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RESUMO

Introducgdo: Acidentes com animais peconhentos sao classificados como doencas tropicais
negligenciadas e sao atualmente a mais frequente causa de intoxicacdo em humanos
no Brasil. O Unico tratamento disponivel é a rapida administracdo de antivenenos
especificos e de qualidade garantida. Para assegurar a eficacia e a seguranca desses
produtos, sdo realizados ensaios de determinacdo da poténcia in vivo para veneno e
antiveneno, desde as etapas de producdo até sua liberacdo final. Apesar dos diversos
estudos sobre métodos alternativos ao ensaio murino, nenhum método foi efetivamente
validado. Objetivo: Compilar os métodos alternativos desenvolvidos para os antivenenos
botrdpicos, avaliando sua disponibilidade, perspectivas e aplicacées em laboratodrios de
producao e controle da qualidade. Método: Foi realizada uma busca nas bases PubMed,
BVS e Scopus entre novembro de 2021 e junho de 2022. Foram identificados 89 trabalhos,
dos quais 31 foram selecionados de acordo com os critérios de elegibilidade. Resultados:
Nos métodos alternativos identificados, observamos a preferéncia de 42,80% dos estudos
por metodologias que utilizem linhagens celulares como método alternativo aos ensaios
murinos, sendo que a maioria destes trabalhos 58,30% optou pela linhagem celular Vero.
Conclusées: Pela diversidade das toxinas encontradas em cada género de serpentes,
entende-se que é de extrema importancia que o ensaio de poténcia dos antivenenos
tenha como base a avaliacdo e a quantificacdo precisa da inibicao da atividade biologica
dos venenos. Ensaios de citotoxicidade sdao amplamente utilizados e tém acumulado
evidéncias de sua adequacdo como importante ferramenta alternativa ao ensaio murino
para o controle da qualidade de veneno e antiveneno antibotropico.

PALAVRAS-CHAVE: Métodos Alternativos; Veneno Botropico; Antiveneno Botropico;
Controle da Qualidade

ABSTRACT

Introduction: Accidents with venomous animals are classified as neglected tropical diseases
and are currently the most frequent cause of intoxication in humans in Brazil. The only
available treatment is the rapid administration of specific, quality-assured antivenoms.
To ensure the efficacy and safety of these products, in vivo potency determination tests
for venom and antivenom are performed during the production stages, until final release.
Despite several studies on alternative methods to the murine assay, no method has been
effectively validated. Objective: To compile alternative methods developed for Bothrops
antivenoms, assessing the availability of the methods and the prospects and applications
in Bothrops venom and antivenom production and quality control laboratories. Method:
A search was conducted in PubMed, BVS, and Scopus databases between November
2021 and June 2022. 89 articles were identified, of which 31 were selected according
to the eligibility criteria. Results: We observed in the alternative methods identified a
preference of 42.80% of the studies for methodologies that use cell lines as an alternative
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method to the murine assays, and most of these works (58.30%) opted for a VERO cell line. Conclusions: Due to the diversity of toxins
found in each genus of snakes, it is understood that the potency assay for antivenoms should be based on the evaluation and precise
quantification of the inhibition of biological activity of venoms. Cytotoxicity assays are widely used and have been accumulating
evidence of their suitability as an important alternative tool to the murine assay for quality control for Bothrops venom and antivenom.

KEYWORDS: Alternative Methods; Bothrops Venom; Bothrops Antivenom; Quality Control

INTRODUCAO

Serpentes de importancia médica responsaveis pelos acidentes
com envenenamento em humanos sao encontradas em cerca de
160 paises e observa-se uma incidéncia elevada, o que é um grave
problema de salide pUblica na Africa, Oriente Médio, Asia, Oceania
e América Latina’. Ocorrem no mundo anualmente cerca de 2,7
milhoes de envenenamentos por picada de serpentes, acarretando
de 81 mil a 138 mil mortes por ano. Quase 7.400 homens, mulhe-
res e criancas sao picados diariamente e, dentre os acidentados,
cerca de 380 morrem?. Segundo os uUltimos dados disponiveis no
Sistema Nacional de Informagdes Toxico-Farmacoldgicas, aciden-
tes com animais peconhentos ultrapassaram as intoxicacoes por
medicamentos e ja sdo a primeira causa de intoxicacdo em seres
humanos, com 35,25% dos casos notificados no Brasil’>. O enve-
nenamento por picadas de serpentes pode matar até seis vezes
mais pessoas se comparado a outras doencas existentes nos paises
tropicais em desenvolvimento*. Atualmente os acidentes ofidicos
continuam negligenciados ainda que as taxas de incidéncia e mor-
talidade sejam superiores as das outras doencas tropicais negli-
genciadas. Embora haja uma série de fatores contribuindo para a
elevada incidéncia, somente em 2018 os acidentes por picadas de
serpentes foram elevados para a Categoria A na lista de Doencas
Tropicais Negligenciadas?. A ocorréncia desses acidentes ofidicos
predominantemente em paises pobres soma-se com outros pro-
blemas de salide pUblica como doencas endémicas causadas por
vetores, doencas parasitarias e tuberculose?.

Nos objetivos da Agenda 2030 para o Desenvolvimento Sus-
tentavel®, é previsto fomentar esforcos internacionais visando
melhorar a disponibilidade e acessibilidade de antivenenos segu-
ros e eficazes para todos. Nesse sentido, é imprescindivel que
a producao e a qualidade de antivenenos atendam aos padroes
internacionalmente aceitos, através da cooperacdo entre aca-
demia, industria, instituicoes pUblicas e privadas para inovacdo
e modernizacdo®’.

Os antivenenos sao classificados como produtos bioldgicos por
serem produzidos a partir das imunoglobulinas obtidas de animais
hiperimunizados com antigenos especificos de uma ou mais espé-
cies de serpente. Consequentemente, estes produtos podem apre-
sentar variagdes que tornam imprescindivel a analise de cada lote
produzido®. Em relacdo ao género Bothrops, cada mililitro do anti-
veneno deve conter imunoglobulinas suficientes para neutralizar
5 mg do veneno. No Brasil, o Instituto Butantan (IB) em Sao Paulo,
o Instituto Vital Brazil (IVB) em Niteréi/Rio de Janeiro, a Funda-
cao Ezequiel Dias (Funed) em Belo Horizonte (MG) e o Centro de
Producao e Pesquisa de Imunobiologicos (CCPI) do Parana séo os
laboratorios pUblicos responsaveis pela producéao de antivenenos,
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dentre outros imunobioldgicos. Ja o Instituto Nacional de Con-
trole de Qualidade em Saude da Fundacdo Oswaldo Cruz (INCQS
- Fiocruz) no Rio de Janeiro é o laboratorio publico de referéncia
nacional responsavel pelo controle da qualidade dos antivenenos
e produtos sujeitos a vigilancia sanitaria’® 12,

Em todas as etapas da producéo de veneno até a liberacdo dos
lotes de antivenenos, sao utilizados animais, tanto pelos produ-
tores como pelo controle da qualidade oficial: serpentes para
extracao de veneno, roedores para alimentacao destas serpen-
tes, animais de grande porte como cavalos para producao das
imunoglobulinas e camundongos para a testagem de Dose Letal
50% (DLs,) e Dose Efetiva 50% (DEs,). Segundo a Organizacao Mun-
dial de Salde (OMS), é incontestavel a necessidade de mudanca
e a implantacdo de métodos 3Rs visando o bem-estar animal®>™.
Importantes questdes ligadas a experimentacao animal incluem
também: (i) a variabilidade genética apresentada pelas espécies
de animais experimentais em relacdo a espécie humana; (ii) as
determinacdes referentes a ética na experimentacao animal;
(iii) o desenvolvimento de novas alternativas para substituir o
uso de animais em ensaios toxicologicos; e (iv) a seguranca de
farmacos. Nesse contexto, varios métodos in vivo deverao ser
substituidos por modelos in vitro ou in silico, e na impossibili-
dade de exclusao de modelos animais, tem-se buscado utilizar
uma quantidade menor de animais ou até mesmo utilizar os mes-
mos animais para diferentes ensaios (procedimento nao permi-
tido para ensaios com venenos)® 3.

Desde 2001, a OMS recomenda o desenvolvimento de métodos
alternativos ao modelo de letalidade murina DL, e DE,. E con-
senso que os ensaios murinos in vivo causam sofrimento aos
animais, sao onerosos e apresentam pequena ou nenhuma cor-
relacdo com o envenenamento e terapia em humanos. Assim,
o Comité de Padronizacdo Biolégica da OMS considera que
“esforcos devem ser direcionados para o desenvolvimento de
métodos alternativos para a substituicdo de ensaios em roedores
para a determinacdo da poténcia de antivenenos”'“.

Ha décadas, existem apelos, tanto por parte da comunidade
cientifica quanto por parte de entidades ligadas ao bem-estar
animal, para o desenvolvimento de ensaios alternativos capazes
de substituir os métodos oficiais de DL,, e DE,. Porém, existem
controvérsias entre os beneficios dos ensaios animais, frente ao
impacto da experimentacao animal (morte, dor e sofrimento).
Atualmente existem métodos alternativos capazes de reduzir o
nimero de animais ou que utilizam sistemas in vitro em subs-
tituicdo ao ensaio de letalidade murina para a determinacao
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da poténcia de antivenenos. Infelizmente, estes sistemas nao
sao ainda oficialmente validados como substitutos aos ensaios
murinos'> 6. Deve-se, no entanto, considerar que ensaios in vivo
ou in vitro apresentam limitacdes técnicas inerentes. Os protoco-
los de inoculacao de veneno e veneno/antiveneno por via intra-
peritoneal em camundongos nao reproduzem a situacao natural.
Os acidentes atingem os membros inferiores em 80% dos casos,
além de envolverem inoculacao por via intradérmica e/ou intra-
muscular, enquanto nos camundongos, o ensaio é realizado pela
via intraperitoneal ou endovenosa'’. Portanto, cuidados devem ser
tomados para evitar extrapolacoes simplistas destes ensaios para
a situagao clinica. Além disso, a resposta fisiologica de roedores
ao envenenamento e terapia pode diferir significativamente do
ocorrido em humanos. Estas limitacdes fazem com que o modelo
murino reproduza o envenenamento e o tratamento em humanos
aquém do ideal’. Entretanto, os ensaios de DL, e de DEs, perma-
necem os métodos oficiais para a determinacédo da poténcia sendo
ainda amplamente utilizados por serem os Unicos ensaios descri-
tos na Farmacopeia Brasileira''>'¢"" e em varios estudos clinicos
demonstraram que a DE;, é bastante Gtil, porém néo infalivel ao
predizer a eficacia dos antivenenos na pratica clinica.

O desenvolvimento de métodos alternativos ao uso de animais
na avaliacdo da poténcia dos antivenenos deve ser encorajado,
fazendo-se necessario que as potenciais alternativas sejam cui-
dadosamente avaliadas para garantir a validade dos resultados.
Pesquisas devem ser realizadas para o desenvolvimento tanto
do refinamento dos protocolos dos ensaios in vivo quanto das
alternativas in vitro. Os resultados de qualquer modificacdao nos
protocolos ou protocolos alternativos devem ser rigorosamente
comparados com os resultados dos métodos oficiais, para garan-
tir a validade estatistica dos métodos propostos’®.

Ainda que nao tenham ocorrido iniciativas coordenadas e padro-
nizadas de validacao dos testes in vitro para a substituicao do uso
de animais em antivenenos botropicos, a literatura cientifica apre-
senta diversos estudos independentes, apresentando avaliacoes de
diferentes métodos. Conhecer essas evidéncias pode trazer uma
maior compreensdo sobre sua adequabilidade, eficacia e limita-
coes, apontando caminhos para futuros estudos de validacao. Nesse
contexto, esta revisao pretendeu compilar os métodos alternativos
desenvolvidos para os antivenenos botropicos, avaliando a disponi-
bilidade dos métodos, as suas perspectivas e aplicagdes no controle
da qualidade de veneno e antiveneno botropico.

METODO

Uma pesquisa foi realizada entre novembro de 2021 e junho de
2022 nas bases de dados: PubMed (Medline), Biblioteca Virtual em
Saude (BVS) e Scopus. Durante a busca eletronica, os seguintes ter-
mos livres foram usados: “Bothrops”, “Bothrops jararaca”, “anti-
venom”, “in vitro”, “cell based”, “potency”, “potency evaluation”

e “neutralizing potency”, gerando as seguintes chaves de busca:

« PubMed: (Bothrops jararaca or Bothrops or jararaca) [tiab]
AND (in vitro or cell based) [tiab] AND (potency or neutrali-
zing potency) [tiab];
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o BVS: (Bothrops jararaca or Bothrops or jararaca) AND
(invitro or cell based) AND (potency or neutralizing potency);

e Scopus: (Bothrops AND “in vitro” AND neutralizing potency).

Critérios de elegibilidade

Os critérios de elegibilidade para inclusao de estudos abrange-
ram artigos em inglés, espanhol ou portugués, de acordo com os
critérios modificados de PIO, em que: P (populacao) = cultura de
células, plasma, ovos; | (intervencao) = testes in vitro; O (desfe-
cho) = determinacao da poténcia de antiveneno botrépico.

Os seguintes critérios de exclusao foram aplicados aos estudos:
estudos sobre o efeito do veneno em outros organismos, estudos
nos quais o ensaio in vitro consistia apenas de pré-incubacao
para o ensaio in vivo, estudos nos quais a finalidade era avalia-
cao de moléculas, mediadores de inflamacéao, efeito de um com-
ponente do veneno e alvos terapéuticos, estudos de refinamento
do método in vivo, além de artigos fora de topico.

Selecao e extragdo de dados

Todos os titulos e resumos dos artigos foram avaliados e selecio-
nados de acordo com os critérios de elegibilidade. As duplicatas
foram excluidas usando o gerenciador de referéncias Zotero®
que compara os titulos, o International Standard Book Number
(ISBN) e o Digital Object Identifier (DOI). Em seguida, os artigos
que nao foram excluidos durante a avaliagcdo dos resumos foram
lidos e julgados de acordo com os critérios de elegibilidade,
tipo de metodologia realizada, principais resultados obtidos e
perspectivas para implantacao. Para extracao de dados, itens
de informacé&o cientifica e técnica foram tabulados e analisados
no Microsoft Office Excel 2013. Os dados extraidos incluiram o
ano de estudo de publicacdo, autor, matrizes biologicas, paises
de origem das serpentes, metodologia utilizada, finalidade do
estudo e desfechos dos estudos.

RESULTADOS

Pesquisa de banco de dados

A busca eletronica encontrou 89 trabalhos cientificos. Um regis-
tro de patente foi encontrado em outra fonte de pesquisa e
incluido manualmente nos artigos selecionados. Apos a exclusao
das duplicatas, um total de 69 trabalhos foi avaliado para elegi-
bilidade aplicando os critérios de exclusao. Destes, 24 nao aten-
deram aos critérios definidos previamente e 45 trabalhos foram
posteriormente analisados. Apos a leitura completa, 31 traba-
lhos foram selecionados. Portanto, 58 foram excluidos do estudo
porque nao atenderam aos critérios de elegibilidade (Figura 1).

Analise dos artigos selecionados

No Quadro, encontram-se descritas as caracteristicas dos estudos
incluidos, como: autor, ano de publicacao, objetivo do estudo e
os principais achados.
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Fonte: Elaborada pelos autores, 2022.
N.°: nimero; BVS: Biblioteca Virtual em Saude.

Figura 1. Fluxograma do processo de triagem e selecao dos artigos utilizando modelo Prisma®.

Analisando os 31 artigos selecionados, trés deles sao de revisao”**,
portanto 28 efetivamente utilizaram matrizes biologicas em testes.
Observamos a preferéncia de 42,80% dos estudos por metodolo-
gias que utilizem linhagens celulares como método alternativo aos
ensaios em murinos (12 de 28 artigos)'>%!:22,23.24.25.26,27,28,29,30,31 | 25 (0%
utilizaram plasma’>33343536.37.38 - 14 28% utilizaram vendmica®44%,
10,70% utilizaram gelatina®* 4, 7,10% utilizaram enzimas*-“,
enquanto um Unico estudo (3,50%) utilizou anticorpos*’ e outro
utilizou sangue em papel filtro*.

Outra abordagem sao os ensaios encontrados que medem a coagu-
lacdo sanguinea’»?33435.3, Destes, quatro estudos utilizaram plasma
humano®*3*353% um estudo utilizou plasma aviario* e um trabalho
de plasma humano realizou em paralelo um ensaio com fibrinogénio
bovino®. Qutros trés ensaios mediram o diametro do halo hemoli-
tico na degradacao de gel de agarose®*“#. Encontramos ensaios
comparando dois métodos**2># e até trés métodos*+>4.

No entanto, novas técnicas de vendmica estdo sendo inves-
tigadas buscando elucidar a complexidade na composicao dos
venenos, na identificacdo das variagcdes interespécies e intra-
-espécies observadas a partir da origem geografica e do estagio
de desenvolvimento das serpentes®##, O estudo das proteinas
e peptideos do veneno bruto chama-se protedmica e, aliados a
essa técnica, estdo os bancos de dados e algoritmos facilitando o
mapeamento da composicao de cada veneno®.
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Convém destacar que a maioria dos autores realizou estudos de
citotoxicidade, por meio do qual avaliaram a funcdo metabolica
ou a integridade da membrana em células viaveis expostas pre-
viamente ao veneno botropico, enquanto outros trabalhos abor-
daram a quantidade de células vivas apos a exposicao. Foram uti-
lizadas linhagens de células musculares (C2C12), mimetizando a
acao do veneno nos musculos; linhagens de células renais (Vero)
que podem simular os efeitos toxicos dos venenos botropicos;
células de macrofagos murinos obtidas da cavidade peritoneal
(RAW 264.7) sabidamente envolvidas nos processos inflamatorios
e de necrose, células endoteliais de camundongo que formam o
epitélio de revestimento interno de veias e do coracdo (tEND),
células tumorais (MGS0-3), além de células ja padronizadas em
estudos de viabilidade como Hela.

As metodologias utilizadas foram: |) Método de reducao MTT
(brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazolio)
no qual o corante é reduzido a formazan apenas nas células
vivas; Il) Método azul de tripan que avalia o nimero de célu-
las viaveis; lll) Medicao da liberacdo de lactato desidrogenase
(LDH), enzima esta que é liberada quando ocorre dano a mem-
brana plasmatica; IV) Método de conversdo de resazurina em
resorufina por células vivas; V) Técnica de quantificacdo de
células com corante Azul Brilhante de Coomassie (CBB R-250)
que cora proteinas e lipidios celulares.

Dentre os 28 trabalhos, 18 compararam métodos in vitro com
o) métOdO in Vivo13,21,22,23,24,26,29,30,31,33,34,35,37,39,40,41,47,48 (Figura 2)
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Quadro. Artigos incluidos na revisao e suas caracteristicas de acordo com autor, ano de publicacao, objetivo do estudo e principais achados.

ensaios de coagulacao in vitro.

Autor Ano Objetivo do estudo Principais achados
Compilaram as principais acoes globais a serem coordenadas pela
Revisao sobre os desafios e as estratégias a OMS com base em quatro pilares: |) garantir tratamento seguro,
Williams et al.” 2019 serem adotadas para prevencao, controle e eficaz, acessivel a todos; 1) capacitar e engajar as comunidades;
reducao dos acidentes com serpentes. I11) fortalecer os sistemas de saude; IV) captacao de recursos para a
implantacao do roteiro.
0 método proposto demonstrou a capacidade do veneno botropico
Pré-validar ensaio in vitro para de provocar efeito citotdxico em células Vero e comprovou
Nundes' 2017 determinacao da poténcia de veneno e confiabilidade nas precisoes intra-ensaios e interensaios. Os
antiveneno botrdpico. resultados credenciam a metodologia a seguir no processo de
validacdo (reprodutibilidade interlaboratorial).
Ensaio de citotoxicidade em células A toxina BaH-1, apesar de sua potente acao hemorragica in vivo, nao
Lomonte et al.?! 1994 endoteliais baseado na liberacao de LDH induziu a citotoxicidade significativa, no entanto, a miotoxina Il foi
para veneno de Bothrops asper. citotoxica para condicdes de ensaio idénticas.
Realizar ensaio de citotoxicidade em Miotubos de musculo esquelético, obtidos apds diferenciacdo de
Lomonte et al.? 1999 miotubos de C2C12 baseado na liberagao mioblastos C2C12, foram significativamente mais suscetiveis a acao
LDH para veneno de Bothrops asper. citotoxica das miotoxinas do que as células endoteliais.
B. neuwieddi mattogrossensis e B. leucurus foram os mais
Correlacionar a dose citotoxica 50% (CTs,) citotoxicos, enquanto B. atrox e Bothops sp foram os venenos menos
. » de oito venenos em células Vero com a dose | citotoxicos. Uma correlagao significativa foi obtida entre CT, e DLg,
Oliveira et al. 2002 . . . .
letal 50% (DLs,) e correlacionar a CTs,com por injecao intravenosa, exceto para B. n. mattogrosensis. Também
DPM (dose proteolitica minima). foi encontrada uma correlagao positiva entre CTyy e LDy, e entre a
CTs,e a DPM.
Realizar ensaio de citotoxicidade (MTT) 0 veneno apresentou citotoxicidade dependente da concentragao de
Zobiole et al.** 2015 e genotoxicidade em células Vero para o células com valor de CCs, obtido de 4,09 + 0,04 pg/mL, e também foi
veneno de Bothrops moojeni. genotoxico para células Vero a 4 pg/mL.
0 veneno causa morte celular e proliferacao em macrofagos,
Menezes et al.? 2016 Realizar ensaio de citotoxicidade MTT e LDH dependendo da concentragao e do tempo de exposicao. A
: para o veneno de Bothropoides insularis. citotoxicidade também foi confirmada pela dosagem de LDH, tanto
em amostras clinicas como experimentais.
Desenvolvimento de um método in A concentracédo de veneno capaz de reduzir 50% da viabilidade
Lopes-Souza et al.2® 2019 vitro para determinacdo da poténcia do celular foi 11,79 pg/mL. Houve diminuicao da viabilidade celular
antiveneno antibotroépico. dependente da concentracao de veneno.
. - Foi identificado um total de 189 proteinas. O veneno de B. brazili
Analisar a composicao do veneno de - . .
. 27 e L. AR apresentou alta atividade de SVSP, mas baixa atividade de PLA 2,
Rodrigues et al. 2018 B. brazili. As atividades enzimaticas foram . .
analisadas in vitro quando comparado a outros venenos de Bothrops., Além disso, o
: veneno de B. brazili reduziu a viabilidade em células VERO.
X Foram identificadas cerca de 37 proteinas de B. brazili. Este trabalho
Analisar os componentes do veneno de o~ o~ oS
3 T -y A o 5 fornece uma visao geral da composicao do veneno de B. brazili
Rodrigues et al. 2020 B. brazili. A citotoxicidade do veneno foi e X o
2 e demonstra a eficacia dos antivenenos peruanos e brasileiros no
testada em células Vero. . P
tratamento de acidentes com esta espécie.
. . . Em ambos os estagios de diferenciacao celular, a combinagao das
Estudar o sinergismo existente entre duas . . . . ) - C e e .
2 ) - miotoxinas induziu a uma citotoxicidade significativamente maior em
Mora-Obando et al. 2014 enzimas fosfolipases do veneno de B. asper = X ) X
, comparacao com o efeito de qualquer uma das toxinas sozinha. O
em células C2C12. X X C = it
efeito observado foi claramente sinérgico e nao apenas aditivo.
0 estudo confirmou que as toxinas do veneno de Bothrops
. L. . sdo distribuidas de forma diferente nas diversas espécies. O
Testar a citotoxicidade de cinco venenos em ] i s P
; L. o . | conhecimento de tais diferencas pode ser de grande relevancia para
) células MGSO-3. A atividade proteolitica foi . : R
Lopes-Souza et al. 2015 L . o entendimento dos efeitos do envenenamento por picada de cobra
testada in vitro e correlacionada com dados = . X -
PR . . e producao de antivenenos. Os resultados obtidos indicam que uma
in vivo previamente publicados. X n L o X
bateria de métodos in vitro pode ser utilizada para determinar as
principais atividades toxicas de Bothrops.
Os venenos foram capazes de reduzir a viabilidade celular em todas
as linhagens testadas. Cada veneno apresentou um padrao especifico
Caracterizar 11 venenos de serpentes de toxicidade, por isso foram divididos em quatro grupos de acordo
3 peruanas do género Bothrops através de com sua composicao. Os venenos do grupo um foram os menos
Guerra-Duarte et al. 2015 . . - A1k o e > o
ensaio de citotoxicidade com trés linhagens | citotdxicos e apresentavam menor quantidade de LAAO, enquanto os
celulares (MGSO3, Vero e Hela). do grupo quatro foram os mais toxicos e com maiores quantidades de
LAAO. Houve uma correlagdo entre esses valores, enquanto que para
outras atividades enzimaticas nao foi encontrada correlagéo.
0 veneno de B. neuwiedi causa a coagulagao do fibrinogénio
. dependente da concentragao. Os resultados in vitro e in vivo
Analisar e comparar um quadro de = ,
@ mostraram reducao nos Fatores Il, V e X em plasma humano apos
Demple et al. 1990 envenenamento humano em paralelo com . L . - .
. PR picada de serpente B. neuwiedi. A administracao de antiveneno
ensaio de coagulacao in vitro. . : =
acelera a eliminacao das proteases do veneno da circulacao
sanguinea do paciente.
Comparar a eficacia de trés lotes de Os antivenenos foram igualmente eficazes na neutralizacao
Laing et al.® 1992 antivenenos botropicos em ensaios in vivo e da atividade coagulante do plasma in vitro, da coagulacao do

fibrinogénio in vitro e atividade necrosante in vivo.
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Determinar a dose minima coagulante,
atividade pro-coagulante do veneno e a

As concentracdes dos venenos botrépicos que induzem a coagulacao

Oguiura et al.** 2014 . . do plasma de frango citrato em 60 seg sao significativamente maiores
dose efetiva do antiveneno usando o A
. se comparadas as apresentadas quando dosadas em plasma humano.
ensaio ROTEM.
Comparar o ensaio de neutralizacao da o i g s o
L Houve uma correlacao significativa entre a neutralizacdo da
. 35 atividade coagulante em plasma humano . A P L
Chacon et al. 2015 - . R letalidade e a neutralizacdo da atividade coagulante in vitro para o
citrato ao ensaio de neutralizacao da
) N veneno de B. asper.
letalidade murina.
Tanto o veneno de B. lanceolatus como as fosfolipases A2 isoladas
. - e e podem causar hemdlise indireta de eritrdcitos em ovelhas,
Avaliar a atividade hemolitica in vitro do = .
. = . camundongos, vacas e cavalos. Sendo que os cavalos sdo os mais
Martins et al. 2009 veneno e da fosfolipases A2 de P : s .
B lialling susceptiveis. A incubacdo do veneno em diferentes temperaturas
: : indicou que o componente do veneno responsavel pela hemolise é
termolabil.
Determinar a poténcia do antiveneno de Uma correlacao significativa foi encontrada entre os valores de Elisa
Rial et al.¥ 2006 B. alternatus em amostras de sangue de e 0 ensaio in vivo. A principal vantagem do método foi conseguir
) cavalos hiperimunizados com antivenenos e analisar a capacidade de neutralizacao do plasma hiperimune e
fracoes Fab’2. antiveneno, independentemente se for IgG total ou fracdo Fab2.
Avaliar a eficacia do antiveneno botropico - arg q
N X . Os padroes eletroforéticos das proteinas desses venenos mostraram
produzido no Instituto Nacional de Salud . PSR s = 2 : .
= T diferencas significativas na composicao, nimero e intensidade
= 2 (INS, Peru) e na Fundacao Ezequiel Dias A ~n ,
Estevao-Costa et al. 2016 . A das bandas. Ambos os antivenenos sao igualmente eficazes para
(Funed, Brasil), para neutralizar as X =
PR " . neutralizar o veneno de Bothrops e apresentaram reacao cruzada a
principais atividades toxicas de cinco = . 2 -
P venenos nao incluidos na formulacao como veneno de B. atrox.
venenos Botropicos.
Realizar ensaio com veneno/antiveneno Observou-se uma dose-resposta linear. Varios lotes de antiveneno
pré-incubados e inocular em gel de agarose neutralizaram a atividade hemolitica, indicando que a
o 3 contendo eritrdcitos de ovelha e gema neutralizac&o ocorre devido a uma reacdo imunoldgica especifica.
Gutiérrez et al. 1988 X a < PRV
de ovo para medir o diametro do halo Apresentou ainda uma correlagao significativa em 15 amostras
hemolitico e a correlagdao com de antivenenos capazes de neutralizar a hemdlise indireta e a
ensaio in vivo. neutralizacao da letalidade.
Duas fragdes do veneno com atividade hemorragica e duas fragoes
Desenvolver imunoensaio Elisa para a com atividade de fosfolipases exibiram uma correlacao com o
Heneine et al.© 1988 determinacao da poténcia de antiveneno antiveneno. Os resultados indicam que o uso de antigenos menos
) botropico e a correlagdo com o complexos pode ser aplicado no desenvolvimento de métodos
ensaio in vivo. alternativos para a determinagao da poténcia de
antiveneno botropico.
Nenhuma correlacdo entre a neutralizacao da letalidade e os titulos
Correlacionar o ensaio in vivo com a de Elisa contra o veneno bruto foi observada para antivenenos
Maria et al.*! 1988 neutralizacdo da atividade hemolitica de botrépicos brasileiros. Porém uma alta correlacao foi encontrada
fosfolipases A2. entre os titulos de Elisa e a neutralizacao da letalidade ao usar a
fracao toxica do veneno.
X A NP Além de contribuir com a caracterizacao do veneno de B. brazili,
- Realizar vendmica e antivenomica de R s 2 -
Sanz et al. 2020 o este estudo demonstrou imunorreacao especifica do antiveneno
B. brazili. P s ¥ X o
botrépico brasileiro com todas as toxinas de B. brazili.
A protedmica caracteriza os venenos em relacao aos perfis
toxicologicos de cada espécie. Isto pode ajudar muito na
concepgao de testes personalizados para cada veneno. Pode
contribuir para introducao de diferentes testes in vitro e na redugao
. - A de uso de animais associado aos ensaios in vivo. Uma vez que as
Gutierrez et al.® 2009 Revisao antivenémica. - P - oa . R a
tecnologias protedmicas ndo sdo disponiveis em muitos paises, a
organizacgao de parcerias académicas e de salide pUblica devem ser
promovidas, envolvendo laboratorios com tecnologia e recursos, mas,
ao mesmo tempo, capacitando paises de baixa renda da Asia, Africa
e América Latina.
Os resultados concordam com estudos anteriores ao revelar a
N P capacidade de antivenenos botropicos se neutralizarem em testes
Aplicacado de antivenomica para L ip -
: o q pré-clinicos, venenos de Bothrops da América Central e do Sul, e
@ comparar a imunorreatividade especifica . - S
Mora-Obando et al. 2021 q . . destacam diferencas quantitativas em seus DEs,. A combinacao de
e paraespecifica de seis antivenenos NP . L T - -
2 A X antivendmica e ensaio de neutralizacdo in vivo fornece informacées
botrépicos contra trés venenos colombianos. . L . o
relevantes para delinear as espécies e a faixa geografica de
aplicabilidade clinica de um antiveneno.
. C o - A exposicao do antiveneno a temperaturas superiores a 25°C mostrou
Analisar a inibicao das atividades das Y P - .
) N . . que o antiveneno no estado liquido sofreu alteracoes. Concluiu
© fosfolipases A2, LAAO e hialuronidase como A ) R
Mendoza et al. 2008 - P - que uma dose das trés enzimas estudadas, mas principalmente da
um indicador da poténcia de antivenenos ) : . X s - A
in vitro hialuronidase, poderia servir como um indicador in vitro da poténcia
: do antiveneno produzido pelo INS.
Desenvolver ensaio in vitro utilizando a
. enzima LAAO do veneno de B. jararaca
Avila et al.* 2010 J Patente: Pl 1004449-3 A25'1.

como antigeno para Elisa e determinar a
poténcia do antiveneno botrépico.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

Continua

Vigil Sanit Debate, Rio de Janeiro, 10(3):106-121, agosto 2022 | 111



R

Nundes RNC et al.

Continuagao

Métodos alternativos para determinacao da poténcia de veneno e antiveneno botrépico

Obteve uma correlacao significativa entre as amostras de atividade
Realizar ensaio Elisa com anticorpos mono hemorragica e sua reatividade com o MAJar 3, demonstrando
Rafael et al.# 2008 e policlonais anti-jararhagin capazes de o potencial do método Elisa como uma alternativa aos testes
: detectar metaloproteases em um pool de hemorragicos in vivo. Sugere que o imunoensaio pode ser uma
venenos de B. jararacussu. ferramenta confiavel na determinagéo dos niveis hemorragicos de
metaloproteases em vitimas de mordidas de serpentes.
. P . Os resultados indicam que o ensaio Elisa com amostras de sangue em
Determinar a poténcia de 16 antivenenos y 2 ) . A
) papel-filtro pode ser um método alternativo para avaliar a poténcia
. o em amostras de sangue em papel-filtro pelo . ) - . .
Maria et al. 2001 2 . = : dos antivenenos durante a imunizacao de equinos. Esta metodologia
método Elisa e sua correlacdo com ensaio s P ; i1 X
in vivo ja é comumente usada em testes sorologicos, pois facilita muito a
. coleta, transporte e armazenamento de amostras.
Caracteriza as diferentes metodologias de venémica: I) Proteémica
- 0 estudo das proteinas e peptideos do veneno bruto; Il)
Transcriptémica - o estudo do RNA ou DNA extraido a partir da
0 s NP glandula secretora de veneno e Ill) Genémica - o estudo do genoma
Tan 2022 Revisao antivenémica. ; R = N
sequenciado a partir da extracao de qualquer tecido da serpente.
Discute ainda os desafios ao avanco dessas técnicas pela necessidade
constante de aprimoramento da metodologia, atualizacao dos bancos
de dados e inclusdo de espécies menos conhecidas.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2022.

OMS: Organizagdo Mundial da Saude; LDH: lactato desidrogenase; B.: Bothrops; MTT: brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazélio; LAAO:
L-aminoacido oxidase; Elisa: ensaio imunoenzimatico; CT50: dose citotoxica 50%; DL50: dose letal 50%; DPM: dose proteolitica minima; SVSP: serina
proteases; ROTEM: tromboelastometria; seg: segundos; DE50: dose efetiva 50%; INS: Instituto Nacional de Salud.

A maioria dos trabalhos apresentou boa correlacao entre o
método in vitro e in vivo, entretanto, Maria et al.*' nao obti-
veram correlacao para antivenenos botropicos brasileiros, ape-
sar da alta correlacdo entre os titulos de Elisa (ensaio imuno-
enzimatico) e a neutralizacdo da letalidade ao usar a fracéo
toxica para revestir as placas. De acordo com Oliveira et al.?,
ha uma correlacgéo significativa entre a dose citotoxica (CTs,)
e a dose letal mediana (DLs,) por injecao intravenosa, exceto
para venenos de Bothrops neuwieddi mattogrossensis e Lache-
sis muta. Analisando a correlacao entre CT;, e a DL;, por via
intraperitoneal ou entre CT;, e a dose proteolitica minima
(MPD) também foi encontrada uma correlagao positiva, porém
duas espécies nao se ajustaram em ambos os casos: Bothrops
atrox e Bothrops sp. Esses resultados sao corroborados pelos
trabalhos?*3>%* que reforcam a especificidade dos venenos e a
necessidade de ensaios diferenciados.

Mora-Obando et al.?’ observaram que o efeito toxico de duas
miotoxinas do veneno causou um aumento significativo do
efeito citotoxico em mioblastos, miotubos e em camundongos
em comparacao ao efeito de qualquer uma das toxinas isolada-
mente. Este trabalho defende que seja analisada ndao apenas
a acao de toxinas purificadas, mas também o sinergismo que
ocorre entre as diferentes toxinas do veneno potencializando
seu efeito toxico.

Dos 31 trabalhos apresentados neste estudo, 17 traba-
lhos utilizaram exclusivamente o veneno bruto, o pool
de venenos ou as fracdes do veneno de uma Unica espé-

Serpente”'“'22'24'25'2‘"32'33'35'36'39"‘0"“"'5"‘""'7"‘8, 12 tra-

cie de
balhos foram feitos com serpentes da espécie Bothrops
jararaca'®?326:30:33,34.38,40.41,42,46,48 - seis trabalhos, com serpentes
da espécie Bothrops asper?#%:334_ Alguns autores utilizaram
mais de uma espécie no mesmo trabalho. Apenas 11 dos 31 tra-
balhos realizaram estudos com antivenenos'32!:23,2425,26,27,28,38,42,44_
Trés trabalhos foram realizados com anticorpos de cavalos

hiperimunizados®*3“ (Figura 3).

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

Podemos observar que, dos 31 trabalhos seleciona-
dos, 15 trabalhos utilizaram veneno de serpentes do
Brasil'3:23:2425,26,28,33,34,38,40.41,42,46,47.48 @ ym trabalho utilizou veneno
de Bothrops jararaca como controle®, seis trabalhos utilizaram
veneno de serpentes da Costa Rica?" 33442 sete trabalhos
foram realizados com veneno de serpentes do Peru?327:28:31,38:44:45,
Trés trabalhos foram realizados com veneno de serpentes de
diferentes paises da América Latina: Argentina, Peru, Brasil e

Bolivia?}, Peru e Bolivia® e Colombia*.

Dos 31 trabalhos relacionados, 15 sao de desenvolvimento de
métodos alternativosu,22,24,25,27,28,29,31,32,33,36,38,42,43,44, 12 trabalhos
selecionados tém como objetivo a substituicdo do ensaio com
animais na producao/indUstria??26:30:3435,37,39,40.41,45,46,47 * A maijoria
destes trabalhos sugeriu a substituicao parcial apenas durante
as primeiras etapas de producao de antivenenos: na imunizacao
de cavalos e nos processos de fracionamento do plasma. Suge-
riram ainda que o ensaio de DLy, permaneca nas ultimas etapas
da producao do antiveneno e para o controle da qualidade do
produto final®, e ainda recomendaram o ensaio em camundon-
gos para liberacao de lotes de antivenenos*. Apenas dois tra-
balhos tiveram como objetivo a substituicao para o controle da
qualidade'®3 (Figura 4).

Os métodos alternativos para poténcia de antivenenos encon-
trados nessa selegdo avaliaram os anticorpos especificos contra
as toxinas do veneno ou as toxinas que mostraram uma corre-
lacao entre o acidente botroépico, a atividade de neutralizacdo
in vivo e os resultados in vitro. A maioria dos testes in vitro foi
realizada em triplicata intraensaios, exceto por: Maria et al.*,
Guerra-Duarte et al.?' e Rodrigues et al.?, que fizeram apenas
duplicatas intraensaios. Outra excecao foi a utilizagdo da for-
mula da Farmacopeia Europeia® por Heneine® enquanto o ensaio
padrao in vivo utiliza a Farmacopeia Brasileira''. Foi observada
uma grande variedade de controles negativos utilizados nos estu-
dos: salina, solucao salina tamponada com fosfato (PBS), agua,
soro nao imune e antivenenos.
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LAAO, Hialuronidase, Fosfolipase
Ac conj ovelhacavalo

Ac mono e poli
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Matrizes bioldgicas

In Vivo*

| Célula O Sangue

Fonte: Elaborada pelos autores, 2022.

O Plasma

Métodos alternativos para determinacao da poténcia de veneno e antiveneno botrépico

10 15 20

NUmero de estudos selecionados

O Gelatina O Elisa W Enzimas M| In vivo

*in vivo: corresponde aos 18 trabalhos selecionados que compararam os ensaios in vitro com ensaios in vivo.

Obs: Alguns trabalhos utilizaram mais de uma linhagem celular.

LAAO: L-aminoacido oxidase; Ac conj ovelhacavalo: anticorpo conjugado ovelhacavalo; Ac mono e poli: anticorpo monoclonal e policlonal.

Figura 2. Matrizes bioldgicas utilizadas nos artigos selecionados.

Bothrops jararaca
Bothrops asper
Bothrops atrox

Bothrops neuwiedi
Bothrops pictus

Bothrops barnetti

Bothrops brazili

Espécies de serpentes

Bothrops moojeni
Bothrops alternatus
Bothrops jararacussu

Outras Bothrops*

o
N

6 8 10 12 14

NUmero de estudos selecionados

Fonte: Elaborada pelos autores, 2022.

Outras Bothrops*: Bothropoides insularis, Bothriopsis bilineata smaragdina, B. nummifer, B. godmani, B. lanceolatus, B. pubescens, B. leucurus,
B. rhombeatus, B. ayerbei, B. andianus, B. castelnaudi, B. chloromelas, B. microphthalmus, B. oligolepis, B. peruviana, B. taeniata. Os venenos destas

espécies foram utilizados uma unica vez.

Figura 3. Espécies de serpentes Bothrops nos trabalhos selecionados.

DISCUSSAO

Os primeiros dados compilados pela OMS sobre mortalidade
mundial devido ao envenenamento por picada de serpentes
foram publicados em 1954, com estimativa de 30 mil a 40 mil
mortes por ano no mundo. Daquela época até os dias atuais,
sabe-se que o numero de casos € bem maior, porque muitos

http://www.visaemdebate.incqgs.fiocruz.br/

dados sao subnotificados®. Somente 55 anos depois da pri-
meira publicacdo® foi dada a devida importancia aos enve-
nenamentos por picadas de serpentes, sendo estes incluidos
pela OMS na lista de doencas tropicais negligenciadas. Em
2010, a OMS definiu antivenenos como medicamentos essen-
ciais e publicou as diretrizes para sua respectiva producao.
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Substituicao para C.Q.

Substituicao na producao

Finalidade do estudo

Pesquisa

o
N

Fonte: Elaborada pelos autores, 2022.
C.Q.: Controle da Qualidade.
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6 8 10 12 14 16 18

NUmero de estudos selecionados

Figura 4. Finalidade dos estudos selecionados.

A partir desta publicacdo, surgiram as primeiras orientacoes
acerca da necessidade de se melhorar a qualidade, a seguranca
e a regulamentacdo dos antivenenos - Unico tratamento dis-
ponivel para envenenamento por picadas de serpentes. Nela,
ha uma énfase para os esforcos realizados por varios grupos na
implantacao do conceito dos 3Rs no desenvolvimento e controle
da qualidade de antivenenos e, em 2017, houve uma revisao
dessa publicacao®%,

A primeira vez que a OMS citou a importancia dos métodos alter-
nativos para substituicao de roedores nos ensaios para determina-
¢ao da poténcia de antivenenos foi em 2001'. Embora o objetivo
almejado seja a substituicao dos animais, enquanto as validacoes
ocorrem, esforcos devem ser feitos para garantir o refinamento da
técnica e a reducao do nimero de animais nesses ensaios. Ainda
em 2017, a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA)* publicou
um Guia para aceitacdo regulatoria de ensaios com abordagens
dos 3Rs no controle em processo para medicamentos humanos
e veterinarios. Esta publicacdo teve como objetivo orientar e
incentivar o desenvolvimento de testes baseados na substituicao,
reducao e refinamento da experimentacao animal. Neste docu-
mento sao elencados os critérios para aceitacdo regulatoria de
adaptacdes em ensaios ja existentes em compéndios oficiais ou
novos ensaios desde que um dos 3Rs seja aplicado. Mesmo assim,
€ necessario atestar a metodologia através de protocolos padro-
nizados com parametros cientificamente aceitos, demonstrar
a precisao e relevancia do método, ou seja, o método deve ser
efetivo para a finalidade bioldgica que o ensaio se propde a com-
provar. Em seguida, deve-se ratificar a metodologia como confia-
vel, robusta e reprodutivel por meio de estudos interlaboratoriais
e, finalmente, comprovar que o método é Util para o proposito
criado, sendo tao bom ou melhor do que a metodologia vigente
atual na predicao dos efeitos testados. Apesar da grande diversi-
dade de artigos encontrados, nenhum destes métodos foi subme-
tido a um estudo interlaboratorial ou de validacao frente a meto-
dologia oficial vigente (modelo letal murino) para a determinacao
da poténcia de antiveneno botropico. Os estudos selecionados
foram apenas até os estagios de desenvolvimento, padronizacdo
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ou pré-validacdo. Atualmente, o desafio é realizar um estudo de
validacdo adequado para conseguir sua aceitacao regulatoria.

Desde entdao a OMS tem demonstrado uma grande preocupacao
com este problema de salide publica, tanto que convocou espe-
cialistas da area para desenvolver estratégias a serem implanta-
das nos proximos anos até 2030. Dentre todas as definicoes esta
a reducao de 50% das mortes e sequelas incapacitantes através
da disponibilidade de antivenenos seguros e eficazes que sao
garantidos pelo controle da qualidade 2°.

Nesta revisao, foi possivel identificar que existem trabalhos publi-
cados sobre métodos alternativos para antivenenos com resulta-
dos promissores: apresentando uma correlacao significativa entre
a atividade bioldgica do veneno estudado e a neutralizacdo da
atividade in vitro'32327,30,31,35,37,39,40.41.4748 ' porém, devido a especifi-
cidade dos venenos de cada género de serpentes e da sua impor-
tancia médica relacionada a sua localizacdo geografica, foram
realizados estudos com varias metodologias, utilizando controles
distintos e tempo de exposicao heterogéneos. Esta diversidade
possibilita identificar os eventos chaves e dessa forma sugerir uma
estratégia de testes integrados. Além das publicacoes, observa-se
a existéncia de muitos grupos de trabalho em diferentes institui-
coes de pesquisa e ensino ampliando as possibilidades de parcerias
para preencher as lacunas desse grande desafio.

Gutiérrez et al.® trouxeram uma importante revisao sobre a com-
plexidade relacionada aos testes in vitro quanto a finalidade e a
eficacia pré-clinica de antivenenos. A fisiopatologia do envene-
namento botropico ocorre pela agao das toxinas isoladas ou siner-
gicamente na qual seu efeito toxico é potencializado. Existem
ainda duas vias de acao das toxinas: no local da picada (edema
firme, dor, sangramento, necrose) e/ou sistémico (hemorragia,
hipotensao, insuficiéncia renal). Além disso, apds a inoculacao
do veneno, cada organismo reage a introducdo do veneno com
uma cascata de reagdes inflamatorias. Ja para ensaios para con-
trole da qualidade em processo sao recomendados os ensaios in
vitro tanto para as etapas de producao de anticorpos em equinos
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quanto para analise quantitativa de anticorpos neutralizantes
durante o fracionamento do plasma.

As descobertas dos mecanismos de imunidade para soros datam
de 1890, quando Behring e Kitasato publicaram o primeiro traba-
lho sobre o desenvolvimento da imunidade a difteria e ao tétano
em animais. Apenas dois anos apos esta publicacao foi realizado
o primeiro ensaio em humanos com soro antidifitérico® %%,
Na pratica, a utilizagdo do soro antitetanico foi consolidada em
1914 devido a necessidade de administracao em soldados feridos
na Primeira Guerra Mundial®®. O método de inibicdo da ligacao
entre toxina e antitoxina (ToBI) é um exemplo bem-sucedido de
método alternativo validado e incluido na Farmacopeia Europeia
tanto para as etapas de producédo de vacinas antitetanicas como
para o controle da qualidade®. O INCQS e o IB validaram o
teste de poténcia para soro antirrabico (RFFIT)"%,

Soros hiperimunes sao produtos biologicos que, por consequén-
cia, sofrem variacdes a cada lote produzido. Nas Ultimas déca-
das foram desenvolvidos varios métodos alternativos ao uso de
animais baseados nos conceitos dos 3Rs. Ja para os antivenenos,
embora tenham sido desenvolvidos varios métodos, nenhum con-
seguiu finalizar o processo de validacao.

Os estudos relacionados abaixo podem ser divididos em duas
areas: (i) a area de pesquisa, com a visao clinica e o desenvolvi-
mento de medicamentos para outros fins e (ii) estudos relaciona-
dos com uma visao regulatoria, como estudos pré-clinicos para o
registro de novos produtos para o controle da qualidade em pro-
cesso nas etapas de producao de antivenenos e liberacao de lotes.

Para o controle da qualidade, foi encontrado um deposito de
patente numero Pl 1004449-3 A2% referente a um kit para deter-
minagao da poténcia in vitro. Este kit consiste em placas seme-
adas com a enzima L-aminoacido oxidase (LAAO) do veneno da
serpente B. jararaca responsavel por efeitos toxicos do veneno
como: hemorragia, inflamacao e edema. Esta enzima foi utili-
zada como antigeno para sensibilizar placas de Elisa e determi-
nar a poténcia neutralizante dos antivenenos botropicos.

Seels desenvolveu um ensaio em ovos embrionados com seis dias
de incubacéo, ou seja, no periodo inicial de desenvolvimento
embrionario que é sabidamente um periodo em que os embrides
nao sentem dor. Este teste € amplamente estudado para outros
desfechos como método alternativo para irritagcao ocular e aceito
pelas Comissoes de Etica no Uso de Animais (CEUA) se realizado
até o 9° dia de incubacdo. O ensaio é realizado pela inoculacdo
da mistura de veneno e antivenenos na regiao vascularizada do
saco vitelino. A vantagem desse método é a observacao do efeito
hemorragico nos discos contendo veneno e a neutralizacdo do
efeito hemorragico pelo disco contendo antiveneno. Além da
visualizacdo dos efeitos toxicos do veneno, esse método propor-
ciona a gravacado para posterior analise e comparagao. Como os
ovos embrionados estdo no periodo antes do desenvolvimento
neurolégico ndo se pode testar venenos neurotoxicos!>6061,

Chacon et al.*®, em concordancia com Pornmuttakun e Ratana-
banangkoon® e Oguiura et al.?*, descreveram como a neutraliza-
cao dos efeitos coagulantes tem correlacdo com a poténcia de
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antivenenos. Estes estudos levam em consideracao que o extra-
vasamento induzido por metaloproteases parece ser o principal
fator por tras do efeito letal do veneno de Bothrops asper, por
consequéncia os anticorpos contra metaloproteases hemorragi-
cas também seriam eficazes contra esta enzima pré-coagulante.
Embora tenham observado a correlacao entre neutralizagcao dos
efeitos coagulantes in vitro e atividade letal para o veneno de B.
asper, esse efeito podera nao acontecer para todos os venenos.
Portanto, deve-se realizar os ensaios para cada veneno/antive-
neno respeitando sua especificidade intrinseca.

Algumas técnicas ja foram desenvolvidas pelos laboratorios
que trabalham com venenos e antivenenos para substituicao
dos animais no controle da qualidade nos processos de pro-
ducdo, tais como métodos imunoquimicos (antivendomica e
Elisa) para rastrear antivenenos e avaliar anticorpos em cava-
los hiperimunizados, além de métodos in vitro que avaliem as
atividades toxicas dos venenos que apresentem boa correlacao
com métodos in vivo (atividades enzimaticas, cultura de célu-
las, teste de coagulacdo, ligacao de receptores e preparacao
neuromuscular)*%36465 Apesar da variedade de atividades fisio-
patolégicas presentes nos venenos de Bothrops e Lachesis, foi
demonstrado que existe uma correlacao, para alguns venenos,
entre a CTy, e a DL, e CTy, € a DPM24:6,

Chacon et al.* correlacionaram o ensaio in vivo com o ensaio in
vitro de atividade coagulante de plasma humano. Esta inovacao
quando colocada em pratica também possibilitara uma reducao
do numero de animais para controle da qualidade nas etapas de
producao. As técnicas para reducao devem ser encorajadas e vali-
dadas enquanto buscamos a substituicdo por métodos in vitro.

Guerra-Duarte et al.?' testaram a viabilidade celular utilizando
o reagente Alamar Blue® em trés linhagens celulares (Vero,
MGS03, Hela) apds exposicao a dosagens seriadas de venenos.
Os resultados demonstraram que cada veneno apresentou um
padrao especifico de toxicidade com curvas dose-reposta apre-
sentando formato semelhante para todas as linhagens testadas.
Desde os anos 1990 se observou os primeiros estudos alternativos
para veneno em cultura de células, mas, a partir da década de
2000, ocorreu o ressurgimento dessa abordagem demonstrando
ser uma metodologia promissora. Alguns fatores podem contri-
buir para essa abordagem tanto pelo custo baixo como por serem
metodologias ja amplamente utilizadas no controle da quali-
dade. Como exemplo temos o fato de vacinas contra dengue,
HPV, febre amarela e triplice viral serem analisadas em células®.

Lopes-Souza et al.*°realizaram ensaio de citotoxicidade em célu-
las MGSO3 com o veneno das cinco principais espécies de Bothrops
brasileiras. A atividade proteolitica dos venenos foi testada
in vitro e correlacionada com dados in vivo previamente publi-
cados®’; assim como Nundes'® correlacionou o estudo de citoto-
xicidade em células Vero com estudo in vivo de Araujo et al.®®8,
Rodrigues et al.?” compararam os resultados obtidos com estudos
anteriores que utilizaram a mesma metodologia?’3'. A utilizacao
de dados pré-existentes fazendo-se uma analise retrospectiva
dos dados in vivo parece ser uma forte tendéncia para evitar a
realizacao de mais ensaios com animais.
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Foram utilizados métodos estatisticos para determinagao dos
resultados de ensaios tais como: analise de regressao linear
de curva dose-resposta’®?32426,30.31,3447 gy
de Probitos33741,

transformacao

A maioria dos autores fez a analise estatistica pela determina-
cao das precisdes, intra e interensaios, por meio do calculo da
variancia (coeficiente de variacdo geométrico), da concordancia
entre os resultados dos métodos in vivo e in vitro, e da sensibili-
dade do método proposto. Alguns estudos compararam os grupos
tratados com controles positivos e negativos por analise de vari-
ancia (ANOVA)?426:30.3435  teste de comparacdo Newman-Keuls+34,
teste t de Student’s?*, teste de Bonferroni’s?, Teste t Pareado®,
Teste de Tukey® e coeficiente de correlacao de Pearson’s’”.

Para calcular as precisoes foram utilizados os programas Gra-
phPad Prism®'3.2426,30,31,34 " SjomaStat®? para a regressao € a ana-
lise estatistica e CombiStats®'.

Com base em todos os resultados encontrados, foram avaliadas
as precisdes intraensaios, ou seja, avaliagdo da concordancia
entre os resultados de um mesmo analista, no mesmo dia e em
um ensaio. Também foi calculada a precisdo interensaios atra-
vés da avaliacdo dos resultados executados em dias diferentes.
Para ensaios biologicos um coeficiente de variacdo de até 20%
como em Elisa é um valor aceitavel®. Sendo assim, é impres-
cindivel a realizacdo de uma proxima etapa para avaliacdo da
reprodutibilidade interlaboratorial.

Os métodos mais usados para comparar duas medidas da mesma
variavel sdo: o grafico de Bland-Altman, a Regressao de Deming
e o coeficiente de correlacdo de concordancia de Lin (CCC). Isso
é especialmente importante se o objetivo for introduzir um novo
método de medicdo que tenha algumas vantagens (reducao de
custos ou por biosseguranca) em relacdo a uma técnica de medi-
¢ao existente (o “padrao ouro”).

Uma abordagem moderna para comparacao de ensaios é o enten-
dimento de que o método substituto nao deve ser obrigado a ter
uma correlacéo significativa com o método de referéncia, uma
vez que tanto o ensaio in vivo como os ensaios in vitro possuem
variabilidade inerente. O novo teste deve estar em concordancia
de resultados com a poténcia in vivo e deve ser capaz de discri-
minar entre lotes potentes e subpotentes (verdadeiro-negativo).
E por isso que alguns autores se referem a “concordancia” em
vez de “correlacao”’07!.

Os trés pilares essenciais para garantir a seguranca e a efica-
cia de um produto sao: estudos pré-clinicos, boas praticas de
fabricacdo e controle da qualidade. Para validar um método,
é imprescindivel seguir com o estudo interlaboratorial com-
parativo a metodologia oficial vigente neste momento, neste
caso, o ensaio in vivo descrito na Farmacopeia e realizado por
laboratoérios produtores e de controle da qualidade. Para que
o processo de validacao deixe de ser uma intencao e vire rea-
lidade sdo necessarios: investimento, padrdes de referéncia e
atuacado integrada entre os profissionais de laboratdrio até as
autoridades regulatorias. E necessario separar a finalidade do
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ensaio (pré-clinico, desenvolvimento, controle de qualidade)
para avancarmos. Isto fica bem evidente no importante pro-
jeto colaborativo entre National Centre for the Replacement,
Refinement and Reduction of Animals in Research (NC3Rs) e
OMS sobre o porqué de usar um grupo tao grande de animais
para controle da qualidade de produtos ja licenciados™. Em
contrapartida, nos ensaios pré-clinicos, se um Unico ensaio nao
é capaz de mimetizar os efeitos em um organismo completo
como se fosse um ser vivo, deve-se avaliar a possibilidade de
usar uma estratégia integrada de mais de um ensaio in vitro em
substituicdo ao ensaio in vivo'®. A vendmica, ou seja, o estudo
da protedmica dos venenos pode contribuir na identificacao
das principais toxinas do veneno e a relacao com a fisiopato-
logia dos envenenamentos. Enquanto a antivenémica detecta
quais toxinas do veneno se ligam ao antiveneno*##, Devido
a grande diversidade mundial de venenos é necessario reali-
zar testes singulares para cada pais ou localizagao geografica,
tanto para ensaios pré-clinicos como para desenvolvimento de
métodos alternativos®.

0 ensaio in vivo nao representa com fidelidade o que ocorre nos
acidentes ofidicos. A principal diferenca esta no fato de que no
ensaio in vivo é feita uma pré-incubacdo de veneno e antive-
neno para inoculacao intraperitoneal, enquanto nos acidentes
a inoculacdo precede a soroterapia e a maioria das pessoas é
acometida nos membros inferiores, mas a mistura veneno e
antiveneno é administrada pela via endovenosa ou intraperito-
neal de camundongos. A variabilidade genética e bioldgica dos
animais, além da influéncia de fatores externos como ambiente
e estresse é um problema de qualidade que pode influenciar
diretamente nos resultados. Para ensaios in vitro, o processo
de controle dos parametros de ambiente, temperatura, espaco
fisico, treinamento de pessoal e reprodutibilidade é uma
grande vantagem, pois tém resultados liberados em menos
tempo e sao menos onerosos do que os ensaios com animais.
Ainda assim, ensaios in vitro, de modo geral, necessitam passar
por um processo longo e de custo elevado como a validacao
que compreende cinco etapas e pode levar cerca de 15 anos
para ser concluido. Hartung®® evidencia alguns problemas que
precisam ser levados em consideracao em cultivos celulares,
porém o principal ponto é a implantagao nos laboratérios de
boas praticas em cultivo celular.

O INCQS tem sistema de garantia da qualidade implantado com
base na norma ABNT NBR ISO/IEC 17.025:201773 visando obter
resultados confiaveis e precisos. A implementacao desta norma
na rotina mitiga grande parte dos problemas citados por Har-
tung®. Portanto, € imprescindivel que os laboratdrios implan-
tem um sistema de Garantia da Qualidade, realizando a cali-
bracao dos equipamentos, fazendo o monitoramento ambiental
e mantendo equipe capacitada, tudo rigorosamente registrado
e com facil rastreabilidade. Ainda que o ensaio nao seja cre-
denciado, é recomendavel a implementacdo de sistemas de
acreditacdo de laboratorios de analise, com base na norma
ABNT NBR ISO/IEC 17.025:20177.

Vale ressaltar que existem outras metodologias desenvolvi-
das®® e pré-validadas™ que continuam atualmente em fase de
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validacao. Apesar de nao terem sido publicadas, se baseiam
na propriedade do veneno botrépico provocar efeito citoto-
xico em células Vero e na propriedade do soro antibotropico
inibir essa citotoxicidade. Este método visa ser validado para
o controle da qualidade em processo e para fins regulatorios.
Os critérios definidos para aceitacdo do ensaio como valido sédo
o controle do veneno e o controle de células; o efeito cito-
toxico deve apresentar uma relacdo linear, ou seja, ser pro-
porcional as concentracdes de veneno em pelo menos trés
diluicdes consecutivas.

A aplicabilidade da metodologia da poténcia relativa in vivo
foi avaliada em um estudo colaborativo com a participacao de
todos os laboratorios produtores nacionais. Foi proposto que a
poténcia do soro antibotropico seja expressa em unidades neu-
tralizantes (UN) e que cada UN corresponda a capacidade de
1 mL de soro antibotropico neutralizar 1 mg de veneno botropico.

Como a metodologia in vitro é mais sensivel, utiliza uma quan-
tidade menor de soro antibotropico comparado ao utilizado
in vivo, sendo assim, para fazermos a equivaléncia dos valo-
res entre as metodologias devemos converter os valores para
UN'1468_ Portanto, como a poténcia minima para a liberacdo de
lote do soro antibotropico segundo a Farmacopeia Brasileira é de
5 mg/mL, este limite passaria a ser considerado como o minimo
de 5 UN, tanto no sistema murino (in vivo) quanto no sistema de
inibicdo da citotoxicidade (in vitro). Conforme Araudjo et al.
demonstraram em 2017, o melhor caminho para correlacionar
dois métodos é através do uso de padrées de referéncia bem
estabelecidos e preferencialmente validados. Para ensaios com
veneno vale destacar que uma das vantagens do método in vitro
€ justamente a economia de veneno e soro de referéncia.

Como parte do processo de validacao do ensaio de citotoxicidade
em células Vero, foi realizado um ensaio in vitro com inibidores
enzimaticos’. A ortofenantrolina (O-PHE) inibiu as metaloprote-
ases, enquanto o brometo de p-bromofenacila (p-BPB) foi capaz
de inibir as fosfolipases A2, comprovando que houve inibicao das
atividades citotoxica das principais enzimas presentes no veneno
botropico responsaveis tanto pela toxicidade em humanos como
pela letalidade em camundongos.

E importante destacar que, devido as caracteristicas do enve-
nenamento ofidico, € necessaria a avaliacao do efeito bioldgico
tanto do veneno quanto do antiveneno. Vale ressaltar que nao
fez parte desta pesquisa a avaliacao in vitro dos efeitos neuro-
toxicos, o que, a principio, limita essa proposta as serpentes que
nao tenham neurotoxicidade. Além disso, devido a complexidade
da composicao dos venenos ofidicos, sdo fundamentais a corre-
lacdo estatistica e a comprovacao da habilidade de quantificar o
efeito bioldgico tanto dos venenos quanto dos antivenenos para
a aceitacdo dos métodos propostos.

Dos 31 trabalhos selecionados nesta revisao, 15 foram reali-
zados utilizando venenos de serpentes do Brasil, demons-
trando que pesquisadores brasileiros estao engajados na
busca por métodos alternativos. Apesar dos nimeros expres-
sivos, é necessaria uma intensa atuacado e colaboracdo entre
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as diversas instituicdes, tais como: laboratoérios académicos,
de pesquisa, producao e controle a fim de promover os avan-
cos necessarios para validacao desses estudos. Além de serem
escassos, o0s estudos referentes aos métodos alternativos ao uso
de animais encontram-se muito segmentados. Atualmente ha
uma grande dificuldade para encontrarmos os dados referen-
tes as metodologias, os compéndios oficiais e os avancos nessa
area, uma vez que nao existe uma compilacdo dos mesmos em
sites oficiais’7®.

Através de uma parceria com a Agéncia Nacional de Vigilan-
cia Sanitaria (Anvisa), foi criado, em 2012, o Centro Brasileiro
de Validacdo de Métodos Alternativos (BraCVAM), pioneiro na
América Latina e que tem como objetivo validar métodos alter-
nativos ao uso de animais na experimentacao e na educacao.
A criacdo do BraCVAM representa para a comunidade cientifica
brasileira uma oportunidade de orientacao e apoio para a vali-
dacdo de métodos alternativos. Em se tratando de antivenenos
que sdo especificos em cada pais e por consequéncia requerem
testes diferenciados, esse protagonismo é imprescindivel para
que novas metodologias tenham credibilidade e possam ser
aceitas mundialmente.

Revisdes sdao necessarias para sumarizar os dados existentes
na area, refinar hipoteses e definir estratégias para inovacao
e implantacao de metodologias alternativas. Apesar de termos
feito uma busca incessante de artigos, provavelmente nao foram
encontrados todos os artigos relacionados ao tema.

Os resultados deste estudo quando considerados em conjunto
com as vantagens do ensaio in vitro (reducao do tempo para libe-
racao de lotes de antiveneno, reducao de custos, reprodutibili-
dade e robustez) e sua utilidade em testes de eficacia de antive-
neno apresentam-se como um forte candidato para seu uso como
uma alternativa para o ensaio de letalidade em murinos.

CONCLUSOES

Pode-se concluir que as metodologias identificadas na revisao
se baseiam nas propriedades toxicas dos venenos correlaciona-
das aos efeitos nos acidentes botropicos. Pela diversidade das
toxinas encontradas em cada género de serpentes, entende-se
que é de extrema importancia que o ensaio de poténcia dos anti-
venenos tenha como base a avaliacao e a quantificacao precisa
da inibicdo da atividade bioldgica dos venenos. Outra questdo
importante ao propor um método substituto é o ponto de corte
que deve ser considerado na aprovacao do lote.

Os métodos que sdao baseados em citotoxicidade devem ser
priorizados dentro da estratégia de métodos alternativos,
justamente porque ensaios de citotoxicidade para analise de
produtos bioldgicos sao metodologias simples, de baixo custo
e com exemplos exitosos de implantacdo nos laboratorios
de controle da qualidade para fins regulatorios. No entanto,
ainda é necessario que esforcos sejam realizados em ensaios
interlaboratoriais de validacdo, permitindo o uso regulatorio
e a permeabilizacao destes testes na pesquisa e producao de
antivenenos botropicos.
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