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INTRODUCAO

Os acidentes por animais peconhentos sdo um importante problema de
salde publica tanto no Brasil quanto em outros paises tropicais e
subtropicais, e estdo associados muitas vezes a ocorréncia de obitos e
formacdo de sequelas nas vitimas. O tratamento desses acidentes varia
conforme a condicdo clinica do paciente e engloba uma abordagem
sintomatica e uma especifica baseada na administragdo do antiveneno®. Os
antivenenos ou soros hiperimunes representam a Unica medicacdo
especifica capaz de neutralizar a agdo de venenos através da interacdo
antigeno-anticorpo? e, por isso, a avaliacdo da qualidade e eficicia desses
imunobiolégicos sdo primordiais para o sucesso dos tratamentos®.

Com os avancgos das questdes éticas e de bem-estar dos animais, que se
iniciou com a publicagdo do livro “Principles of human experimental
technique”, pelos pesquisadores William Russel e Rex Burch, em 1959,
surgem diversas normas, guias e organizagcdes com o objetivo de nortear o
uso de animais em ensino e pesquisa e estimular o desenvolvimento de
metodologias alternativas aos ensaios in vivo, com base no principio dos 3
Rs (Reduction, Replacement and Refinement). Tal principio baseia-se na
reducdo do nimero de animais utilizados em ensaios, no refinamento de
técnicas minimizando o estresse e o sofrimento, e na substituicdo de
técnicas in vivo por técnicas alternativas que nao utilizam animais®.

E importante considerar que a substituicio de métodos in vivo por métodos
in vitro vai além do bem-estar animal. Esses métodos eliminam a
variabilidade de resposta decorrente das diferencas genéticas da espécie
utilizada, eliminam a influéncia do estresse sobre o resultado e reduzem
custos e tempo empreendido nos ensaios® 6.

As metodologias alternativas na producdo dos antivenenos passaram a ser
fortemente estimuladas pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) a
partir do ano de 2001. Segundo a OMS, o desenvolvimento de testes
alternativos ao uso de animais nos ensaios pré-clinicos de antivenenos deve
ser encorajado e, quando o uso de animais for necessario, técnicas de
analgesia e anestesia e a implementacdo de um end-point devem ser
consideradas’.

No caso dos testes in vivo de Dose Letal 50% (DL 50) e Dose Efetiva 50%
(DE 50), diversos estudos propondo técnicas alternativas foram
desenvolvidos mundialmente, porém, nenhum foi validado’. Uma
justificativa para essa auséncia de metodologias alternativas validadas esta
relacionada a complexidade e variabilidade dos diferentes venenos
existentes®.

Com base no exposto, o presente trabalho tem por objetivo apresentar um
breve histérico de diferentes metodologias in vitro desenvolvidas a longo
do tempo para substituicdo do teste in vivo de poténcia utilizado na
producdo de antivenenos e, com isso, estimular o desenvolvimento de
novas pesquisas acerca desse tema altamente relevante.

MATERIAL

Esse trabalho foi desenvolvido a partir da busca ativa de artigos indexados
relacionados ao tema proposto na plataforma PubMed. Além disso,
buscou-se a legislagdo brasileira relativa ao Conselho Nacional de
Experimentagdo Animal, o manual de acidentes por animais peconhentos
do Ministério da Salde, o guia de produgdo de antivenenos da OMS e as
monografias da ANVISA sobre antivenenos. Como o objetivo desse
trabalho foi de apresentar um histdrico da evolugao dos testes alternativos
na produgdo de antivenenos, alguns artigos mais antigos também foram
incluidos.

RESUMO DE TEMA

Desde o surgimento do principio dos 3 Rs, tanto a comunidade cientifica
quanto as agéncias reguladoras vém estimulando e trabalhando no
desenvolvimento de metodologias in vitro alternativas as metodologias in

vivo. Segundo o Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo
Animal (CONCEA), entende-se por método alternativo, qualquer técnica
que possa ser usada para substituir, reduzir ou refinar o uso de animais na
pesquisa biomédica, ensaios e ensino®.

Com a expansdo mundial do conceito de bem-estar animal iniciou-se uma
busca permanente por metodologias alternativas voltadas & imunizagéo de
animais e a producéo de antivenenos® °. A OMS recomenda, na producédo
desses imunobioldgicos, a analise da capacidade ligante de um antiveneno
ao veneno por meio de técnicas imunolégicas como o ELISA para
identificacdo de soros com baixo potencial de ligagdo, uma vez que esse
achado sugere fortemente a incapacidade deste em neutralizar os efeitos
toxicos de um veneno. Para tanto, tais testes in vitro devem ser
desenvolvidos e validados’.

Conforme a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e a
OMS, o ensaio Dose Efetiva 50% (DE 50) objetiva determinar a dose
neutralizante necessaria de soro para proteger animais suscetiveis contra
os efeitos letais de uma dose fixa do veneno de referéncia. De posse do
resultado de DE 50 é possivel calcular a poténcia de um antiveneno” 1,
Tal teste é caro, demorado, a reprodutibilidade ¢ dificil de se alcangar e é
fortemente dependente de pessoal treinado e qualificado®?. Além disso,
variacOes genéticas e bioldgicas, fatores ambientais e o estresse podem
influenciar diretamente os resultados, o que ja ndo ocorre com 0s ensaios
in vitro®. Tudo isso justifica a busca pelo desenvolvimento de novas
metodologias in vitro substitutivas.

Como sera demonstrado a seguir, varias metodologias substitutivas ao
teste de Dose Efetiva 50% ja foram propostas e diferentes resultados foram
obtidos. Alguns estudos demonstraram concordancia entre o teste in vivo
e 0 in vitro, enquanto outros ndo.

Um dos testes mais realizados na andlise da interacéo veneno-antiveneno,
0 ELISA, foi introduzido em 1977 para a identificacdo de venenos e
antivenenos. Posteriormente, Theakston e Reid, em 1979, trabalhando com
venenos e antivenenos de serpentes, avaliaram a correlacdo entre o teste in
vivo de DE 50 e o ELISA obtendo correlacdo acima de 0,90 para todos 0s
venenos testados. Segundo esses autores, 0 ELISA, se validado, poderia
ser um procedimento padrdo bastante Gtil para a analise de poténcial®. Alta
correlagdo entre os testes in vivo e de DE 50 (r = 0,95) também foi
verificada em trabalho posterior usando veneno e antiveneno botrépico®2.
Outros autores também encontraram alta correlagdo entre o teste de DE 50
e 0 ELISA quando do uso da principal fracdo tdxica e letal purificada do
veneno botrdpico e quando do uso de fragdes com atividade hemorragica
purificadas desse mesmo veneno®®, conforme trabalhos publicados na
década de 1990. Por outro lado, em estudo realizado nesse mesmo periodo
com o veneno e antiveneno de Micrurus nigrocinctus, ndo foi encontrada
correlagéo entre o teste de DE 50 e ELISAS,

A analise da correlacdo entre ensaio in vivo de DE 50 e in vitro de inibicdo
da atividade da fosfolipase Az (PLA2) também ja foi estudada. Em estudo
publicado no ano de 1988, vérias doses de antiveneno foram testadas frente
a uma quantidade fixa de veneno de Bothrops asper, o qual apresenta
atividade fosfolipasica, em pogos contendo gel de agarose, eritrcitos
ovinos, lecitina e CaClz. Os autores observaram alta correlagéo, acima de
0,90, entre os dois testes!’. De forma semelhante, outros autores obtiveram
correlacdo superior a 0,80 entre o teste de DE 50 e o teste de inibicéo da
atividade da fosfolipase Az trabalhando com o veneno e antiveneno de
Micrurus nigrocinctus®. Por outro lado, em outro estudo avaliando a
correlacdo entre 0S mesmos ensaios anteriores para veneno e antiveneno
botrépico, ndo foi obtida alta correlagéo®.

No ano de 2015 foi publicado um estudo em que os autores avaliaram a
correlacdo entre o teste in vivo de DE 50 e o in vitro de neutralizacdo da
atividade de coagulacdo do veneno pelo soro hiperimune. Tal teste foi
realizado com uma quantidade fixa de veneno de Bothrops asper, o qual
apresenta atividade coagulante, e diferentes diluicGes de antiveneno em
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plasma humano contendo citrato. Os autores obtiveram alta correlagéo
entre esses testes!s,

Em 2019, alguns autores desenvolveram um teste para analise da inibigdo
da citotoxicidade causada por veneno botrépico em células Vero pelo
antiveneno. Foi obtido um cutoff capaz de diferenciar amostras de soro
com alta e baixa poténcia neutralizante®®.

Recentemente, em 2023, um estudo propds um teste ELISA de analise de
avidez do antiveneno escorpionico especifico para a espécie Tityus
serrulatus para substituicdo do teste in vivo de capacidade neutralizante de
anticorpos. Os autores partiram do principio de que soros contendo
anticorpos com alta forca de ligacdo as toxinas de venenos apresentam
maior potencial para neutralizar essas toxinas. Resultados promissores
foram obtidos, tendo sido definido um cutoff de avidez acima do qual
nenhum resultado in vivo negativo correspondente tenha sido encontrado,
demonstrando excelente concordancia entre o teste in vitro e o in vivo 2.

Nas Ultimas décadas varios testes alternativos ao uso de animais foram
desenvolvidos para aplicagdo no processo produtivo de antivenenos,
porém, apesar de técnicas in vitro substitutivas ja terem sido
desenvolvidas, nenhuma chegou ao ponto de implementagdo e nenhuma
foi validada. Os ensaios de Dose Letal 50% (DL 50) e Dose Efetiva 50%
(DE 50), que utilizam camundongos, por exemplo, so 0s Unicos ensaios
validados para a determinacdo da toxicidade de venenos e poténcia de
antivenenos pelas instituicdes produtoras e agéncias reguladoras’. Um dos
principais desafios ao desenvolvimento de testes in vitro substitutivos aos
testes in vivo na producéo de antivenenos esta relacionado a complexidade
dos diferentes venenos existentes®.

O desenvolvimento, a validagdo e a implementacdo de metodologias
alternativas no estudo de venenos e producdo de antivenenos deve ser
incentivado e buscado pelas agéncias reguladoras, pesquisadores e
instituicdes produtoras de antivenenos, conforme preconizado pelo
principio dos 3 Rs.

CONSIDERAGOES FINAIS

Ao longo desse trabalho foi possivel observar que diversas metodologias
in vitro substitutivas as metodologias in vivo utilizadas na produgdo de
antivenenos ja foram propostas e desenvolvidas. A aplicagdo de tais
técnicas, além de reduzir o uso de animais nos testes, possibilita também a
reducdo de tempo, custo e da variabilidade existente nos ensaios que
utilizam animais. Todas essas vantagens dos testes in vitro justificam a
continuidade das pesquisas que apresentam como foco propostas
alternativas.

E importante considerar que, além do desenvolvimento de novas
metodologias alternativas, é necessario que elas sejam validadas para,
dessa forma, serem definitivamente implementadas no processo de
producdo de antivenenos.
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