentes envolvendo animais peconhentos possuem um
antigo histérico mundial e apresentam muitos registros anualmente.
Considerando que a soroterapia carrega diversas desvantagens como a
natureza ndo humana dos componentes presentes nos soros utilizados para
tratamento podendo induzir reacdes imunogénicas nas vitimas (ALIRAHIMI, et
al. 2018), além da sua auséncia em muitos sistemas de saude (CHIPPAUX &
HABIB, et al. 2015 e SALOMAO, et al. 2018), fica evidente a importancia do
investimento em pesquisas e a continuidade do desenvolvimento de métodos
alternativos para que alcancem toda a populacdo necessitada e sejam
altamente especificos e eficientes, além de menos invasivos de forma com que
nao provoquem reac¢des imunogénicas no paciente.

A busca por anticorpos monoclonais e/ou recombinantes que

apresentem reatividade cruzada (PUCCA, et al. 2019) parece ser uma
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excelente alternativa para a pesquisa assim como estudos continuos acerca da
sua natureza, além do investimento necessario para testes pré-clinicos que

avaliem a eficacia dos soros antivenenos (GUTIERREZ, et al. 2017).
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