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RESUMO 

Acidentes ofídicos são uma emergência médica potencialmente fatal resultante do 

envenenamento por picadas de serpentes. Considerada pela Organização Mundial da 

Saúde (OMS) como uma doença tropical negligenciada, afeta aproximadamente 28 mil 

brasileiros por ano. As serpentes do gênero Bothrops são as mais importantes 

epidemiologicamente no Brasil e a fisiopatologia desse tipo de acidente inclui 

mecanismos proteolíticos, coagulantes e hemorrágicos, com manifestações locais e/ou 

sistêmicas. O único tratamento eficaz é a soroterapia e esta pode levar a efeitos adversos, 

como reações anafiláticas e doença do soro, que se relacionam às práticas de fabricação 

e pureza do antiveneno. O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma matriz 

cromatográfica de afinidade capaz de purificar a fração F(ab’)2 do antiveneno botrópico 

comercial que apresenta especificidade com as toxinas do veneno de Bothrops jararaca 

e avaliar a capacidade de ligação antígeno-anticorpo desta fração. Para isso, foi 

desenvolvida uma matriz cromatográfica de afinidade tendo como ligante específico o 

veneno de Bothrops jararaca acoplado à resina comercial Sepharose CNBr 4B. Em 

seguida, foram realizados ensaios cromatográficos utilizando a matriz acoplada a um 

equipamento de baixa pressão a partir da eluição do soro antibotrópico comercial (SABC) 

e análises por espectrometria de massas para identificar o perfil proteico contido na matriz 

cromatográfica e da fração F(ab’)2 isolada. A avaliação da capacidade de ligação entre 

toxinas e fração isolada foi realizada através de ensaios de ELISA indireto. Como 

resultados, a matriz proposta foi capaz de purificar a fração F(ab’)2 do SABC que 

apresenta maior especificidade com as toxinas botrópicas do veneno ofídico. Os 

fragmentos F(ab’)2 purificados e caracterizados proteômicamente possuem 68% de 

proteínas terapeuticamente relevantes, enquanto o SABC bruto apenas 45%. Os ensaios 

de ELISA demonstraram que a fração F(ab’)2 purificada manteve a capacidade de ligação 

quando comparada com o SABC. A presente proposta evidencia que a matriz 

cromatográfica de afinidade elaborada é eficaz na obtenção de anticorpos específicos e 

estes podem ser utilizados no desenvolvimento de estratégias diagnósticas para acidentes 

ofídicos brasileiros. Além disso, os achados deste trabalho podem suportar estudos mais 

aprofundados pelos centros produtores para o enriquecimento dos antivenenos botrópicos 

comerciais através da inclusão de uma etapa cromatográfica adicional no processo de 

produção dos mesmos. 



Palavras-chave: Antiveneno botrópico comercial; CNBr Sepharose 4B; cromatografia líquida 

de afinidade; ensaio imunoenzimático de fase sólida. 



ABSTRACT 

Snakebites are a potentially fatal medical emergency resulting from snake venom 

poisoning. The World Health Organization (WHO) considers it a neglected tropical 

disease, affecting approximately 28 thousand Brazilians per year. Snakes of the genus 

Bothrops are the most epidemiologically significant in Brazil, and the pathophysiology 

of these envenomations includes proteolytic, coagulant, and hemorrhagic mechanisms, 

with local and/or systemic manifestations. The only effective treatment is serum therapy, 

which can lead to adverse effects such as anaphylactic reactions and serum sickness, both 

related to the manufacturing practices and purity of the antivenom. The objective of this 

study was to develop a chromatographic matrix capable of purifying the F(ab')2 fraction 

of commercial Bothrops antivenom, ensuring specificity with the toxins of Bothrops 

jararaca venom, and to evaluate the antigen-antibody binding capacity of this fraction. 

To achieve this, a chromatographic matrix was developed with Bothrops jararaca venom 

as a specific ligand coupled to the commercial resin Sepharose CNBr 4B. 

Chromatographic analyses were then conducted using the matrix coupled to low-pressure 

equipment for the elution of commercial antibotropic serum (SABC) and mass 

spectrometry analyses to identify the protein profile of the chromatographic matrix and 

the isolated F(ab')2 fraction. The binding capacity was evaluated through indirect ELISA 

assays. The results showed that the proposed matrix was able to purify the F(ab')2 fraction 

of SABC, which has greater specificity for Bothrops venom toxins. The purified F(ab')2 

fragments, characterized proteomically, contain 68% therapeutically relevant proteins, 

compared to 45% in the crude SABC. ELISA assays found that the purified F(ab')2 

fraction maintained binding capacity when compared to SABC. This study demonstrates 

that an elaborate chromatographic matrix is effective in providing specific antibodies, 

which can be used in the development of diagnostic strategies for Brazilian snakebites. 

Furthermore, the results can support further studies by production centers aiming to 

enrich commercial Bothrops antivenoms through the inclusion of an additional 

chromatographic step in their production process. 

Keywords: Bothrops antivenom; CNBr Sepharose 4B; Affinity liquid chromatography; 

Solid-phase enzyme immunoassay. 
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1. INTRODUÇÃO

1.1. Acidentes ofídicos

Acidentes ofídicos são uma emergência médica potencialmente fatal resultante do

envenenamento por picada de serpente (Snakebite Envenoming - SBE). Em junho de 2017, 

passou a ser considerado pela Organização Mundial da Saúde (OMS) como uma Doença 

Tropical Negligenciada (DTN) de Categoria A em razão de sua alta taxa de mortalidade e 

morbidade com predominância nas regiões tropicais e subtropicais, baixo investimento em 

pesquisas, produção de medicamentos e controle por parte das autoridades sanitárias 

nacionais e internacionais (1). 

A OMS estima que anualmente 5,4 milhões de pessoas são picadas por serpentes 

no mundo e, dessas, entre 81 mil e 138 mil vem a óbito, enquanto outras 400 mil ficam 

permanentemente incapacitadas ou desfiguradas (1). Devido a sua natureza ectotérmica, as 

serpentes são mais abundantes em climas quentes, assim, as regiões do mundo mais 

afetadas por SBE encontram-se na África Subsaariana, do Sul ao Sudeste Asiático, Papua 

Nova Guiné e América Latina (2). Os países com baixo Produto Interno Bruto (PIB), baixo 

Índice de Desenvolvimento Humano (IDH) e baixo investimento em saúde são os mais 

lesados (3). Nesses locais, o contato entre humanos e serpentes é relativamente comum, 

particularmente na estação chuvosa, quando a atividade agrícola humana coincide com o 

período reprodutivo das serpentes (4). 

Outros fatores que contribuem para o ofidismo afetar desproporcionalmente os 

mais pobres, principalmente nas áreas rurais, são: (a) condições de moradias precárias que 

fornecem barreiras pouco eficazes à entrada de serpentes; (b) o hábito de dormir no chão 

presente em muitas comunidade que predispõe os moradores a acidentes noturnos; (c) a 

falta de equipamento agrícola mecanizado que expõe os trabalhadores a picadas enquanto 

cultivam e pastoreiam; (d) a falta de Equipamentos de Proteção Individual (EPIs), como 

perneiras e calçados apropriados, em razão da inacessibilidade econômica ou desconforto 

nas condições quentes e úmidas; (e) falta de transporte rápido para centros de saúde e; (f) 

acesso deficiente ao tratamento eficaz (5). 

Em 2019, a OMS iniciou a fase-piloto de seu plano estratégico que tem o propósito 

de diminuir em 50% os acidentes ofídicos até 2030. Esse plano é dividido em 4 objetivos-

estratégicos, sendo eles: educação da comunidade, para que essa seja capaz de se prevenir 

dos acidentes e ter o conhecimento necessário para socorrer suas vítimas; garantia de 

tratamento seguro, eficaz e acessível a todos que necessitarem; fortalecimento dos sistemas 
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de saúde, assegurando que recursos, informações e profissionais da saúde necessários para 

o controle de envenenamento por picada de serpente estarão disponíveis e acessíveis; e

aumento de parcerias e colaborações, buscando gerar investimento público-privado. A 

OMS prevê que em 2030, na fase de lançamento completo do plano, todos os países terão 

acesso às ferramentas e intervenções disponibilizadas pela estratégia e que produtos e 

processos mais eficazes, seguros e acessíveis para o tratamento de envenenamentos 

ofídicos estarão disponíveis (1). 

1.2. Acidentes ofídicos no Brasil 

O Brasil registra anualmente aproximadamente 28 mil casos de acidentes ofídicos 

por meio do Sistema de Informação de Agravos de Notificação (SINAN). A notificação 

compulsória de ofidismo no Sistema Único de Saúde (SUS) é uma política pública desde 

1986, que tem como objetivo subsidiar ações de saúde como o fornecimento e distribuição 

de antivenenos (6). No entanto, esse número é subestimado devido a subnotificação e 

insuficiência de dados clínicos e epidemiológicos (7).  

As serpentes de interesse em saúde pública no Brasil são pertencentes a duas 

famílias: Viperidae e Elapidae. A família Viperidae, onde estão as serpentes do gênero 

Bothrops, Crotalus e Lachesis, possui glândulas de veneno bem desenvolvidas e de grande 

porte, com presas grandes e móveis (dentição solenóglifa) e maxilares reduzidos. Por sua 

vez, a família Elapidae (gênero Micrurus) possui 38 espécies descritas no território 

nacional, com presas inoculadoras pequenas e canaliculadas (dentição proteróglifa) e 

ausência de fosseta loreal (órgão sensorial termorreceptor) (8). 

Figura 1. Dentições em (a) serpente solenóglifa (Vipiridae) e em (b) serpente 

proteróglifa (Elapidae). 

Fonte: Manual Educativo “Serpentes da Caatinga: prevenir, sim; matar, não!” LabHerpeto - UFRN 
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 Os acidentes ofídicos brasileiros são divididos em quatro grupos, de acordo com o 

gênero da espécie causadora: acidentes botrópicos, causados por serpentes do gênero 

Bothrops; acidentes crotálicos, causados pelo gênero Crotalus; acidentes laquéticos, 

causados pelo gênero Lachesis; e acidente elapídico, causado pelo gênero Micrurus (8). 

Em 2022, o Brasil registrou 283.352 casos de acidentes envolvendo animais 

peçonhentos - animais capazes de produzir e inocular peçonha - e,  destes, 10,12% foram 

causados por serpentes, resultando em 290 óbitos. A região norte do país concentrou o 

maior número de notificações 10.285 (35,63%) e os estados que mais notificaram foram 

Pará 5.695 (19,28%), Bahia 3.002 (10,16%) e Minas Gerais 2.880 (9,75%). Assim como 

no mundo, a incidência de acidentes ofídicos no Brasil é influenciada por fatores 

climáticos, socioeconômicos e ambientais. O perfil mais representativo de vítima de 

ofidismo brasileira é caracterizado por homens autodeclarados pardos de 40 a 49 anos e 

moradores da zona rural. Ademais, mulheres são mais prováveis de evoluir a óbito, 

enquanto indígenas apresentam a maior taxa de letalidade (9). 

Na Tabela 1 está disponível o número de acidentes por tipo de serpente no ano de 

2022. 

Tabela 1. Classificação dos Acidentes Ofídicos notificados no Brasil em 2022. 

Classificação do Acidente Ofídico Número de Notificações 

Botrópico 19.987 

Crotálico 2.331 

Elapídico 337 

Laquético 291 

Não-peçonhento 2.050 

Fonte: Ministério da Saúde/Secretaria de Vigilância em Saúde e Ambiente - Sistema de Informação de 

Agravos de Notificação - Sinan Net 

O gênero Bothrops, pertencente à família Viperidae, é o de maior importância 

epidemiológica no contexto brasileiro e em 2022 foi responsável por 79,95% dos acidentes 

classificados e por 22,76% (66) dos óbitos pelo agravo (9). As serpentes desse grupo são 

popularmente conhecidas como jararaca, jararacuçu, urutu-cruzeira, comboia e caiçaca e 

há aproximadamente 30 espécies e subespécies distribuídas por todo território nacional. 
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Bothrops erythromelas, B. leucurus, B. muriciensis e B. pirajai são endêmicas no Nordeste; 

B. alcatraz, B. fonsecai, B. insularis, B. otavioi e B. sazimai são endêmicas no sudeste; e

B. cotiara, B. diporus e B. pubescens são encontrados apenas na região sul. As espécies B.

alternatus, B. itapetiningae, B. jararaca, B. jararacussu, B. marmoratus, B. neuwiedi e B. 

pauloensis estão distribuídas da região central ao sul do país, enquanto B. brazili, B. lutzi, 

B. marajoensis, B. mattogrossensis e B. taeniatus são encontrados nas regiões centro-norte.

B. atrox, B. bilineatus bilineatus e B. b. smaragdinus são comuns na região amazônica. B.

moojeni é a principal espécie do Cerrado brasileiro (10). 

1.3. Envenenamento botrópico 

1.3.1. Composição do veneno botrópico 

A composição dos venenos botrópicos é rica em proteínas, peptídeos e 

componentes orgânicos e inorgânicos. As famílias de proteínas mais abundantes são as 

metaloproteases, fosfolipases e serino-proteases, encontradas na maioria das espécies. 

Componentes menores, como fosfodiesterases, hialuronidase, nucleotidase, peptidase, 

inibidor de fosfolipase, aminopeptidases, proteína secretora rica em cisteína (CRISP), 

desintegrinas e peptídeos, também estão presentes. Proteínas de lectina do tipo C (Snaclecs 

- Snake C-type Lectins) e L-aminoácido oxidase também possuem uma contribuição

significativa no veneno, a depender da espécie (11). 

As serino proteases de veneno de serpente (Snake Venom Serine Proteases - 

SVSPs) são estruturalmente caracterizadas por um sítio catalítico altamente conservado 

que inclui um resíduo de serina reativo (Ser195), associado a resíduos de histidina (His57) 

e aspartato (Asp102). Durante o envenenamento, a ação proteolítica das SVSPs afeta 

principalmente os processos de hemostasia, interferindo em diferentes pontos de controle 

da coagulação e desregulando os sistemas fibrinolítico e calicreína-cinina. A maioria das 

SVSPs exercem efeitos semelhantes aos da trombina (11). 

As metaloproteinases de veneno de serpente (Snake Venom Metalloproteinases - 

SVMPs) pertencem a uma subclasse de enzimas dependentes de zinco que são divididas 

nas classes PI, P-II e P-III, de acordo com seus domínios estruturais. Devido aos seus 

efeitos proteolíticos, as SVMPs desempenham papéis importantes nos eventos 

hemorrágicos característicos dos acidentes botrópicos. Elas atuam degradando 

componentes da membrana basal na microvasculatura, causando a ruptura das paredes dos 

vasos sanguíneos capilares e consequentemente promovendo o extravasamento de sangue 

(12). Além disso, induzem apoptose, ativam a protrombina e o fator X e inibem a agregação 
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plaquetária. As SVMPs também estão associadas à resposta inflamatória nos 

envenenamentos, que culmina na formação de edema, recrutamento de neutrófilos, 

ativação do sistema complemento e liberação de citocinas como interleucinas 1β, 6 e 10 

(IL-1β, IL-6 e IL -10, respectivamente) e fator de necrose tumoral α (TNF-α) (13). 

As fosfolipases (PLs) são enzimas que participam da hidrólise dos fosfolipídios das 

membranas e são divididas em cinco classes, A1, A2, B, C e D, de acordo com a 

especificidade da hidrólise da ligação éster aos fosfolipídios. No veneno botrópico, os 

grupos presentes são A2 (PLA2s) e B (PLB), sendo as PLA2s o mais abundante. As PLA2s 

de veneno de serpente apresentam uma ampla gama de efeitos, que podem ou não estar 

relacionados à atividade catalítica, como neurotóxico, miotóxico, hemolítico, 

edematogênico, hiperalgésico, hipotensor, pró-inflamatório, bactericida, anticoagulante e 

atividades antiplaquetárias (11). 

As L-aminoácido oxidases podem inibir a agregação plaquetária e contribuir com 

os edemas, inflamações, apoptose, hemólise e hemorragia. Por fim, as Snaclecs ligam-se à 

galactose e induzem agregação plaquetária (14).  

1.3.2. Fisiopatologia 

O envenenamento botrópico possui três mecanismos de ação fisiopatológicos: 

proteolítica, coagulante e hemorrágica. (a) Ação proteolítica: também chamada de 

necrosante, é responsável pelas lesões no local da picada, como edema, bolhas e necrose. 

Ocorre devido à atividade de proteases, hialuronidases e fosfolipases, da liberação de 

mediadores da resposta inflamatória, da ação das hemorraginas sobre o endotélio vascular 

e da ação pró-coagulante do veneno; (b) Ação coagulante: ativação do fator X e da 

protrombina. O veneno possui também ação semelhante à trombina e é capaz de converter 

o fibrinogênio em fibrina. Tais ações trazem consequências à coagulação, caracterizadas

por consumo dos seus fatores, geração de produtos de degradação de fibrina e fibrinogênio, 

ocasionando, assim, incoagulabilidade sanguínea. Esse cenário se assemelha ao da 

coagulação intravascular disseminada, condição patológica onde coágulos são formados 

dentro dos vasos sanguíneos. Os venenos botrópicos também são capazes de causar 

alterações da função plaquetária, assim como plaquetopenia; (c) Ação hemorrágica: 

hemorragias que provocam lesões na membrana basal dos capilares, associadas à 

plaquetopenia e alterações da coagulação (15). 
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1.3.3. Sintomatologia e classificação do envenenamento botrópico 

O quadro sintomatológico dos acidentes botrópicos é dividido em manifestações 

locais e sistêmicas. As manifestações locais incluem dor, edema e equimose na região da 

picada (pode progredir ao longo do membro acometido). As marcas de picada e 

sangramento nem sempre são visíveis nos pontos de introdução das presas. Bolhas com 

conteúdo seroso ou sero-hemorrágico podem surgir e originar áreas de necrose, que, 

juntamente com infecção secundária, constituem as principais complicações locais e 

podem levar à amputação e/ou déficit funcional do membro. Por sua vez, as manifestações 

sistêmicas descritas são: sangramentos em pele e mucosas, hematúria, hematêmese e 

hemorragia em outras cavidades, hipotensão decorrente de sequestro de líquido no membro 

picado ou hipovolemia consequente a sangramentos, que podem contribuir para o 

desenvolvimento de insuficiência renal aguda. Tais manifestações auxiliam na 

classificação do acidente em leve, moderado ou grave (Tabela 2), que por sua vez suportam 

a terapêutica da condição (16). 

Tabela 2. Classificação dos acidentes botrópicos, antivenenos e número de ampolas 

indicadas diante da gravidade dos acidentes. 

Antiveneno Gravidade 

N° de 

ampolas 

SAB* 

SABL** 

ou 

SABC*** 

Leve: quadro local discreto, sangramento discreto em 

pele ou mucosas; pode haver apenas distúrbio na 

coagulação 2 a 4 

Moderado: edema e equimose evidentes, sangramento 

sem comprometimento do estado geral; pode haver 

distúrbio na coagulação 4 a 8 

Grave: alterações locais intensas, hemorragia grave, 

hipotensão/choque, insuficiência renal, anúria; pode 

haver distúrbio na coagulação 12 

*Soro Antibotrópico (pentavalente); **Soro antibotrópico (pentavalente) e antilaquético; ***Soro

antibotrópico (pentavalente) e anticrotálico. Fonte: Centro Nacional De Epidemiologia (Brazil). Guia de

vigilância epidemiológica. Brasília, Df: Ministério Da Saúde, Fundação Nacional De Saúde, Centro Nacional

De Epidemiologia; 1998.
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