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RESUMO

Acidentes com animais peconhentos representam um importante problema
de saude publica em paises tropicais. No Brasil, o0 género Bothrops causa mais de
70 % dos acidentes ofidicos. A imunoterapia € o Unico tratamento especifico e
recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude e a producédo dos antivenenos
requer testes de controle de qualidade para determinacdo da poténcia
neutralizante. O método convencional para essa andlise € o ensaio de
neutralizagéo da letalidade, realizado em animais. Tendo iSso em vista, 0 objetivo
do trabalho foi desenvolver um método alternativo in vitro para avaliacdo da
eficacia pré-clinica de antivenenos. O ensaio de viabilidade celular foi
padronizado utilizando diferentes quantidades de soros antibotrOpicos, 0s quais
tiveram a poténcia estabelecida previamente in vivo. Os soros foram preé-
incubados com o veneno de B. jararaca para avaliacdo de sua eficacia em
proteger as células dos efeitos do veneno. Corroborando os resultados in vivo, 0s
soros de alta poténcia foram mais eficazes em neutralizar a citotoxicidade do que
0s soros de baixa poténcia. Considerando a concentracédo inibitéria dos soros que
neutraliza 50 % da citotoxicidade (ICso0), um ponto de corte foi estabelecido, a fim
de diferenciar os antivenenos de acordo com suas poténcias. O ensaio de
viabilidade celular foi adequado para andlise da eficacia dos soros, o que
demonstra que o método in vitro é apropriado para a determinagdo da poténcia
neutralizante de antivenenos durante sua producdo. Essa metodologia também foi
utilizada para avaliar a eficacia do soro em neutralizar os efeitos locais do
envenenamento, simulando as reais condicbes do tratamento. Venenos de
serpentes do género Bothrops foram adicionados as células e apos diferentes
tempos o antiveneno foi administrado. A eficacia neutralizante do soro apresenta
variacles interespecificas e € tempo-dependente. Em suma, o trabalho fornece
dados que reforcam a possibilidade de reduzir o nimero de animais utilizados no
estudo da eficacia dos antivenenos, seguindo a tendéncia mundial de substituicéo

da experimentag&o animal.

Palavras-chave: Bothrops; ensaios in vitro; viabilidade celular; antivenenos

antibotropicos; poténcia neutralizante;



ABSTRACT

Accidents with poisonous snakes are a major health hazard in tropical
countries. Bothrops genus is responsible for more than 70 % of snakebites in
Brazil. Immunotherapy is the only recommended specific treatment against snake
toxins approved by World Health Organization and the production of therapeutic
antivenoms require quality control tests to determine their neutralizing potency.
Currently, these controls are performed by lethality neutralization assay using
experimental animals. The aim of this work was to develop an in vitro alternative
test for antivenom pre-clinical evaluation. In this sense, we designed a cell viability
assay using different amounts of low and high potency anti-bothropic sera,
preincubated with B. jararaca venom, for assessing the antivenom capacity to
protect the cells against venom toxic effects. We found that high potency sera are
more effective in neutralizing the cytotoxicity when compared to low potency sera,
which is in accordance to their pre-determined in vivo potency. Considering sera in
vitro inhibitory concentration able to prevent 50% cell death (ICso), a cut-off point
was determined to discriminate low and high potency sera. Cell viability assay was
suitable for sera potency discrimination, pointing out the potential of the in vitro
method to determine neutralizing antivenom antibothropic potency during the
production process. This assay was also used to evaluate the sera efficacy to
neutralize envenomation local effects, simulating the real conditions of treatment.
Bothrops snake venoms were incubated to cells and after different time points, the
antivenom was added. Serum neutralizing efficacy shows interspecific variations
and it is time-dependent. Our data provide insights for the development of an in
vitro method which can reduce the number of animals used in the antivenoms

evaluation, following the world trend of replacing animal experimentation.

Keywords: Bothrops; in vitro assays; cell viability; anti-bothropic antivenom;

neutralizing potency.
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1. INTRODUCAO

1.1 ANIMAIS PECONHENTOS

Animais peconhentos representam um problema de saude publica em
varias regibes do mundo, afetando principalmente populacbes que vivem em
areas rurais (WARRELL, 2012). Um animal é classificado como peconhento
guando possui um aparato especial para inoculacdo de veneno como dentes,
ferrbes e espinhos (JUNGHANSS e BODIO, 2006). Aparentemente, a presenca
de veneno nos seres vivos estd relacionada ao sucesso evolutivo e,
notoriamente, possui duas fungbes bem definidas: a captura e processamento
da presa e a defesa contra predadores (WHITE, 2010). Os animais
peconhentos de maior importancia médica podem ser divididos em 6 grupos
principais: cnidarios, peixes, himendpteros, escorpides, aranhas e serpentes,
sendo este Ultimo o de maior relevancia epidemiologica em escala global
(JUNGHANSS e BODIO, 2006) (Figura 1).

Figura 1: Representantes dos 6 principais grupos de animais pe¢onhentos.

(A) Cnidario — Pelagia noctiluca. Fonte: Foto de Pillon, Roberto. Disponivel em:
http://www.marinespecies.org/photogallery.php?album=676&pic=48611;

(B) Peixe — Trachinus draco. Fonte: Foto de Heessen, Henk. Disponivel em:
http://www.marinespecies.org/photogallery.php?album=4487&pic=2627;

(C) Himendptero - Poecilopompilus. Fonte: Foto de Mark H Brown. Disponivel em:
http://bugguide.net/node/view/730958;

(D) Escorpido — Tityus serrulatus. Fonte: Foto de Afonso Rocha;

(E) Aranha — Loxosceles spp. Fonte: Foto de Carolina Eloa Miranda Roquette;

(F) Serpente - Bothrops jararaca. Fonte: Foto de Mario Sacramento. Disponivel em:
http://www.funed.mg.gov.br/wpcontent/uploads/2011/07/Guia_bolso_Sitel.pdf



http://www.marinespecies.org/photogallery.php?album=676&pic=48611
http://www.marinespecies.org/photogallery.php?album=4487&pic=2627
http://bugguide.net/node/view/730958
http://www.funed.mg.gov.br/wpcontent/uploads/2011/07/Guia_bolso_Site1.pdf
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As serpentes sdo animais vertebrados, pertencentes a subordem
Lepidossauria e ordem Squamata. No mundo s&o conhecidas cerca de 3.400
espécies, podendo ser peconhentas ou ndo. Apresentam distribuicdo
cosmopolita e habitos fossoriais, arbéreos, terrestres ou aquaticos (HSIANG et
al., 2015). As serpentes viventes atualmente sdo caracterizadas por possuirem
o corpo alongado e coberto por escamas e ndo possuirem membros
locomotores. Além disso, esses animais tém lingua bifida, o que é de grande
Importancia para a quimiorrecepcgao e, consequentemente, para a deteccéo de
presas (POUGH et al., 2008).

Quanto ao modo de nutricdo, as serpentes sdo carnivoras e se
alimentam tanto de vertebrados quanto de invertebrados. A constricdo ou o
envenenamento sao os dois principais modos pelos quais realizam a captura e
contencédo da presa (PINTO e LEMA, 2002). Sendo assim, a existéncia de
presas inoculadoras no maxilar das serpentes € um tipo de especializagédo que
as auxilia no processo de subjugacdo do alimento capturado (POUGH et al.,
2008). Os ofidios classificados como peconhentos possuem glandulas
secretoras de veneno localizadas de cada lado da cabeca, as quais séo

conectadas, através de ductos, as presas inoculadoras de veneno.

1.2 ACIDENTES OFiDICOS

O acidente ofidico decorrente da inoculagdo do veneno representa um
sério problema de saude publica. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), estima-se que no mundo aproximadamente 5 milhdes de pessoas sao
mordidas por serpentes anualmente, sendo que dessas, quase 3 milhdes
apresentam o quadro de envenenamento e até 138 mil vao a 6bito (Figura 2)
(GUTIERREZ et al., 2017). A populacdo mais afetada encontra-se
principalmente em ambientes rurais e de baixa renda, sendo os agricultores e
criancas os mais acometidos (WHO, 2019). Por afetar trabalhadores rurais, os
acidentes ofidicos sdo também considerados um risco ocupacional. Entretanto,
apesar do numero elevado de casos, os dados epidemiologicos ainda sao
subestimados, uma vez que as notificacdes ndo sdo compulsoérias em varios

paises e o0s locais de ocorréncia muitas vezes sao de dificil acesso
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(GUTIERREZ et al., 2010). Além disso, é importante ressaltar que os casos de
envenenamento ainda ndo sdo tratados como um problema critico para o
sistema de salde. Estima-se que o numero de Obitos causados por esses
acidentes pode ser maior do que aqueles causados por todas as doencas
tropicais consideradas negligenciadas (WARRELL, 2019). Dessa forma, em
2017 a OMS incluiu os acidentes ofidicos na lista de doengas tropicais
negligenciadas (CHIPPAUX, 2017).

Numeros globais:

1.8-2.7 milhdes de casos

81.000-138.000 mortes
I

e N\
Estados Unidos e Canada: Europa:
3.800-6500 casos 8.000-9.900 casos
7-15 mortes 30-128 mortes
. - -
Asia:
1.2-2 milhdes casos
57.000-100.000 mortes
N e g )
Ameérica Latina e Caribe: o N\ ™
137.000-150.000 casos |
3.400-5.000 mortes
Africa e Oriente Médio: | Oceania: v

435.000-580.000 casos 3.000-5.900 casos
20.000-32.000 mortes 250-520 mortes

Figura 2: Distribuicdo geografica do nimero estimado de acidentes ofidicos e
Obitos decorrentes do envenenamento. (Traduzido de: GUTIERREZ et al., 2017).

A ocorréncia de acidentes ofidicos € mais significativa na Asia, Africa e
América Latina. No Brasil, segundo Chippaux (2015), mais de um quarto dos
envenenamentos no pais sdo atribuidos as serpentes, responsaveis por mais
da metade dos oObitos decorrentes de acidentes por animais terrestres e
venenosos. Mais de 25 mil casos de ofidismo ocorrem anualmente no territério
brasileiro e as serpentes de maior relevancia médica pertencem a duas familias
principais: Elapidae e Viperidae (SINAN, 2016).

A familia Elapidae compreende tanto espécies terrestres quanto

marinhas, as quais estdo distribuidas principalmente na faixa intercontinental
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do planeta. Nas Américas ocorrem aproximadamente 90 espécies divididas em
3 géneros principais: Micrurus, Micruroides e Leptomicrurus (POUGH et al.,
2008; LOMONTE et al., 2016).

A familia Viperidae também esta distribuida na maior parte do globo,
exceto em locais como Australia, Nova Guiné e Antartida. E composta por
aproximadamente 228 espécies de meédio e grande porte, divididas em 2
grupos principais: a subfamilia Viperinae, a qual contém as serpentes classicas
do “velho mundo” e a subfamilia Crotalinae, caracterizada por apresentar um
orgao termossensivel entre o olho e a narina (WCH, 2018). Em geral, as
serpentes dessa familia possuem as presas retrateis, na porcédo frontal da
boca, caracteristicas da denticédo do tipo solendglifa (POUGH et al, 2008).

No Brasil, quatro géneros principais sao responsaveis, majoritariamente,
pelos acidentes ofidicos: Micrurus (pertencente a familia Elapidae), Lachesis,
Crotalus e Bothrops (pertencentes a familia Viperidae) (Figura 3) (SINAN,
2016).

Figura 3: Principais géneros de serpentes de importancia médica no Brasil. (A)
Micrurus — Espécie: M. corallinus; (B) Lachesis — Espécie: L. muta; (C) Crotalus —
Espécie: C. durissus; (D) Bothrops — Espécie: B. alternatus. Disponivel em:
http://abracit.org.br/wp/principal/wp-content/uploads/2016/10/Guia-de-Bolso-Animais-
Pe%C3%A7onhentos-Digital.pdf.



http://abracit.org.br/wp/principal/wp-content/uploads/2016/10/Guia-de-Bolso-Animais-Pe%C3%A7onhentos-Digital.pdf
http://abracit.org.br/wp/principal/wp-content/uploads/2016/10/Guia-de-Bolso-Animais-Pe%C3%A7onhentos-Digital.pdf
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O género Micrurus, o qual contém as serpentes conhecidas como corais,
embora ndo apresente um namero de casos significativos, normalmente tem
potencial para desencadear um quadro de envenenamento grave devido aos
efeitos neurotoxicos e paralisia respiratéria causados (BUCARETCHI et al.,
2016). J4 as serpentes do género Crotalus, também conhecidas como
cascaveéis, representam cerca de 9% dos acidentes ofidicos registrados no
Brasil e seu envenenamento é caracterizado por sinais e sintomas decorrentes
de atividades neurotoxica, miotdxica e coagulante do veneno. As serpentes do
género Lachesis, as surucucus, também sdo de relevancia médica, pois
mesmo que a incidéncia de casos nao seja elevada, os envenenamentos
envolvendo-as normalmente sdo mais severos, devido a grande quantidade de
veneno inoculado durante o acidente (STEPHANO et al, 2005). O
envenenamento envolvendo essa serpente pode levar ao desenvolvimento de
efeitos fisiopatoldgicos e a ocorréncia de atividades coagulante, hemorragica,
inflamatoria, miotdéxica e neurotdéxica (DE SOUZA et al., 2007). Por ultimo, o
género Bothrops, representado pelas jararacas, € responsavel pelo maior
namero de casos, representando mais de 70% dos acidentes ofidicos que
ocorrem no pais (FUNED, 2014; SINAN, 2016) (Figura 4).

1% m Bothrops

201 O Crotalus
®m Lachesis
m Micrurus
OOQutras

OSem identificacéo

Figura 4: Distribuicdo dos acidentes ofidicos no Brasil de acordo com o género
de serpente. Os dados sdo referentes as notificacBes registradas no Sistema de
Informacéo de Agravos de Notificagdo (SINAN) no ano de 2016.
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1.3 SERPENTES DO GENERO BOTHROPS

O género Bothrops é distribuido nas Américas, do México ao sudeste da
Argentina, sendo o grupo de maior importancia médica nesse territorio. Esse
género é composto por aproximadamente 50 espécies presentes em diferentes
ecorregibes do planeta, a maioria habitando florestas, podendo ser
encontradas também em areas abertas (CARRASCO et al., 2016). Além disso,
0 grupo compreende exclusivamente espécies terrestres, contendo
representantes arboreos ou semi-arb6reos. Em relagcdo a alimentacdo, a
maioria das espécies € generalista, sendo que muitas delas demonstram
mudancas ontogenéticas em sua dieta, alimentando-se de ectotérmicos
enquanto juvenis e de mamiferos quando adultos. Outras ja apresentam uma
dieta mais especializada, alimentando-se de passaros e roedores, por exemplo
(MARTINS; MARQUES e SAZIMA, 2002).

No Brasil, a espécie B. jararaca (considerada veneno de referéncia
nacional) é responsavel pela maior parte dos acidentes que ocorrem nas
regides sul e sudeste, sendo essas as regibes mais populosas do pais. Essa
serpente é encontrada principalmente no sul da Bahia, Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Minas Gerais, Sao Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul
(ESTEVAO-COSTA et al., 2016). O animal apresenta manchas triangulares
escuras ao longo do corpo e uma faixa preta apos os olhos (Figura 5). Séo
viviparas e podem ser encontradas principalmente em matas e campos
cultivados (DIAS, 2014).
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Boraceia, SP

Figura 5: Serpente B. jararaca e sua distribuicdo pelo territério brasileiro. A) A
serpente apresenta manchas triangulares pelo corpo e uma faixa escura apds os
olhos. Disponivel em: http://reptile-
database.reptarium.cz/species?genus=Bothrops&species=jararaca. B) B. jararaca
pode ser encontrada nas regides sul e sudeste do pais. Disponivel em:
https://sites.google.com/site/unipampatoxicologia/animais-
peconhentos/serpentes/jararaca-bothrops-jararaca.

1.3.1 CoMPOSICAO DO VENENO BOTROPICO

A composicdo do veneno de diferentes espécies do género Bothrops
vem sendo explorada por meio de estudos envolvendo proteémica, venémica e
transcriptomica (NICOLAU et al., 2016; SOUZA et al.; AMORIM et al., 2017).
Apesar da variabilidade encontrada entre essas serpentes, 0S venenos Sao
compostos por familias de proteinas similares, sendo que as diferencas
ocorrem principalmente no nivel de expressédo de cada grupo. As proteinas
predominantes no veneno botropico sdo as metaloproteases, serinoproteases,
fosfolipases A2, L-aminoacido oxidases, lectinas do tipo C, entre outras
proteinas e peptideos (GONCALVES-MACHADO et al., 2016) (Figura 6).


http://reptile-database.reptarium.cz/species?genus=Bothrops&species=jararaca
http://reptile-database.reptarium.cz/species?genus=Bothrops&species=jararaca
https://sites.google.com/site/unipampatoxicologia/animais-peconhentos/serpentes/jararaca-bothrops-jararaca
https://sites.google.com/site/unipampatoxicologia/animais-peconhentos/serpentes/jararaca-bothrops-jararaca
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Snake venom metallopeptidase ————— (33 6 0/7)
Snake venom serine peptidase — (22.8 %0)
Snake C-type lectin/lectin-like —— (18.2 %)
Cysteine-rich secretory protein —_—— (8.2 %)
Phospholipase A2 [==— =— (6.3 %)
L-amino acid oxidase — (5.0%)
Snake venom vascular endothelial growth (1.4 %)
Bradykinin-potentiating/poly-His-poly-Gly/C-type [™ ' (1.3%)

Others (Panel B) —— (3.2 %)
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Contagem espectral de peptideo tinico

Figura 6: Agrupamento de diferentes proteinas do veneno de B. jararaca. As
proteinas foram identificadas por protedbmica e agrupadas por classe. A contribuicdo
média percentual das 8 classes de proteinas mais abundantes no veneno esta
indicada entre paréntesis (NICOLAU et al., 2016).

As metaloproteases de venenos de serpentes (Snake Venom
Metaloproteinases - SVMPSs) sdo endopeptidases dependentes de zinco, as
guais sao abundantes em venenos ofidicos, podendo representar até 65% do
conteudo proteico total do veneno de serpentes da familia Viperidae
(CALVETE; JUAREZ e SANZ, 2007). As SVMPs s&o divididas em 3 classes,
Pl, PIl e PIll, de acordo com suas caracteristicas estruturais. As
metaloproteases do tipo | apresentam apenas o dominio proteolitico, enquanto
as do tipo Il possuem o dominio proteolitico, além de um dominio do tipo
desintegrina. Ja as do tipo Il possuem esses dois dominios e também um
dominio rico em cisteina (FOX e SERRANO, 2008). Essas enzimas s&o
responsaveis por desencadear diversas atividades téxicas na vitima, tais como
hemorragia, atividades pré e anti-coagulante e fibrindlise (SANCHEZ et al.,
2017). Dessa forma, as SVMPs estéo diretamente envolvidas com os sintomas
de hemorragia local e sisttmica que ocorrem durante o quadro de
envenenamento (GUTIERREZ et al., 2016).

As serinoproteases de venenos de serpentes (Snake Venom Serine
Proteases - SVSPs) sao enzimas que agem no sistema fibrinogenolitico, além
de interferir em varios pontos da cascata de coagulacdo. Essa acdo ocorre por
degradacao proteolitica ou por ativacdo e inibicdo de fatores envolvidos na

agregacao plaquetaria, coagulacdo e fibrindlise, o que pode causar um
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desequilibrio no sistema hemostatico e coagulopatia (SERRANO, 2013). A
estrutura das SVSPs se assemelha aquelas das enzimas tipo quimiotripsinas e,
em muitos aspectos, sdo funcionalmente similares as enzimas endoégenas do
sistema hemostéatico (ZELANIS et al., 2015).

As fosfolipases Az (PLA2) representam uma familia de enzimas lipoliticas
gue catalisam a hidrélise de glicerofosfolipidios, resultando na producédo de
lisofosfolipidios e &cidos graxos. A superfamilia de PLA2s contém
aproximadamente 15 grupos que séo divididos em outros subgrupos, entre 0s
quais se destacam 4 tipos principais: PLA2 secretadas (sPLA2) (encontradas
nos venenos), PLA: citosdlicas (cPLAz), PLA:z independente de Ca?* (iPLAs) e
PLAz associadas a lipoproteinas (LpPLA2) (KANG et al., 2011). Os produtos
provenientes da hidrélise podem desencadear alteragbes propagadas nas
membranas celulares e ativar vias de sinalizacdo que geram efeitos
patoloégicos. Sendo assim, essas enzimas apresentam uma gama de atividades
farmacoldgicas e toxicologicas, podendo estar envolvidas no dano muscular
agudo, hemodlise, cardiotoxicidade e disturbios na coagulacdo (XIAO et al.,
2017). Clinicamente, as PLA2s contribuem pela maior parte dos Obitos
ocasionados pela acédo neurotéxica dos venenos ofidicos (GASANOV; DAGDA
e RAEL, 2014).

As L-Aminoacido Oxidases (LAAOSs), por sua vez, sdo flavoenzimas
capazes de catalisar a desaminacdo oxidativa de L-aminoacidos em a-
cetoacidos, com consequente liberacdo de perdxido de hidrogénio e amdnia
(MOUSTAFA et al.,, 2006). A enzima € um homodimero composto de trés
dominios: um dominio de ligacdo ao FAD, um dominio de ligacdo ao substrato
e um dominio helicoidal, importante na especificidade da LAAO aos L-
aminoacidos (KANG et al., 2011). Quanto aos seus efeitos, alguns estudos tem
demonstrado que essa enzima est4d envolvida na toxicidade do veneno,
principalmente através da liberagdo de H202, uma espécie reativa de oxigénio
gue pode contribuir para a citotoxicidade, desencadeando diferentes vias de
morte celular (CARONE et al., 2017; COSTAL-OLIVEIRA et al., 2019). Além
disso, podem apresentar outras acOes bioldgicas, tais como agregacao
plaquetaria, formacdo de edema e atividades anti-parasitarias e anti-
bactericidas (IZIDORO et al., 2014).
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Lectinas do tipo C (LTCs) séo proteinas dependentes do ion Ca?* que
sdo capazes de reconhecer e se ligar a carboidratos. Essas proteinas possuem
um dominio bem conservado e com um enovelamento caracteristico, o qual é
conhecido como dominio de reconhecimento de carboidrato (EBLE, 2019).
Embora as LTCs sejam conservadas, apresentam uma enorme diversidade
funcional, uma vez que os carboidratos participam de muitos processos
moleculares. Entre as diversas acfes bioldégicas que essas lectinas estao
envolvidas, pode-se destacar inibicdo da agregacdo plaquetéria e altera¢des na
coagulacao, inducdo de respostas pro-inflamatérias e angiogénica, além de
atividades bactericida e citotoxica (SAMAH et al.; CASTANHEIRA et al,;
SARTIM et al., 2017).

A acgdo sinérgica dos componentes do veneno desencadeia as
manifestacdes clinicas do acidente botropico, que envolvem principalmente
distirbios hematolégicos, podendo causar efeitos locais e sistémicos
(SANTORO et al., 2008). Os sintomas locais mais evidentes ocorrem na regiéo
onde ocorreu a mordida, resultando em danos aos tecidos conjuntivo e
muscular, induzindo a liberacéo de varios mediadores inflamatorios e podendo
acarretar edema, necrose e hemorragia. O agravamento desses efeitos pode
levar a perda de funcdo do membro afetado, o que justifica a elevada
morbidade gerada pelos acidentes ofidicos (GUTIERREZ et al.,, 2017;
(HARRISON et al., 2009). J&4 as complica¢des sistémicas incluem intensa
hemorragia, coagulacdo intravascular disseminada, choque cardiovascular e
faléncia renal aguda, podendo levar o paciente a 6ébito (SENISE, YAMASHITA
e SANTORO, 2015; GOIS et al.,, 2017; CRUZ, VARGAS e LOPES, 2009)
(Figura 7).
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Figura 7: Envenenamento botropico. A) Inchaco e bolhas no dorso do pé apés
mordida da serpente B. jararaca. B) Necrose no pé esquerdo 15 dias apés a
ocorréncia do acidente (GUTIERREZ et al., 2017; MALAQUE e GUTIERREZ, 2016).

1.4 ANTIVENENOS

A Unica abordagem terapéutica especifica e recomendada pela OMS
para o tratamento do acidente ofidico é o uso de antivenenos, que sao
produzidos por meio da hiper-imunizagdo de animais de grande porte,
normalmente cavalos, utilizando a peconha das serpentes de interesse. Apés
0s animais imunizados terem desenvolvido uma resposta de anticorpos
satisfatoria, 0 sangue dos mesmos é coletado e o plasma ou soro é fracionado
para obtencdo das moléculas de IgG ou dos fragmentos F(ab’)2 e Fab (Figura
8). Quando administrados no paciente, espera-se que 0S anticorpos
neutralizem as toxinas dos venenos relacionados, assim como 0s sintomas

decorrentes do envenenamento (WHO, 2016).
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Figura 8: Representacdo esquematica da producdo de antivenenos. O processo
inicia-se com a obtencdo da serpente e extracdo do veneno, seguida de imunizacao e
sangria de animais de grande porte. Posteriormente séo realizados métodos de
separacdo e concentracdo, para obtencdo das moléculas de IgG ou fragmentos de
interesse. Ao final do procedimento ocorre a formulacdo do produto para que possa
ser empregado em uso clinico. Imagem adaptada de: Andreas Hougaard Laustsen.
Disponivel em: http://theconversation.com/how-biotechnology-could-offer-hope-for-
shakebite-victims-68244.

Para a producdo de soros antiofidicos existem duas estratégias
principais de imunizacdo: uma para producado de antivenenos monoespecificos
e outra para poliespecificos. A primeira abordagem utiliza veneno de apenas
uma espeécie para a imunizacdo dos animais, 0 que limita o uso do soro
produzido, pois embora este apresente consideravel capacidade neutralizante,
0 mesmo € restrito a apenas uma espécie ou poucas relacionadas. Portanto, a
identificacdo da serpente que ocasionou o0 acidente é muito relevante. JA os
antivenenos poliespecificos, como € o caso dos soros anti-botropicos, sao
produzidos através da utilizacdo de venenos de duas ou mais espécies para a

Imunizacdo. Dessa forma, o0 mesmo soro pode ser utilizado contra diferentes
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espécies e a identificacdo da serpente muitas vezes se torna dispenséavel
(THEAKSTON; WARRELL e GRIFFITHS, 2003).

Segundo a Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude
(1996), para a producao de soros anti-botrépicos no Brasil deve-se utilizar uma
mistura antigénica contendo 50% do veneno de B. jararaca, e 12,5% de cada
um dos venenos de B. alternatus, B. jararacussu, B. neuwiedi e B. moojeni
(ANVISA, 1996). No Brasil, a producdo desses antivenenos é realizada pelo
Instituto Butantan (S&o Paulo), Instituto Vital Brazil (Rio de Janeiro), Fundacéo
Ezequiel Dias (FUNED) (Belo Horizonte) e pelo Centro de Producdo e
Pesquisa de Imunobioldgicos (CPPI) (Paranad) (GUTIERREZ, 2018).

Apesar da terapia com antivenenos ser padrao ouro no tratamento dos
acidentes ofidicos, efeitos indesejados podem ser observados. Alguns
pacientes desenvolvem reacfes alérgicas ap0s a administracdo do soro, as
guais podem ser rapidas ou tardias. Além disso, a vitima pode desenvolver
uma resposta anafilatica que pode evoluir para choque e, consequentemente,
morte do paciente (LEON et al., 2013). Outro ponto negativo esta relacionado a
eficacia do antiveneno em neutralizar os efeitos téxicos induzidos pelo
envenenamento. Embora esses soros sejam eficientes em prevenir 0sS
disturbios sistémicos, eles ndo sdo tdo eficazes no controle do dano local, o
gue pode levar a graves prejuizos no membro onde a mordida ocorreu
(GUTIERREZ, LEON e BURNOUF, 2011).

1.5 AVALIACAO PRE-CLINICA DOS ANTIVENENOS

Durante o processo de producdo, um controle pré-clinico dos soros deve
ser realizado. A andlise da efetividade dos antivenenos é necesséria a fim de
avaliar se os mesmos sdo adequados para uso clinico e também auxiliar na
escolha das misturas de veneno para imunizacdo, com o objetivo de aumentar
o efeito neutralizante dos antivenenos (GUTIERREZ et al., 2013). O teste
considerado padrao ouro para avaliar a eficacia € o teste de neutralizacdo da

letalidade, realizado em animais experimentais (GUTIERREZ, 2018).

Primeiramente é necesséario determinar a poténcia letal do veneno

através do ensaio de dose média letal (DLso). Para essa metodologia,
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diferentes doses sdo injetadas por via intravenosa ou intraperitoneal em
camundongos. As mortes sdo registradas em até 48 horas e a dose de veneno
que causa a morte de 50 % dos animais (DLso) € estimada. J& o protocolo
padrdo para o ensaio de neutralizacdo da letalidade é baseado na incubacao
de uma guantidade fixa de veneno, de 3 a 5 x DLso, com diferentes volumes de
antiveneno. As misturas sdo incubadas por 30 minutos a 37 °C e em seguida
sao injetadas nos animais. As mortes sao registradas e é calculado o volume
de antiveneno em que 50 % dos animais sobrevivem, ou seja, a dose média
efetiva (DEso) (WHO, 2016).

Na maior parte das vezes a DEso € definida como a quantidade de
veneno (mg) que é neutralizada por 1 mL de antiveneno. Porém também pode
ser expressa como volume de antiveneno ou como a relagcédo
antiveneno:veneno (GUTIERREZ, 2018). Esse valor é um parametro
importante para determinar a poténcia do soro e, consequentemente, seu
potencial na terapéutica. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
recomenda que a poténcia neutralizante dos antivenenos antibotrépicos seja de
pelo menos 5 mg/mL (ANVISA, 1996). Ou seja, 1 mL de antiveneno inibe os
efeitos letais de 5 mg de veneno. Os soros que atendem a este requisito sao
considerados de alta poténcia e podem entdo ser processados até o produto
final e prosseguir para uso clinico. Os animais produtores de soros que nao
atendem a esse requisito (baixa poténcia) retornam para a realizacao de ciclos

de imunizacéao adicionais.

1.6 ABORDAGEM ANIMAL-FREE

Para os venenos de viperideos, ndo somente 0s ensaios de letalidade
sdo realizados para avaliar a eficacia dos soros. Metodologias
complementares, tais como neutralizacdo das atividades hemorragica,
miotoxica, edematogénica, dermonecrética e de coagulacdo, por exemplo,
também s&o utilizadas (GUTIERREZ et al., 2017). A maioria desses testes é
feito em animais, 0 que causa sofrimento e morte dos mesmos, além de
gerarem altos custos, devido & sua manutencdo para imunizagéo e realizacao

dos ensaios pré-clinicos. Dessa forma, métodos alternativos in vitro que
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buscam a substituicio do uso de animais experimentais tém sido
desenvolvidos, muitos deles com sucesso, seguindo o principio dos 3R’s
(SELLS, 2003; MADUWAGE et al., 2016; RUSSELL e BURCH, 1959).

O principio dos 3R’s preconiza reduzir (Reduce) o numero de animais
utilizados em testes pré-clinicos, através da aplicacdo de ensaios preliminares,
revisando e avaliando os parametros experimentais para assegurar que 0O
namero de animais utilizados é o menor possivel. Esse conceito também
destaca a importancia de refinar (Refine) a estratégia experimental, através da
utilizacdo de estratégias de analgesia, condi¢cdes adequadas que diminuam o
estresse dos animais e, quando possivel, redu¢éo da duracdo dos ensaios. Por
altimo, sugere substituir (Replace) as atividades in vivo por métodos in vitro,
que apresentem alguma correlacido com os testes convencionais (GUTIERREZ
etal., 2017).

Por outro lado, alguns toxinologistas defendem que a substituicdo de
ensaios in vivo por meétodos in vitro seja limitada para avaliar a eficacia pré-
clinica dos antivenenos (GUTIERREZ et al., 2013). Isso pode ser atribuido &
elevada complexidade na composi¢cdo dos venenos e a acao sinérgica de
diferentes toxinas (XIONG et al., 2018). Contudo, nosso grupo demonstrou que
ensaios in vitro apresentam significativa correlacdo com testes in vivo,
sugerindo que cultura celular e ensaios enzimaticos, como atividades
hialuronidasica, fosfolipasica e de L-aminoacido oxidase, podem ser

adequados para avaliar a toxicidade dos venenos.

A atividade letal do veneno, por exemplo, correlacionou-se com a
atividade hialuronidasica realizada in vitro. De forma similar, a atividade
edematogénica dos venenos botropicos apresentou elevado coeficiente de
correlacdo com a atividade fosfolipasica, enquanto que a atividade necrética
demonstrou correlacdo significativa com a atividade de LAAO. Além disso,
esses resultados corroboram dados existentes na literatura que podem explicar
as relagfes entre as enzimas avaliadas e os efeitos toxicos observados apés o
envenenamento. Dessa forma, os dados sugerem que ensaios in vitro podem
ser adequados como alternativas para a reducdo ou até mesmo a substituicdo
da experimentacdo animal no estudo dos venenos botrépicos (DE SOUZA et

al.,, 2015). Testes que utilizam animais também tém apresentado pouca
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aceitabilidade, tanto para a sociedade em geral, uma vez que esse tema € alvo
de constantes debates que envolvem questdes éticas, como na pesquisa, pois
se tém estimulado cada vez mais trabalhos que abordem estratégias in vitro
(BATALHA, 2017; DOKE e DHAWALE, 2015). Além disso, efeitos observados
em modelos animais nem sempre se relacionam com 0 que ocorre em seres
humanos e, vale ressaltar que alguns eventos ja reportados em humanos
nunca foram observados em animais experimentais (CLARK e STEGER-
HARTMANN, 2018).

Nesse contexto, 0 objetivo deste trabalho foi desenvolver um ensaio in
vitro para a avaliagdo pré-clinica de antivenenos que se correlacione com o
teste de neutralizacéo da letalidade realizado in vivo. Foi avaliada a capacidade
de soros de diferentes poténcias em neutralizar os efeitos citotoxicos
desencadeados pelo veneno da serpente B. jararaca e os mesmos foram
discriminados de acordo com sua capacidade neutralizante. Além disso, a
eficacia do soro comercial utilizado para tratamento dos pacientes também foi
avaliada utilizando o mesmo método. Essa estratégia pode auxiliar a
fundamentar alternativas para a reducdo da experimentacdo animal, o que

segue a tendéncia mundial de abordagens animal-free.



Objetivos
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e padronizar um ensaio in vitro alternativo para avaliacdo da

poténcia neutralizante de antivenenos botropicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar por ensaio imunoenzimatico o reconhecimento de soros anti-
botrépicos de diferentes poténcias frente ao veneno da serpente B.
jararaca,

e Determinar a concentracdo de venenos botrépicos capaz de reduzir em
50 % (ECso) a viabilidade das células tratadas;

e Avaliar a capacidade de soros anti-botrépicos de diferentes poténcias
em neutralizar os efeitos citotoxicos desencadeados pelo veneno da
serpente B. jararaca;

e Determinar a concentracado dos soros de baixa e alta poténcia capaz de
neutralizar 50 % da citotoxicidade (ICso) desencadeada pelo veneno de
B. jararaca;

e Analisar a morfologia das células apos diferentes tratamentos com o
VeNneno e na presenca ou auséncia de soros anti-botrépicos de baixa e
alta poténcia,

e Padronizar uma metodologia in vitro baseada na determinagdo de um
ponto de corte (cut-off), que diferencie os soros de alta poténcia dos
soros de baixa poténcia;

e Avaliar a capacidade do soro antibotrépico comercial em neutralizar a
citotoxicidade de venenos botropicos, apds diferentes periodos de

incubacéo.



Material e métodos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 VENENOS E ANTIVENENOS

Venenos botrépicos correspondentes ao pool antigénico (venenos de B.
jararaca, B. alternatus, B. jararacussu, B. neuwiedi e B. moojeni) utilizado para
producdo do antiveneno foram gentilimente cedidos pelo Serpentério da
Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED), localizado em Belo Horizonte, Brasil. Os
venenos sdo compostos por um pool de extracdes, de diferentes individuos e
foram obtidos por compressdo manual das glandulas, seguida de
centrifugacéo, liofilizacdo e estocagem a -20 °C até o uso, de acordo com as
recomendacdes da Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2016). Quando
necessario, os venenos foram diluidos em agua ultrapura e o contetdo proteico
dos mesmos foi determinado através do metodo de Lowry (LOWRY et al.,

1951), utilizando albumina de soro bovino como padréo.

Soros de 3 cavalos diferentes foram previamente produzidos pelo nosso
grupo por meio da imunizacdo dos animais com o pool de venenos botrépicos
contendo 50 % do veneno de B. jararaca e 12,5 % de cada um dos venenos de
B. alternatus, B. jararacussu, B. neuwiedi e B. moojeni. A poténcia neutralizante
desses antivenenos foi previamente determinada in vivo, por nosso grupo de
pesquisa, utilizando camundongos através do ensaio de Dose Média Efetiva
(DEso) e a poténcia dos mesmos foi de 1 mg/mL, 5 mg/mL e 9 mg/mL (MARIA
et al., 1998).

Soro comercial e soros ainda em fase de producéo, provenientes de 10
cavalos distintos imunizados com o pool dos venenos citado anteriormente,
foram também fornecidos pela FUNED. A poténcia neutralizante desses soros
foi determinada pelo ensaio de DEso pelo mesmo instituto. Os soros numerados
como 534, 570, 633, 635 e 637 correspondem a soros de baixa poténcia (= 5
mg/mL), enquanto que os soros 448, 526, 535, 553 e 613 correspondem a

soros de alta poténcia (= 5 mg/mL).

Os ensaios para avaliagdo pré-clinica da poténcia dos antivenenos foram
realizados primeiramente com os soros de poténcia 1 mg/mL, 5 mg/mL e 9

mg/mL, com o objetivo de padronizar e avaliar o potencial do método para



39

diferenciacdo dos soros. Uma vez que o mesmo se apresentou adequado, 0s
ensaios utilizando os soros provenientes da FUNED foram realizados.
Adicionalmente, o soro comercial foi utilizado para avaliacdo da poténcia

neutralizante do produto final que é disponibilizado para uso terapéutico.

3.2 ENSAIO DE IMUNOABSORCAO ENZIMATICA (ELISA)

Para avaliacdo da reatividade dos soros frente ao veneno de B. jararaca,
microplacas de 96 pocos foram sensibilizadas com 0,5 pg/poco de veneno em
tampéao carbonato (100 pL/poco) pH 9.8. As placas foram incubadas overnight
a 4 °C e apos esse periodo os pocos foram lavados com tampéo fosfato 50 mM
(PBS) contendo 0,05 % de Tween. Posteriormente, os pocos foram bloqueados
com uma solugdo contendo 3 % de leite em p6 em PBS 50 mM (100 pL) e
incubados a 37 °C por uma hora. Em seguida, as placas foram lavadas e
diferentes diluicdbes de cada soro (1:10.000 a 1:128.000 em PBS 50 mM
contendo 0,01% de leite em po) foram incubadas por uma hora a 37 °C. Soro
nao-imune de cavalo foi utilizado como controle negativo. Apds lavagem dos
pocos, conjugado anti-horse IgG peroxidase (1:6.000) foi adicionado em um
volume final de 100 pL/poco e a placa foi novamente incubada por uma hora a
37 °C. Pastilhas de OPD (Sigma Fast) foram utilizadas para detectar o
reconhecimento antigénico, de acordo com as instru¢bes do fabricante. As
placas foram protegidas da luz, incubadas por 30 minutos a temperatura
ambiente e as reacdes foram interrompidas utilizando 20 pL/po¢o de H2SO4 2
M. As absorbancias foram medidas a 490 nm em leitor de microplaca iMark ™

(Biorad). Os valores representam as médias de duas replicatas independentes.

3.3 CULTURA CELULAR

As linhagens celulares Vero (derivada de células epiteliais originarias de rim
de macaco verde africano) e HaCat (queratindcitos derivados da pele de
humanos) foram obtidas de American Type Culture Collection (ATCC — USA).
Essas células foram mantidas em Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM, Sigma
Aldrich) rico em glicose, suplementado com 10 % de Soro Fetal Bovino (SFB,

Gibco by Life Technologies), 1 % de L-glutamina (Gibco by Life Technologies),
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1 % de Penicilina/Estreptomicina (Gibco by Life Technologies), 0,2 % de
Gentamicina (Gibco by Life Technologies) e mantidas em atmosfera controlada
(5 % de COza 37°C).

3.4 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

O efeito dos venenos botrépicos na viabilidade de células Vero e HaCat foi
analisado segundo Damico e colaboradores (2007), com modificagdes. O
ensaio foi realizado utilizando Alamar Blue®, um reagente que mede o
metabolismo celular ao longo do tempo e tem sido utilizado para quantificar, in
vitro, a viabilidade das células, uma vez que este € estavel e ndo téxico. Apds
ser adicionado na cultura, o Alamar Blue® € transportado para o citoplasma e,
quando ha metabolismo celular, ele é convertido em sua forma reduzida pela
atividade de enzimas mitocondriais. Consequentemente, ocorre a mudanca do
indicador inicialmente azul nédo fluorescente (Resazurina) para um composto
rosa fluorescente (Resofurina), o que indica a presenca de células viaveis em
cultura (RAMPERSAD, SEPHRA N., 2012).

As células foram plagueadas em microplaca de 96 pocos (1 x 104
células/poco) em DMEM 10 % SFB e incubadas em estufa a 37°C e 5 % de
CO2 até atingirem aproximadamente 80 % de confluéncia. Em seguida, os
pocos foram lavados com PBS 50 mM para retirada do SFB e as células foram
expostas a diferentes concentragcbes de veneno (1,25 pg/mL a 80 pg/mL)
diluido em DMEM, por no minimo 18 horas. O meio foi entédo retirado de cada
um dos pogos, DMEM contendo 10 % de Alamar Blue® foi adicionado e a
fluorescéncia foi medida ap6s 3 horas de incubacdo utilizando um leitor de
fluorescéncia (Varioskan Flash Multimode Reader — Thermo Scientific) a 540
nm de excitacdo e 590 nm de emissao. A porcentagem de viabilidade celular foi
calculada em relacdo ao controle positivo, o qual ndo recebeu tratamento e,
portanto, foi considerado como contendo 100 % de células viaveis. Foram
realizadas trés replicatas independentes e as médias desses valores foram
consideradas para as andlises subsequentes. Ao término dos ensaios, a

concentragao efetiva de veneno capaz de reduzir em 50 % a viabilidade celular
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(ECs0) foi determinada por meio de uma curva concentracdo-resposta,

utilizando o software GraphPad Prism 5.0.

3.5 AVALIACAO DA EFICACIA NEUTRALIZANTE DE SOROS ANTI-BOTROPICOS PRE-

INCUBADOS COM VENENO DE B. jararaca

O ensaio de viabilidade celular foi realizado com o intuito de avaliar se o
mesmo seria um método adequado para distinguir os soros de alta poténcia, os
guais podem ser processados para uso terapéutico, dos soros de baixa
poténcia, provenientes de animais que ainda necessitam de ciclos adicionais
de imunizacdo. Para determinar a poténcia neutralizante dos antivenenos,
células Vero foram plaqueadas conforme descrito na secao anterior. O veneno
(5 x ECso — equivalente a 58,95 pg/mL) foi pré-incubado com diferentes
guantidades de cada soro a 37°C. Apdés 30 minutos, essa mistura foi
adicionada aos pocos contendo células e as placas foram incubadas a 37°C e
5 % de COz por 24 horas. Soro de cavalo ndo-imune foi utilizado como controle
negativo. Apos o término do periodo de incubacdo, o meio foi retirado de cada
um dos pogos, DMEM contendo 10 % de Alamar Blue® foi adicionado e a
fluorescéncia foi medida apos 3 horas utilizando um leitor de fluorescéncia
(Varioskan Flash Multimode Reader — ThermoScientific) a 540 nm de excitag&o
e 590 nm de emisséo. A viabilidade celular foi calculada em relagéo ao controle
positivo (os valores das células ndo tratadas foram considerados como 100%
de viabilidade) e a porcentagem de inibicdo da citotoxicidade foi quantificada
em relagcdo as células tratadas apenas com veneno. Os valores considerados
nas andlises representam as médias de trés replicatas independentes. A
concentracdo inibitéria capaz de prevenir 50 % da citotoxicidade (ICso)
ocasionada pelo veneno foi calculada utilizando uma curva concentragao-

resposta e o software GraphPad Prism 5.0.

Os antivenenos foram classificados em dois grupos (baixa e alta poténcia) e
um ponto de corte foi estabelecido. Para isto foi escolhido o método
convencional de Intervalo de Confianca (Cl) 95% da média (SHARMA e JAIN,
2014), no qual 2x o desvio padrdo (DP) foi subtraido da média dos soros de
baixa poténcia. O valor resultante foi entdo considerado o limite maximo para
um soro ser considerado de baixa poténcia. Esse valor foi entdo considerado

um valor de corte. Valores de ICso inferiores a este significam que menor
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guantidade de soro é necessaria para neutralizar a mesma quantidade de
veneno e, portanto, maior € a poténcia do antiveneno. Dessa forma, soros que
apresentarem valor de ICso menor que o ponto de corte devem ser classificados

como de alta poténcia.

3.6 AVALIACAO DA EFICACIA NEUTRALIZANTE DE SOROS ANTI-BOTROPICOS EM

CELULAS PREVIAMENTE TRATADAS COM VENENOS BOTROPICOS

O ensaio de viabilidade celular também foi realizado para avaliar a eficacia
do soro comercial, produzido na Fundacdo Ezequiel Dias, em inibir a
citotoxicidade ap0s o tratamento das células com veneno. Células HaCat foram
plaqueadas conforme descrito na secdo 3.4. Os venenos botrépicos (5 x ECso)
foram adicionados individualmente aos pocos e incubados com 5pL do
antiveneno apos 3, 6, 12 e 24 horas. Apés 18 horas de tratamento com soro, o
sobrenadante dos pocos foi recolhido, adicionou-se DMEM contendo 10% de
Alamar Blue® e a fluorescéncia foi medida apds 3 horas utilizando um leitor de
fluorescéncia (Varioskan Flash Multimode Reader — ThermoScientific) a 540
nm de excitacdo e 590 nm de emissado. A pré-incubacdo do veneno com 0 Soro
também foi realizada a fins de comparagdo e um soro nao-relacionado (anti-
escorpibnico) foi considerado como controle negativo. A viabilidade celular foi
calculada em relacdo ao controle positivo (os valores das células ndo tratadas
foram considerados como 100% de viabilidade) e a porcentagem de inibicdo da
citotoxicidade foi quantificada em relagdo as células tratadas apenas com
veneno. Os valores analisados representam as médias de pelo menos duas

replicatas independentes.

3.7 MICROSCOPIA

Apos a realizacdo dos ensaios de neutralizagdo da citotoxicidade, imagens
de contraste de fase das células tratadas foram obtidas utilizando o

microscépio Evos XL (aumento 10x) (Thermo Scientific).

3.8 ANALISES ESTATISTICAS



43

Os resultados dos ensaios foram expressos como média + DP. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando GraphPad Prism 5.0. Two-way ANOVA,
seguido por pés-teste de Bonferroni foi realizado para comparar os soros de
baixa e alta poténcia em diferentes diluicdes e para avaliar a eficacia do soro
comercial apos diferentes tempos de tratamento com veneno. Teste t student
foi usado para comparar os valores de ICso dos soros de baixa e alta poténcia.

Um valor de p<0,05 indica significancia.



Resultados
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4. RESULTADOS

4.1 AVALIAGAO PRE-CLINICA DA POTENCIA NEUTRALIZANTE DE ANTIVENENOS ANTI-

BOTROPICOS

4.1.1 Soros de diferentes poténcias reconhecem o veneno de B.

jararaca por ELISA

Primeiramente, os 3 soros produzidos pelo nosso grupo foram testados por
ELISA frente ao veneno de B. jararaca a fim de avaliar seu reconhecimento e
quais diluicbes seriam mais adequadas. Os soros de poténcia 1, 5 e 9
reconheceram o veneno de forma especifica e essa resposta foi concentracao-
dependente. O controle negativo, soro nao imune, nao apresentou

reconhecimento frente ao veneno (Figura 9).
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Figura 9: ELISA dos soros de diferentes poténcias frente ao veneno de B.
jararaca. As placas foram sensibilizadas com veneno (0,5 pg/pogo), incubadas com
diferentes diluicdes dos soros de poténcia 1 mg/mL, 5 mg/mL e 9 mg/mL e anti-horse
peroxidase (1:6000) foi utilizado como anticorpo secundéario. Pastilhas de OPD
(SigmaFast) foram utilizadas para deteccdo do reconhecimento, de acordo com as
instrucdes do fabricante. Soro de cavalo n&o-imune foi testado como controle negativo.
Os valores representam as médias + DP de dois experimentos independentes.

Em seguida foram testados todos os soros de cavalo (de baixa e alta

poténcia) fornecidos pela FUNED, a fim de verificar sua reatividade frente ao
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veneno de B. jararaca. Diferentes diluicbes foram utilizadas (1:20.000 a
1:1.280.000) e todos os soros também reconheceram o veneno de forma
concentracdo-dependente. Ambos 0s grupos apresentaram altos titulos de
anticorpos nas maiores concentracdes (Figura 10A e 10B). A média da
absorbancia dos dois grupos demonstra que o reconhecimento dos soros de
alta poténcia é maior do que os dos soros de baixa poténcia nas diluicdes de
1:20.000, 1:80.000 e 1:320.000, sendo que nesta ultima a diferenca entre os
dois grupos foi menor. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos na

menor diluicdo (Figura 10C).
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Figura 10: ELISA dos soros de baixa (A) e alta (B) poténcia frente ao veneno de
B. jararaca. As placas foram sensibilizadas com veneno (0,5 pg/poco), incubadas com
diferentes diluicbes dos soros (1:20.000 a 1:1.128.000) e anti-horse peroxidase
(1:6000) foi utilizado como anticorpo secundario. Pastilhas de OPD (SigmaFast) foram
utilizadas para deteccdo do reconhecimento, de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. Soro de cavalo ndo-imune foi testado como controle negativo. C) Média das
absorbancias dos dois grupos em diferentes diluicdes. Os valores representam as
médias + DP de dois experimentos independentes (*** p<0.001; * p<0.05).
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4.1.2 Oveneno de B. jararaca reduz a viabilidade de células Vero

Posteriormente, foi avaliada a capacidade do veneno de B. jararaca em
reduzir a viabilidade de células Vero. O tratamento com o veneno por 24 horas
resultou na diminuicdo da viabilidade celular, de forma concentragéo-
dependente (Figura 11 A). A atividade citotoxica relativa foi determinada como
a concentracao de veneno capaz de reduzir em 50 % a viabilidade celular ou
Concentracdo Efetiva média (ECso) e o valor calculado foi de 11,79 pg/mL
(Figura 11 B).
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Figura 11: Viabilidade de células Vero apds tratamento com veneno de B.
jararaca. A) Curva concentracdo-resposta da citotoxicidade do veneno de B. jararaca.
B) Curva de ECs (concentracdo efetiva capaz de reduzir 50% da viabilidade celular)
calculada utilizando o software GraphPad Prism 5.0. Células Vero (1 x 104
células/poco) foram tratadas com diferentes concentra¢cdes de veneno (1,25 a 80
pg/mL) por 24 horas e a viabilidade celular foi calculada utilizando o reagente Alamar
Blue®. Os valores representam a média £ DP de trés replicatas independentes.

4.1.3  Padronizagdo do ensaio de neutraliza¢do

Para analisar se o ensaio de viabilidade celular seria adequado em
distinguir soros de alta poténcia daqueles de baixa poténcia, testes de
neutralizacdo da citotoxicidade foram realizados. As células Vero foram
escolhidas para a realizacdo desses ensaios, pois sdo células provenientes do
rim, um importante 6érgdo que pode ser afetado no envenenamento sistémico. A
elaboracdo desses ensaios teve como objetivo reproduzir o protocolo de
neutralizacdo da letalidade, realizado in vivo (Chippaux, 2010). Dessa forma,

uma quantidade de veneno de B. jararaca correspondente a 5 x ECso foi
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incubada com diferentes volumes de cada soro e em seguida adicionada as
células. Um ensaio preliminar foi realizado com os antivenenos de poténcias
pré-determinadas (poténcias 1, 5 e 9) para analisar se a metodologia seria
adequada para diferenciacdo dos mesmos. Foi possivel observar que 0s soros
neutralizaram a citotoxicidade de acordo com sua respectiva poténcia. Ou seja,
o soro de poténcia 1 mg/mL ndo é tao efetivo em neutralizar os efeitos tdxicos
do veneno quando comparado aos soros de poténcia 5 mg/mL e 9 mg/mL
(Figura 12 A).

Em seguida, para fins de padronizacdo, dois dos soros fornecidos pela
FUNED, um de baixa poténcia (534) e outro de alta poténcia (448), foram
testados quanto a sua capacidade neutralizante. Os resultados demonstram
gue ambos inibiram a citotoxicidade de acordo com sua poténcia pré-
determinada. Ou seja, 0 soro de alta poténcia foi mais eficaz em neutralizar os
efeitos citotoxicos do veneno, uma vez que em concentracbes menores que 4
puL/poco a capacidade inibitoria do soro de baixa poténcia foi reduzida (Figura
12 B). O soro pré-imune (controle negativo) ndo foi capaz de inibir a
citotoxicidade desencadeada pelo veneno, o que demonstra a inibicao
especifica pelos soros anti-botropicos. A concentracdo de 2 pL/pocgo foi
escolhida a partir desses dados para uma visualizagdo comparativa de todos
0s antivenenos testados. Foi possivel observar que o ensaio de viabilidade
celular foi adequado para diferencia-los, uma vez que a poténcia neutralizante

dos mesmos refletiu aguela determinada in vivo (Figura 12 C).
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Figura 12: Ensaios de neutralizagdo da citotoxicidade em células Vero tratadas
com veneno de B. jararaca e soros de diferentes poténcias. Diluicdes seriadas de
soros de diferentes poténcias (A) e (B) foram incubadas com 5 x ECso do veneno por
30 minutos e em seguida essa mistura foi adicionada aos pogos contendo 1 x 104
células. ApGs 24 horas, a viabilidade celular foi analisada utilizando o reagente Alamar
Blue®. (C) Comparacao de todos os antivenenos testados na diluicdo de 2 pL/pogo. A
capacidade neutralizante dos soros refletiu sua poténcia pré-determinada in vivo. Os
valores sdo as médias + DP.

Os ensaios foram repetidos com1 os soros de baixa poténcia (534) e alta
poténcia (448), provenientes de cavalo, utilizando um fator de diluicdo de 1,4. A
curva de concentracdo foi realizada dessa forma na tentativa de analisar o
comportamento dos soros em intervalos menores de diluicdo, uma vez que
houve grande diferenca na porcentagem de inibicdo do soro de baixa poténcia
(534) entre a diluicdo de 4uL/poco e 2ulL/poco. A partir da andlise dos
resultados pode-se observar que o soro 448 foi capaz de inibir a citotoxicidade
em todas as diluicbes testadas e que os soros foram estatisticamente
diferentes nas menores diluicdes (p<0.05), ja o soro 534 foi eficaz em inibir os

efeitos téxicos somente em diluigbes maiores que 1,8 pL/poco. (Figura 13).
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Figura 13: Ensaio de neutralizacdo da citotoxicidade em células Vero tratadas
com o veneno de B. jararaca incubado com soros de baixa e alta poténcia.
Utilizando um fator de diluicdo de 1,4x, diferentes volumes de soros de baixa (543) e
alta (448) poténcia foram incubados com 5 x ECso do veneno por 30 minutos e em
seguida essa mistura foi adicionada aos pocos contendo 1 x 10* células. Apds 24
horas a viabilidade celular foi analisada utilizando o reagente Alamar Blue®. Os dados
foram comparados utilizando Two-way ANOVA (* p<0.05; ** p< 0.01). Os valores séo
as médias + DP de dois experimentos independentes.

A OMS recomenda que os volumes de antiveneno utilizados para a
realizacdo do teste de neutralizacdo da letalidade sejam definidos de forma a
abranger 100% de sobrevivéncia (diluicdes totalmente neutralizantes) e 100%
de morte (diluicbes ndo neutralizantes) dos animais utilizados no ensaio (WHO,
2016). Na tentativa de seguir essa recomendacdo no ensaio de neutralizacédo
da citotoxicidade, os 8 antivenenos ainda néo analisados (570, 633, 635, 637,
526, 535, 553 e 613) foram testados nas mesmas condi¢cdes que os dois soros
anteriores (534 e 448) para avaliar se os volumes utilizados seriam adequados
para os diferentes grupos. Embora os soros de baixa poténcia tenham
apresentado uma resposta inibitéria concentracdo-dependente, 0 mesmo nao
ocorreu para os soros de alta poténcia, uma vez que estes inibiram 100% da
citotoxicidade em todas as diluicfes testadas (Figura 14). Consequentemente,

foi necessério o acréscimo de diluicbes maiores de antiveneno.
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Figura 14: Ensaio de neutralizacdo da citotoxicidade em células Vero tratadas
com veneno de B. jararaca e soros de baixa e alta poténcia. Utilizando um fator de
diluicdo de 1,4x, diferentes volumes de soros de baixa e alta poténcia foram incubados
com 5 x ECsp do veneno por 30 minutos e em seguida essa mistura foi adicionada aos
pocos contendo 1 x 10 células. Apés 24 horas a viabilidade celular foi analisada
utilizando o reagente Alamar Blue®. Os valores sdo as médias = DP.

4.1.4 Soros de alta poténcia sdo mais efetivos em neutralizar a

citotoxicidade do veneno de B. jararaca

Uma vez que os parametros do ensaio de neutralizacdo da citotoxicidade
foram padronizados, o mesmo foi realizado, com o emprego de diluicbes
adicionais, utilizando todos os 10 soros fornecidos pela FUNED, a fim de
diferencia-los de acordo com sua poténcia. Todos os antivenenos testados
inibiram os efeitos toxicos do veneno de forma concentracdo-dependente
(Figura 15 A e 15 B). Entretanto, os soros de alta poténcia foram mais efetivos,
pois neutralizaram a citotoxicidade em todas as diluices testadas (Figura 14B).
A média dos dois grupos foi calculada com o objetivo de compara-los e foi
possivel observar que os mesmos sao estatisticamente diferentes nas menores
diluicdes (p<0.001). Ou seja, um menor volume de soro de alta poténcia foi
capaz de neutralizar 100% da citotoxicidade do veneno, enquanto que 0S Soros
de baixa poténcia inibem totalmente os efeitos da peconha apenas quando

guantidades maiores que 1,3 pL/poco séo utilizadas (Figura 15 C).
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Figura 15: Ensaios de neutralizagdo da citotoxicidade em células Vero tratadas
com veneno de B. jararaca e soros de baixa e alta poténcia. Diluicbes seriadas dos
soros de baixa (A) e alta (B) poténcia foram incubadas com 5 x ECso do veneno por 30
minutos e em seguida essa mistura foi adicionada aos pocos. Apds 24 horas a
viabilidade celular foi analisada utilizando o reagente Alamar Blue®. A concentracéo
inibitéria de antiveneno capaz de inibir 50% da morte celular (ICsp) foi calculada
utilizando o software GraphPad Prism 5.0. C) Média da inibicdo da citotoxicidade dos
soros de baixa e alta poténcia. Os dados foram comparados utilizando Two-way
ANOVA (*** p<0.001). Os valores representam as meédias + DP de trés replicatas
independentes.

A partir da curva de concentragdo-resposta, a Concentracdo Inibitora
média (ICso) dos antivenenos foi calculada e os valores indicam sua capacidade
inibitoria relativa (Tabela 1). Os soros de alta poténcia apresentaram valores de
ICso menores do que os soros de baixa poténcia, o que indica que menor
guantidade de soro é necessaria para neutralizar a mesma quantidade de

veneno e, portanto, maior é a poténcia neutralizante desses antivenenos.
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Tabela 1: ICso dos soros de baixa e alta poténcia. Os valores foram determinados
utilizando uma curva concentragéo-resposta e o software GraphPad Prism 5.0.

Baixa poténcia Alta poténcia

Numero do soro ICs0 (UL/pOcO) Numero do soro ICs0 (ML/poOcO)
534 1.52 448 0.32
570 1.06 526 0.19
633 0.68 535 0.13
635 1.37 553 0.29
637 1.24 613 0.12

4.1.5 O ensaio de viabilidade celular foi adequado para diferenciar

soros antibotropicos de acordo com sua poténcia

A analise estatistica entre os valores de ICso dos dois grupos demonstrou
gue ambos séo estatisticamente diferentes entre si (p<0.001) (Figura 16 A). Em
seguida, com o objetivo de classificar os soros de acordo com sua poténcia
através do ensaio de viabilidade celular, foi determinado um valor de ICso que
permite a diferenciacdo desses antivenenos em dois grupos, ou seja, um ponto
de corte. O ponto de corte foi calculado considerando a média dos valores de
ICs0 dos soros de baixa poténcia menos 2 DP desse mesmo grupo. Como
resultado, o limite minimo para um soro ser classificado como de baixa

poténcia foi de 0.599 uL/poco (Figura 16 B).
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Figura 16: ICspdos soros de baixa e alta poténcia. A) Os soros foram separados em
dois grupos (baixa e alta poténcia) e os dados foram analisados estatisticamente
utilizando teste t. B) Determinacéo do ponto de corte da poténcia dos soros. O ponto
de corte foi estabelecido utilizando a média dos soros de baixa poténcia menos 2 DP e
o valor calculado foi de 0,599 pL/poco. Os valores representam as meédias + DP de
trés replicatas independentes. A concentracdo inibitéria capaz de neutralizar 50% da
morte celular (ICso) causada pelo veneno de B. jararaca foi determinada para cada
soro utilizando uma curva concentragdo-resposta e o software GraphPad Prism 5.0
(*** p<0.001).

4.1.6 A morfologia das células varia de acordo com o tratamento

utilizado

No intuito de analisar o efeito do veneno de B. jararaca sobre a morfologia
celular, células Vero foram incubadas com veneno (5 x ECso) previamente
incubado com soro ndo imune ou com soros de baixa e alta poténcia. As
células ndo-tratadas ou tratadas apenas com veneno foram consideradas como
controles negativo e positivo, respectivamente. Através da avaliacdo das
imagens de microscopia é possivel observar que a resposta celular variou de
acordo com o tratamento que as células receberam (Figura 17). Quando
comparado ao grupo ndo tratado (C-), as células tratadas com veneno (C+)
apresentaram perda da integridade da monocamada celular, uma vez que
exibiram expressiva retracdo da borda da colénia (Figura 17, seta). J4 as
células tratadas com veneno pré-incubado com soro ndao-imune (N.l.) ou soro
de baixa poténcia (B.P.) apresentaram alteracbes morfologicas similares,
formando aglomerados celulares com consequente perda na integridade da

monocamada celular. Por outro lado, o soro de alta poténcia (A.P.) protegeu as
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células de danos na monocamada e a morfologia celular foi semelhante a das

células que néo receberam tratamento.

Figura 17: Alteracdes morfolégicas em células Vero apés diferentes tratamentos.
C-: Células nao tratadas. C+: Células tratadas com 5 x ECso do veneno de B. jararaca.
N.l.: Células tratadas com veneno e soro ndo-imune. B.P.: Células tratadas com
veneno e soro de baixa poténcia. A.P.: Células tratadas com veneno e soro de alta
poténcia. Para andlise da neutralizacdo da citotoxicidade, 1,3 pL/po¢o de cada soro
foram pré-incubados com 5 x ECso do veneno por 30 minutos. As imagens foram
obtidas em microscépio Evos XL (aumento 10x).
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4.2 AVALIAGAO DA EFICACIA NEUTRALIZANTE DO ANTIVENENO ANTIBOTROPICO

COMERCIAL

Alguns estudos tém empregado estratégias diferenciadas e que mimetizam
de maneira mais fidedigna o envenenamento para avaliacdo da eficacia
neutralizante dos antivenenos. No protocolo conhecido como “rescue-type”,
primeiramente o veneno é administrado nos animais e apds determinado
periodo adiciona-se o antiveneno, evitando, assim, a pré-incubacéo do veneno
com o soro (Gutiérrez, 2018). Dessa forma, o ensaio de neutralizacdo da
citotoxicidade foi modificado com o intuito de verificar se 0 mesmo seria
adequado para avaliar a poténcia neutralizante do soro simulando as condi¢des

reais do tratamento de um acidente ofidico.

4.2.1 Venenos do género Bothrops reduzem a viabilidade de

queratindcitos

Primeiramente, foi avaliada a capacidade do veneno botropico de
referéncia nacional (B. jararaca) em reduzir a viabilidade de células HaCat
assim como na secédo 4.1.2. Enquanto as células Vero, utilizadas na secéo 4.1,
estavam relacionadas aos efeitos sistémicos, o0s queratindcitos foram
escolhidos para estudo dos efeitos locais, uma vez que séao células da pele,

orgao seriamente acometido apos a mordida de serpentes do género Bothrops.

O tratamento das células por 24 horas resultou na diminuicdo da
viabilidade, de forma concentracdo-dependente. A atividade citotdxica relativa
foi determinada como a concentracdo de veneno capaz de reduzir em 50% a
viabilidade celular ou Concentracdo Efetiva média (ECso) e o valor calculado foi
de 21,9 pg/mL(Figura 18).
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Figura 18: Viabilidade de células HaCat apds tratamento com veneno de B.
jararaca. A) Curva concentracdo-resposta da citotoxicidade do veneno de B. jararaca.
B) Curva de ECso (concentragdo efetiva capaz de reduzir 50% da viabilidade celular)
calculada utilizando o software GraphPad Prism 5.0. Células HaCat (1 x 104
células/poco) foram tratadas com diferentes concentragbes de veneno (1,25 a 80
pHg/mL) por 24 horas e a viabilidade celular foi calculada utilizando o reagente Alamar
Blue®. Os valores representam a média + DP de trés replicatas independentes.

Em seguida, a citotoxicidade dos outros venenos botrépicos que fazem
parte da mistura antigénica utilizada para producdo do soro também foi
analisada. Todos os venenos testados foram efetivos em reduzir a viabilidade
das células e essa acgdo varia entre 0os venenos. Aqueles que apresentaram
menores valores de ECso e que, portanto, sdo mais citotoxicos, foram os das

espécies B. neuwiedi e B. moojeni (Figura 19).
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Figura 19: Viabilidade de células HaCat apdés tratamento com veneno de
serpentes do género Bothrops. Curva concentracdo-resposta da citotoxicidade dos
venenos de B. alternatus (A), B. jararacussu (B), B. neuwiedi (C) e B. moojeni (D).
Células HaCat (1 x 10* células/poco) foram tratadas com diferentes concentracGes de
veneno (1,25 a 80 pg/mL) por 24 horas e a viabilidade celular foi calculada utilizando o
reagente Alamar Blue®. Os valores representam a média + DP de trés replicatas
independentes.

4.2.2 A eficdcia neutralizante do antiveneno anti-botropico é tempo-

dependente

Veneno de B. jararaca (5 x ECso) foi adicionado as células e apés 3, 6, 12
e 24 horas as mesmas foram tratadas com o antiveneno comercial por 18
horas. O soro comercial foi escolhido para a realizacdo desses ensaios, pois 0
mesmo € utilizado na terapia e, portanto, € mais adequado para simular o

tratamento do envenenamento.

A neutralizacéo da citotoxicidade foi inversamente proporcional ao tempo

de contato do veneno com as células. Ou seja, a resposta € tempo

dependente, pois quanto antes o antiveneno € adicionado na cultura, maior é a
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inibicdo dos efeitos téxicos (Figura 20). Essa inibicdo foi mais significativa
guando o antiveneno foi adicionado em até 6 horas apdés o tratamento com
veneno. Quando o soro € adicionado depois desse periodo, a viabilidade das
células tratadas reduz de forma consideravel. Como o protocolo convencional
do ensaio de neutralizacdo da letalidade realiza a pré-incubacdo do veneno
com o antiveneno, os valores de inibicdo desse método foram comparados ao
experimento padrdo para avaliar se a poténcia dos soros é similar em ambos
0s tipos de ensaio. Foi possivel observar que se o tratamento for realizado em
até 3 horas, o antiveneno € capaz de inibir aproximadamente 80 % da
citotoxicidade do veneno de B. jararaca, ndo apresentando diferenca estatistica
guando comparado a pré-incubacao (P.l.) do veneno com o soro. A eficacia
neutralizante diminuiu quando as células foram tratadas por 6 horas, uma vez
gue houve diferenca estatistica entre este grupo e o grupo P.l. (p<0,05). Nas
células que foram tratadas por 12 ou 24 horas, o soro ndo foi capaz de
neutralizar os efeitos do veneno, ja que a inibicdo da citotoxicidade observada
nesses grupos foi estatisticamente diferente quando comparado a P.l.
(p<0.0001). Além disso, o soro nao-relacionado ndo foi capaz de inibir a
citotoxicidade em nenhuma das condicdes testadas, o que demonstra que a

neutralizacdo do soro anti-botrépico ocorre de forma especifica.
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Figura 20: Ensaio de neutralizacdo da citotoxicidade em células HaCat tratadas
com veneno de B. jararaca e soros comerciais produzidos pela FUNED. 5 x ECsg
do veneno foram adicionados aos pocos contendo células e ap6s diferentes periodos
(3, 6, 12 ou 24 horas) as mesmas foram tratadas com 5uL de antiveneno anti-
botrépico. A mesma quantidade de veneno também foi pré-incubada (P.1.) com 5uL de
antiveneno por 30 minutos e, em seguida a mistura foi adicionada as células. Apés 18
horas de tratamento com antiveneno a viabilidade celular foi determinada utilizando o
reagente Alamar Blue®. Soro anti-escorpidnico (ndo-relacionado) foi testado como
controle negativo. Os dados foram analisados utilizando Two-way ANOVA (* <0,05;
**x n<0.0001). Os valores representam as médias + DP de duas replicatas
independentes.

4.2.3 A eficacia neutralizante do antiveneno antibotropico

apresenta variagdes interespecificas

Além de analisar a poténcia neutralizante do soro contra 0 veneno
referéncia (B. jararaca), oS outros venenos que compdem o pool antigénico
para imunizacdo também foram testados. Observou-se que quando o veneno
foi pré-incubado com o antiveneno, a neutralizacdo foi de aproximadamente
100% para as diferentes espécies, exceto para 0 veneno de B. alternatus. A
resposta inibitéria do soro foi tempo-dependente frente aos venenos de B.
jararacussu, B. neuwiedi e B. moojeni. Porém, o soro nao foi capaz de
neutralizar os efeitos toxicos desencadeados pelo veneno de B. alternatus em
nenhuma das condi¢cdes testadas (Figura 21). Vale ressaltar que esses
resultados ainda séo preliminares e experimentos adicionais sd0 necessarios

para garantir a repetibilidade dos ensaios.
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Figura 21: Ensaio de neutralizagdo da citotoxicidade em células HaCat tratadas
com venenos do género Bothrops e soros comerciais produzidos pela FUNED. 5
x ECso de cada um dos venenos foram adicionados aos poc¢os contendo células e apos
diferentes tempos as mesmas foram tratadas com 5uL de antiveneno anti-botrépico.
Soro anti-escorpiénico (ndo-relacionado) foi testado como controle negativo. Ap6s 18
horas a viabilidade celular foi determinada utilizando o reagente Alamar Blue®. Os
dados foram analisados utilizando Two-way ANOVA (* <0,05; **** p<0.0001). Os
valores representam as médias + DP de pelo menos duas replicatas independentes.
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5. DISCUSSAO

Os antivenenos sao 0s Unicos produtos terapéuticos especificos e
recomendados pela OMS para o tratamento do envenenamento ofidico (WHO,
2016). No Brasil, os casos de acidentes botropicos sdo os mais significativos
do ponto de vista epidemioldgico e o tratamento € realizado com o antiveneno
poliespecifico produzido pela hiperimunizacdo de cavalos utilizando uma
mistura contendo 5 venenos de serpentes do género Bothrops (B. jararaca, B.
jararacussu, B. alternatus, B. neuwiedi e B. moojeni). A FUNED é um dos
institutos brasileiros responsaveis pela producao e distribuicdo de antivenenos
(SINAN, 2016; GUTIERREZ, 2018). Durante a producéo dos soros na FUNED
(desde os ciclos de imunizacdo até envase em frascos-ampola), a poténcia
neutralizante dos antivenenos produzidos é determinada em 3 estagios a fim
de assegurar sua eficacia (ANVISA, 1996).

O método considerado padrdo ouro para avaliagdo da poténcia é o ensaio
de neutralizacéo da letalidade, realizado em camundongos (WHO, 2016). Esse
ensaio determina a dose média efetiva (DEso) dos antivenenos e o valor
resultante expressa a eficacia neutralizante dos mesmos (GUTIERREZ et al.,
2017). Apesar de ser o teste recomendado, esse procedimento €
extremamente laborioso, apresenta altos custos, o tempo para sua execucao é
longo e muitas vezes produz resultados variaveis que séo dificeis de reproduzir
(MARIA et al., 1998). Além disso, essa metodologia ocasiona sofrimento aos
animas experimentais, devido aos efeitos téxicos do envenenamento e, ainda,
um elevado nimero de animais é necessario para a realizacdo desses testes e
também dos ensaios complementares (ESTEVAO-COSTA et al., 2016;
INSTITUTO CLODOMIRO PICADO, 2007).

Em alguns casos, o ensaio de letalidade pode nao refletir as manifestacoes
clinicas mais relevantes do envenenamento. As serpentes do género Naja,
pertencentes a familia Elapidae, por exemplo, desencadeiam intensa necrose
tissular, assim como venenos de espécies africanas e asiaticas (PETRAS et al.,
2011). A maioria dos venenos das serpentes da familia Viperidae, por sua vez,

podem ocasionar tanto danos locais (hemorragia, edema e dermonecrose),
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guanto alteracbes sistémicas (disturbios hemodinamicos, coagulopatias e
problemas renais). Alguns desses efeitos podem nao ser letais, entretanto os
danos locais podem resultar em sequelas permanentes. Nesses casos, a
avaliacdo da neutralizagdo da letalidade, de forma isolada, ndo é suficiente
para se obter uma avaliacdo integrada da eficacia dos antivenenos
GUTIERREZ et al., 2017).

Considerando essas questfes, o desenvolvimento de métodos alternativos
para estimar a poténcia de soros € necessario e alguns estudos tém elaborado
estratégias seguindo o principio dos 3’Rs (RUSSELL e BURCH, 1959). Ha
alguns anos técnicas tais como aglutinacdo passiva, neutralizacdo da atividade
de PLA2 e ELISA tém sido realizadas na avaliagdo da neutralizacdo dos
antivenenos na tentativa de substituir o método in vivo (BOCHE e RUSSELL,
1968; ALAPE et al., 1997; MARIA et al., 1998). Em relacdo aos ensaios
imunoenzimaticos, estudos demonstram que a presenca de anticorpos
especificos contra 0s componentes antigénicos do veneno nem sempre se
correlaciona com a neutralizacdo da letalidade. Todos os soros testados no
presente trabalho apresentaram altos titulos de anticorpos e o reconhecimento
foi de acordo com a poténcia pré-determinada in vivo. Ou seja, soros de alta
poténcia reconheceram mais o veneno do que o0s soros de baixa poténcia.
Contudo, os valores de absorbancia nem sempre estdo diretamente
relacionados a habilidade do antiveneno em neutralizar os efeitos toxicos do
envenenamento, uma vez que esse método € limitado a deteccdo de
interacdes entre as imunoglobulinas presentes no soro e as proteinas do
veneno (MARIA et al., 2005). Sendo assim, os altos valores de absorbancia
encontrados podem ser resultado do reconhecimento das toxinas mais
imunogénicas, que ndo Sao necessariamente as principais responsaveis pela
toxicidade do veneno (BARBOSA et al., 1995; GUTIERREZ et al., 2011).

Ensaios baseados em modelos celulares tém sido utilizados para investigar
mecanismos de acdo e efeitos citotoxicos desencadeados pelo veneno bruto
ou por toxinas purificadas a partir dos venenos ofidicos (RIBEIRO et al., 2016;
STRANSKY et al., 2018; COSTAL-OLIVEIRA et al., 2018). A citotoxicidade da
peconha de serpentes do género Bothrops ja foi avaliada em diferentes

linhagens celulares e observou-se que os venenos reduzem a viabilidade
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celular e podem promover morte celular por apoptose e/ou necrose
(BERNARDES-OLIVEIRA et al.,, 2016; JORGE et al.,, 2011). No presente
estudo, a citotoxicidade do veneno de B. jararaca foi avaliada utilizando células
Vero, provenientes de rim, um importante 6rgdo afetado durante o
envenenamento sistémico (JORGE et al.,, 2017). De Morais e colaboradores
(2013) demonstraram em linhagens celulares que a faléncia renal aguda
ocasionada pelo envenenamento botropico pode estar diretamente relacionada
com a nefrotoxicidade que o veneno causa nas células, a qual pode envolver
diferentes mecanismos de morte. Sendo assim, ensaios em cultura celular tém
potencial para serem utilizados no estudo de efeitos sistémicos. O veneno de
B. jararaca avaliado neste estudo reduz a viabilidade de forma concentracéo-
dependente, o que é corroborado por resultados observados em outros
trabalhos (GUERRA-DUARTE et al.,, 2015; OLIVEIRA et al., 2002). A
concentracdo de veneno capaz de reduzir 50% da viabilidade celular (ECso) foi
calculada e o valor obtido foi de 11,79 pg/mL. Comparando com dados ja
existentes na literatura, esse valor ndo foi muito discrepante (GUERRA-
DUARTE et al., 2015). Porém, em outro modelo de células renais epitelias
(MDCK), o valor de ECso encontrado foi menor, evidenciando que algumas
células podem ser mais sensiveis a acao do veneno do que outras (JORGE et
al., 2017).

Em analogia ao método in vivo para determinacao da eficacia neutralizante,
5 x ECso do veneno de B. jararaca foi pré-incubada com concentragfes
variadas de antivenenos de diferentes poténcias e a Concentracdo Inibitoria
média (ICso) dos mesmos foi calculada. O ponto de corte, ou seja, o valor de
ICs0 que diferencia os antivenenos em dois grupos (baixa e alta poténcia) foi de
0.599 pL/poco. Isso significa que os antivenenos que apresentem ICso abaixo
desse valor devem ser considerados como de alta poténcia. Através da analise
dos dados pode-se observar que a capacidade neutralizante de todos os soros
testados pelo ensaio de viabilidade celular estava de acordo com sua poténcia
pré-estabelecida in vivo. Portanto, é possivel sugerir que 0 ensaio de
viabilidade foi apropriado para diferenciar os soros e indicar quais deles s&o
adequados para uso terapéutico (poténcia = 5 mg/mL). Contudo, 0s soros

utilizados nesse trabalho foram empregados apenas para determinacdo do
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ponto de corte. A validacdo desse valor deve ser realizada com soros
adicionais, sem conhecimento de sua poténcia, a fim de avaliar se o ponto de
corte realmente é adequado para diferenciar os antivenenos de forma similar

a0 ensaio in vivo.

Véarios métodos alternativos ao uso animal foram previamente validados e
aprovados para testar a toxicidade de drogas e quimicos. A utilizacdo de
células e tecidos nas abordagens in vitro representa uma das principais
estratégias para substituicdo de animais, pois apresenta vantagens como as
condi¢cbes controladas para a realizacdo dos ensaios, 0 que diminui a
variabilidade entre os experimentos e facilita a padronizacdo. Além disso, na
maior parte das vezes 0s ensaios sdo mais rapidos, de menor custo e exigem
menor quantidade das amostras a serem testadas (MUSHTAQ, 2018). Em
relacdo ao teste de ELISA, que detecta o reconhecimento antigeno-anticorpo,
ensaios em cultura celular sdo mais vantajosos, pois avaliam de forma direta a
acao das moléculas. Mais de 60 testes in vitro ja foram validados como
métodos alternativos e alguns deles ja sdo comumente utilizados, como o teste
de irritacdo ocular, teste de corrosdo da pele e fototoxicididade, todos eles
realizados em cultura celular (KANDAROVA e LETASIOVA, 2011).

Considerando o0s venenos de serpente, nosso grupo demonstrou
significativa correlacdo entre métodos in vitro e in vivo. A atividade letal do
veneno, por exemplo, correlacionou-se com a atividade hialuronidésica
realizada in vitro. De forma similar, a atividade edematogénica dos venenos
botropicos apresentou elevado coeficiente de correlacdo com a atividade
fosfolipasica, enquanto que a atividade necrética demonstrou correlacéo
significativa com a atividade de LAAO. Além disso, esses resultados
corroboram dados existentes na literatura que podem explicar as relacdes
existentes entre as enzimas avaliadas e os efeitos toxicos observados apos o
envenenamento (DE SOUZA et al.,, 2015). Além disso, a habilidade dos
antivenenos em reduzir a citotoxicidade causada por venenos elapidicos ja foi
demonstrada através de ensaios em linhagens de células musculares (KALAN
et al., 2011; MENDEZ et al.,, 2011). Ratanabanangkoon e colaboradores
(2017) desenvolveram um ensaio in vitro para determinacdo da poténcia de

antivenenos contra o veneno da serpente Naja kaouthia. Esse método é
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baseado na ligacdo ao receptor nicotinico de acetilcolina e apresentou alto
coeficiente de correlacdo com o ensaio realizado in vivo (R? = 0.98). Entretanto,
como essa metodologia avalia a ligacdo das neurotoxinas ao receptor, ela é
restrita aos venenos neurotéxicos, ndo sendo, portanto, adequada ao estudo
dos venenos de viperideos. A metodologia proposta aqui seria adequada, pois
utiliza um tipo celular acometido no envenenamento botrépico que,
consequentemente, pode refletir os efeitos toxicos desencadeados por essas

peconhas.

As células Vero, linhagem de escolha para a realizacdo desse estudo,
foram adequadas para a realizagdo dos ensaios de neutralizagcdo da
citotoxicidade, uma vez que refletiram a poténcia pré-determinada dos soros.
Esse tipo celular foi previamente utilizado para avaliar a neutralizacdo dos
efeitos toéxicos do veneno de Naja naja pelo antiveneno produzido contra
diferentes proteinas dessa pec¢onha. Os resultados demonstraram que 0 Soro
protegeu as células dos efeitos tdxicos, corroborando as observacgdes in vivo, 0
que reforca o potencial dessa célula como modelo (VENKATESAN et al.,
2014). Além disso, Araujo (2008) desenvolveu um ensaio para avaliar a inibigéo
da citotoxicidade do veneno de B. jararaca pelo antiveneno anti-botropico
utilizando a mesma linhagem celular e encontrou significativa correlacéo entre
0s métodos in vitro e in vivo. Entretanto, a repetibilidade entre os ensaios
apresentou elevado coeficiente de variacdo e, portanto, o método nédo foi
padronizado. Além disso, a metodologia empregada para quantificacdo do
efeito citotdxico foi baseada na densidade otica do corante Azul Brilhante de
Comassie eluido apds contato com as células. Dessa forma, a deteccdo da
viabilidade celular foi uma medida indireta, baseada no contetddo proteico das
células, uma vez que o corante se liga as proteinas (MARGIS e BOROJEVIC,
1989). O Alamar Blue, por sua vez, reagente de escolha do presente estudo, é
uma medida direta do metabolismo celular e, consequentemente, proporciona

resultados mais acurados e com maior sensibilidade (RAMPERSAD, 2012).

A morfologia das células foi observada para analise da resposta celular
frente a diferentes tratamentos, com o objetivo de avaliar se além de alteracdes
metabodlicas também ocorriam alteragbes na morfologia celular. As células

tratadas com veneno pré-incubado com soro de alta poténcia mantiveram a
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integridade da monocamada celular. Por outro lado, os soros de baixa poténcia
ndo foram eficazes em proteger as células dos efeitos citotdxicos do veneno,
uma vez que ocorreram alteracbes na monocamada, com consequente
retracdo da borda das colbnias. Caracteristicas como retragdo celular e
alteracdes na monocamada podem estar relacionadas a danos nas juncdes
intercelulares. Essas jungbes sao componentes importantes que auxiliam na
adesdo e comunicacao celular (BRUCKNER e JANSHOFF, 2018). Dessa
forma, a manutengdo da monocamada pode ser um indicativo de homeostase
tecidual, o que pode refletir as alteracdes que ocorrem no 6rgdo como um todo.
Em suma, os efeitos observados na microscopia, juntamente com os dados dos
ensaios de neutralizacao da citotoxicidade, fundamentam a utilizacdo do ensaio
de viabilidade como método alternativo ao ensaio de neutralizagdo da
letalidade realizado in vivo para determinacdo da poténcia pré-clinica dos

antivenenos.

Como mencionado anteriormente, no protocolo convencional para analise
da eficacia pré-clinica dos soros, 0s mesmos sao pré-incubados por 30 minutos
com o veneno referéncia e ap0s esse periodo a mistura é inoculada nos
camundongos (WHO, 2016). Entretanto, alguns autores tém questionado essa
abordagem e tém utilizado uma estratégia, conhecida como “rescue-type”,
baseada na inoculac&o do veneno independentemente do antiveneno. Ou seja,
0s animais recebem primeiramente uma dose letal de veneno, seguida pela
administracdo intravenosa do antiveneno, o que mimetiza melhor as reais
condi¢cbes de um envenenamento, no qual a vitima leva algum tempo para

chegar até o hospital e receber o tratamento (GUTIERREZ et al., 2013).

Diante disso, a capacidade do soro antibotropico comercial em neutralizar
os efeitos locais de diferentes venenos botrépicos foi avaliada. Primeiramente,
a acao toxica de diferentes venenos de serpentes do género Bothrops foi
analisada em queratindcitos (HaCat), tipo celular afetado durante o
envenenamento local. Os venenos testados foram aqueles que fazem parte do
pool botropico para imunizacdo e observou-se que a toxicidade do veneno
varia de acordo com a espécie. Comparativamente, os venenos de B. neuwiedi
e B. moojeni foram os mais citotdéxicos, enquanto que o veneno de B. alternatus

s6 apresenta citotoxicidade em concentracdes maiores do que 80 pg/mL.
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Delafontaine e colaboradores (2017) também utilizaram essa linhagem celular
para estudo dos efeitos locais e observaram que o veneno de B. jararaca reduz
de forma significativa a viabilidade das células tratadas, assim como observado
no presente trabalho. Além disso, a citotoxicidade dos venenos variou frente a
mesma linhagem celular. Ou seja, os efeitos tdxicos desencadeados nas
células apresentaram variacao interespecifica, 0 que corrobora outros dados
encontrados na literatura (DE SOUZA et al.,, 2015; BUSTILLO et al., 2009;
JORGE et al., 2011).

Diferentes fatores podem interferir na composicdo dos venenos, tais como
filogenia, sexo, distribuicdo geogréfica, estacdo do ano, idade e alimentagéo, o
gue pode explicar essa variacdo de toxicidade encontrada entre as espécies
(CHIPPAUX; WILLIAMS; WHITE, 1991). Os venenos botrépicos também
apresentam elevada variabilidade, tanto em relacdo ao conteudo proteico,
guanto as atividades téxicas que desencadeiam. Além disso, essas diferencas
interespecificas também podem interferir na capacidade neutralizante dos
antivenenos (QUEIROZ et al., 2008; CAMEY; VELARDE; SANCHEZ, 2002).
Também é importante ressaltar que apesar da eficacia do antiveneno em
neutralizar os efeitos sistémicos do envenenamento, 0s soros ndo sdo tao
eficazes no controle do dano tecidual, principalmente quando a administracéo
do soro é tardia (GUTIERREZ; LEON; BURNOUF, 2011). Esses efeitos
ocorrem no local da mordida, rapidamente ap6s a inoculacdo do veneno.
Dessa forma, no momento em que os anticorpos atingem o fluido intersticial, os
efeitos patolégicos do veneno ja foram iniciados (GUTIERREZ; LEON;
LOMONTE, 2003).

Diante disso, com 0 objetivo de avaliar a capacidade do soro antibotrépico
comercial em neutralizar os efeitos locais de diferentes venenos botropicos,
queratindcitos foram utilizados. O soro comercial produzido pela FUNED foi
avaliado quanto a sua poténcia utilizando o ensaio de viabilidade celular. Além
do veneno considerado referéncia nacional (B. jararaca), o antiveneno também
foi testado frente aos venenos de B. alternatus, B. jararacussu, B. neuwiedi e B.
moojeni, a fim de avaliar sua capacidade neutralizante frente aos diferentes
venenos que compdem o pool antigénico. Para isto, 5 x ECso de cada um dos

venenos foi adicionado as células e, apés diferentes periodos, o antiveneno foi
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administrado. O soro foi mais eficaz em neutralizar a citotoxicidade do veneno
de B. jararaca do que dos venenos de B. jararacussu, B. neuwiedi e B. moojeni.
Isso pode ser explicado pela maior contribuicdo do veneno de B. jararaca
(50%) no pool antigénico utilizado no protocolo de imunizagcdo, do que dos

demais venenos que correspondem a apenas 12,5% cada um (ANVISA, 1996

Adicionalmente, o veneno de B. alternatus nado foi neutralizado em nenhuma
das condicdes testadas. De Roodt e colaboradores (2011) avaliaram as
atividades toxicas de venenos de espécimes de B. alternatus, provenientes de
diferentes localidades, e observaram que a toxicidade dos venenos varia de
acordo com a localidade. Além disso, a poténcia neutralizante do antiveneno
nao foi a mesma frente as diferentes amostras, demonstrando que a eficacia
neutralizante do soro pode variar de acordo com a regido em que a serpente foi
coletada. Outro ponto relevante estad relacionado com a composicdo do
veneno. O proteoma de B. alternatus demonstra que o mesmo € composto
apenas por proteinas acidas e predominam metaloproteases e serinoproteases
(78%). Em comparagdo a outros venenos do género Bothrops, existe grande
variacao no conteudo das principais familias de proteinas, o que também pode
influenciar a eficacia neutralizante do antiveneno antibotrépico (OHLER et al.,
2010).

Outros estudos também demonstram a ineficacia dos antivenenos em
neutralizar os efeitos locais de venenos botrGpicos. Soros provenientes de
diferentes instituicdes produtoras ndo inibem totalmente a miotoxicidade
desencadeada pelo veneno de B. jararacussu em camundongos, quando a
administracdo das amostras ocorre de forma independente (DA SILVA et al.,
2007). Da mesma maneira, soro antibotrépico polivalente também nao é capaz
de neutralizar a atividade edematogénica e hiperalgesia desencadeadas pelo
veneno de B. jararaca (CHACUR et al., 2002). Em contrapartida, com o objetivo
de contornar os problemas associados a pobre eficacia dos antivenenos em
neutralizar o dano local, alguns autores tém proposto a injecdo de potentes
inibidores enzimaticos, com alta capacidade de difuséo, a fim de complementar
a imunoterapia (GUTIERREZ e RUCAVADO, 1999).

Outro importante fator relacionado ao éxito dos antivenenos é o tempo.

Quanto maior o periodo entre a ocorréncia do envenenamento e o tratamento,
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maior € a severidade do quadro. Uma analise realizada com mais de 140 mil
casos de acidentes ofidicos demonstrou que a maior parte dos pacientes que
receberam tratamento rapidamente apresentou quadro de envenenamento leve
ou moderado. Entretanto, quando a terapia foi realizada 6 horas ou mais ap6s
0 acidente, os pacientes desenvolveram um quadro de envenenamento grave,
ao contrario daqueles que receberam o soro antecipadamente (MISE; LIRA-
DA-SILVA; CARVALHO, 2018). Os ensaios de neutralizacdo da citotoxicidade
corroboram essas observagbes, uma vez que a nivel celular o soro
antibotrépico comercial foi capaz de inibir os efeitos da maioria dos venenos
botropicos apenas em periodos inferiores a 6 horas. ApGs esse intervalo de
tempo o antiveneno nao foi tdo eficaz em reverter a toxicidade dos venenos e a
viabilidade das células foi significativamente reduzida. Dessa forma, a
neutralizacdo tempo-dependente da citotoxicidade pode estar relacionada com
0 aumento da severidade evidenciado por Mise e colaboradores (2018),
indicando, novamente, uma correlacdo entre estudos in vitro e in vivo. Essas
observacbes sdo de extrema valia para se determinar o prognéstico do
paciente e, consequentemente, propor intervencdes terapéuticas mais
adequadas, que levem em consideracdo todos os fatores envolvidos no

envenenamento.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo propde um método in vitro, que utiliza a linhagem celular
Vero, para avaliacdo da eficacia de antivenenos antibotropicos em neutralizar a
citotoxicidade do veneno de B. jararaca. O ensaio demonstrou ser adequado
para a determinacao da capacidade neutralizante de antivenenos, uma vez que
foi capaz de diferencia-los de acordo com sua poténcia. Dessa forma, a
metodologia apresenta potencial para ser utilizada como alternativa ao ensaio
convencional, realizado in vivo, na andlise da poténcia dos antivenenos durante
os ciclos de imunizacao. Além disso, o ensaio de viabilidade celular também foi
utilizado para andlise da eficacia dos soros em neutralizar os efeitos locais do
envenenamento, 0 que pode auxiliar no estudo de terapias mais eficazes e
baseadas no prognéstico do paciente, assim como na determinacdo do
momento adequado para a administracao do antiveneno. Esse trabalho fornece
dados que reforcam a possibilidade de se reduzir o nimero de animais
utilizados durante a producdo dos soros antibotropicos, seguindo a tendéncia

mundial de substituicdo da experimentagéo animal.
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. PERSPECTIVAS

Testar um maior nimero de soros antibotropicos de diferentes poténcias
pré-determinadas para validagdo do ponto de corte estabelecido;

Testar venenos de diferentes géneros de animais peconhentos e seus
respectivos soros utilizando o ensaio de neutralizacdo da citotoxicidade;
Realizar testes de neutralizacdo da citotoxicidade in loco na Fundacao
Ezequiel Dias;

Realizar os ensaios do tipo “rescue-type” utilizando a linhagem celular

Vero.
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9. ANEXOS

Anexo 1: Artigo publicado durante o periodo do Mestrado, intitulado “In vitro
assessment of cytotoxic activities of Lachesis muta muta snake venom”,
publicado em Abril de 2018, na revista PloS Neglected Tropical Diseases.
Autores: Stransky, Stephanie; Costal-Oliveira, Fernanda; Lopes-de-Souza,
Leticia; Guerra-Duarte, Clara; Chavez-Olortegui, Carlos; Braga, Vania Maria

Martin.

Anexo 2: Artigo publicado durante o periodo do Mestrado, intitulado “Proteomic
profile, biological activities and antigenic analysis of the venom from Bothriopsis
bilineata smaragdina (-loro machaco-), a pitviper snake from Peru”, publicado
em Julho de 2018, na revista Journal of Proteomics. Autores: Rodrigues,
Carolina Rego; Teixeira-Ferreira, André; Vargas, Frey Francisco Romero;
Guerra-Duarte, Clara; Costal-Oliveira, Fernanda; Stransky, Stephanie; Lopes-
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Carlos.
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