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Resumo: Os venenos e toxinas ofidicas sdo substancias advindas de organismos adaptados que podem
causar disfuncgdes a varios niveis em outros organismos. A toxinologia € uma disciplina que representa
grande relevancia no cendrio cientifico atual, uma vez que confere uma gama de investigacoes
salientes de grande relevancia para salude publica, contribuindo para melhoria do diagnéstico clinico e
terapéutica de vitimas de acidentados ofidicos. A descricdo dos mecanismos de acdo de venenos sao
melhor compreendidas a partir da investigacdo destas toxinas em modelos in vivo, entretanto os
experimentos em animais devem ser realizados com métodos humanitarios, com responsabilidade no
trato animal em varios aspectos. Tendo em vista a natureza bioquimica e toxicol6gica que implica no
sucesso dos testes in vitro que sdo considerados muitas vezes invidveis para a Toxinologia, os estudos
em animais é indispensavel. Dessa forma, o presente estudo objetivou explorar os modelos de
conhecimento atuais utilizaveis na experimento animal aplicados a Toxinologia, reunindo um conjunto
de testes para avaliacdo das atividades de venenos ofidicos. As atividades hemorragicas, miotdxicas,
dermonecroticas e desfibrinogénicas de venenos sdo as mais investigadas, porém existe outros
mecanismos e atividades que podem ser investigados, s&o elas: trombocitopenia, alteracdes
cardiovasculares e lesdes renais.
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INTRODUCAO

A sintese de substancias tdxicas realizado por animais, plantas e microorganismos tem
fascinado a humanidade, seja por razdes praticas, maliciosas ou por curiosidade. Animais
venenosos apresentam uma ampla propagacdo em todo o reino animal, difundidas entre os
principais filos. Em qualquer habitat, hd uma intensa competicdo intra e interespecifica por
recursos e em todos 0s ecossistemas existem organismos considerados venenosos. A produgédo
de substancias toxicas realizada por inUmeras espécies consistem em uma das técnicas mais
fascinantes de predacédo ou defesa (JACKSON et al, 2017).

Ha muito tempo que estudos da faunistica ofidica, bem como classificacdo, habitos e

atividades tém despertado grande interesse, seja pelo
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rastejar ondulante, inesperados e as suas toxinas, por muitas vezes fatais, as serpentes causam
temor e horror ndo raro mérbido por parte dos seres humanos (BOTO, 2016).

A intensificacdo do estudo de venenos tornou a Toxinologia uma disciplina
formalizada, devido a grande necessidade de investigacdes descritivas dos venenos e toxinas,
uma vez que h& venenos de vérias espécies que sdo ainda inteiramente ou parcialmente
desconhecidos. Porém, a Toxinologia evoluiu para além do trabalho descritivo, passando a
incluir aspectos de praticamente todas as areas da ciéncia, com o objetivo de elucidar os
mecanismos pelos quais ocorrem 0s processos fisiopatoldgicos decorrente da acdo das toxinas
animais (FOX; SERRANO, 2009; MACKESSY, 2016).

A Toxinologia ofidica atualmente tem direcionado seu foco em determinar o0s
mecanismos de acdo das toxinas, encontrar formas para neutralizar a toxicidade e os efeitos
adversos do envenenamento. Em adicdo, possibilita o desenvolvimento de ferramentas de
investigacao especificas Uteis para a compreensdo dos processos fisioldgicos normais a nivel
celular e molecular, além do desenvolvimento de modelos de novos farmacos (BOTO, 2016).

Entretanto, como os venenos ofidicos constituem uma mistura complexa de diversos
componentes como proteinas, peptideos e aminoacidos, estes atuam de maneira isolada ou
sinérgica, induzem, em caso de acidentes ofidicos ou em modelos experimentais, a uma série
de alteracBes fisiopatologicas que vao desde alteracdes locais, até efeitos sistémicos
complexos como alteragdes nos sistemas hemostatico, ocasionando incoagulabilidade
sanguinea, e disturbios hemorragicos (MACKESSY, 2016), sendo de extrema necessidade a
adocdo de modelos experimentais in vivo para tais investigacoes.

Esta revisdo tem como objetivo explorar e reunir o conhecimento atual disponivel
sobre métodos experimentais utilizados na experimentacdo animal aplicada a Toxinologia,
devido a necessidade de ter-se uma ampla compreensdo de métodos que possam ser aplicaveis
a essa area, podendo servir de subsidio para delineamento de futuros projetos com

experimentacao.

METODOLOGIA

O estado da arte apresentado foi realizado durante o periodo de 18 de abril a 19 de
maio de 2018, em sites de periodicos que publicam estudos experimentais na area de
toxinologia (Toxicon, Toxins e Plos One). Apos verificar as metodologias experimentais in

vivo utilizadas em comum por 30 artigos diferentes
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(ndo referenciados), procedeu-se a busca dos artigos originais que descrevem as metodologias
na plataforma PUBMED.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso dos animais na experimentacdo obedece a critérios que devem priorizar o bem-
estar animal, havendo a ado¢do de métodos humanitarios, existindo responsabilidade no trato
animal em todos os aspectos do seu bem-estar: alojamento, nutricdo, salde, assisténcia
médica veterinaria, e por fim, eutanésia (LIMA, 2008).

Adicionalmente, a incorporacdo dos "3Rs" (reduction, replacement, refinement), é de
grande relevancia numa pratica experimental que leve a reducdo do nimero de animais, sua
substituicdo (quando possivel ou pertinente) e ao refinamento das técnicas usadas. Tendo isto
em mente, é razoavel inferir que a associagdo do saber cientifico com a implementacdo dos
métodos humanitarios levard a conclusbes relativamente consensuais, finalizando ou
minimizando o desgaste imposto pelo dilema da polarizacdo (GUTIERREZ, 2017).

A busca por testes in vitro que substituam ensaios in vivo, como letalidade e
determinacdo de atividades hemorragicas, miotoxicas, dermonecroticas e desfibrinogénicas,
tem sido dificil devido a natureza biogquimica e toxicolégica complexa dos venenos de
serpentes, sendo a toxicidade frequentemente determinada por varias toxinas agindo juntas em
formas sinérgicas e aditivas causando desconforto e dor as cobaias (GUTIERREZ et al.,
2017).

Uma consideracdo importante € o uso de analgesia, principalmente em ensaios
toxinoldgicos com venenos gque induzem dor severa associada a danos teciduais quanto estes
ndo consistem no objeto de estudo. O uso profilatico dos analgésicos morfina ou tramadol ndo
resultam em alteracBes nos resultado da investigacdo de atividades letais, hemorragicas,
miotoxicas, edematogénica e desfibrinogénica (CHACON et al., 2015; GUTIERREZ;
HERRERA, 2014).

Entretanto, hd uma necessidade em realizar a validacdo do método para o uso desses e
de outros analgésicos contra diferentes venenos, tanto em termos de seu potencial analgésico,

quanto avaliar se eles nao afetam os resultados dos testes de toxicidade.
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Conjunto de testes para avaliacdo de atividades de venenos

Atividade edematogénica: Uma caracteristica marcante de alguns envenenamento
consiste na formacdo de edema no local da mordida. Este efeito pode ser reproduzido em
laboratério através da injecdo de vérias doses de veneno por via subcutdnea na pata de
camundongos ou ratos. Em seguida, em Varios intervalos de tempo, 0 aumento no volume do
coxim plantar pressdo é aferido. A Minima Dose Edematogénica (MDE) corresponde a
concentracdo de veneno responsavel por induzir um aumento de 30% no volume da pata ou na
espessura 1 hora ap0s a injecdo (GUTIERREZ et al., 1985).

Atividade necrozante: A investigacdo da dermonecrose € investigada através de uma
injecdo intradérmica, na regidao abdominal, de solugdes contendo doses com varias
concentracdes de veneno. Decorrido 72 horas ap6s a injecdo, 0s animais sdo submetidos a
eutanasia, a pele é removida e o tamanho da lesdo necrética é medido. A Dose Minima
Necrosante (DMN) corresponde a dose de veneno que induz uma lesdo necrética de 5 mm de
didmetro (THEAKSTON; REID, 1983).

Atividade coagulante in vitro: A atividade procoagulante de venenos investigada in
vitro geralmente utiliza como modelo experimental plasma citratado ou solucdes de
fibrinogénio bovino. Utilizando o plasma para realizacdo do ensaio, é possivel detectar a
presenca de toxinas pro-coagulantes, como enzimas semelhantes a trombina e ativadores dos
fatores X e protrombina. Ao usar solucdes de fibrinogénio, o ensaio detecta apenas enzimas
semelhantes a trombina. Trata-se de um ensaio simples que pode ser realizado manualmente
ou automatizado, sendo este ultimo realizado em um coagulémetro. Para investigar a
atividade coagulante, doses de veneno em diferentes concentragdes sao adicionadas ao plasma
ou ao fibrinogénio, previamente incubados a 37 ° C e o tempo em que ocorre a formacdo da
rede de fibrina (codgulo) é registrado. A atividade é expressa como a Dose Minima
Coagulante - Plasma (DMC-P), ou a Dose Minima de Coagulante - Fibrinogénio (DMC-F),
que corresponde a dose com menor concentracdo de veneno necessaria para coagulacdo do
plasma ou fibrinogénio, em 60 segundos (GENE et al., 1989).

Atividade desfibrinogenante: Em geral, venenos de serpentes que induzem a
coagulacao in vitro do plasma sao capazes de causar desfibrinogenacéo in vivo.

O quadro de incoagulabilidade sanguinea devido a desfibrinogenagédo do sangue deve-
se ao fato do homem né&o ser o principal alvo das serpentes, animais de pequeno porte que ao

ser envenenados ocorre uma coagulacdo sanguinea
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massiva em segundos, resultando consequentemente na obstrugdo circulatoria, seguida de
morte rapida. Em seres humanos, devido ao maior volume sanguineo, a quantidade de veneno
inoculada em um acidente ofidico ndo é suficiente para desencadear os mesmos efeitos que
sdo de esperar, por exemplo, em um rato (ROJNUCKARIN, 2010; VALENTA, 2010).

Esta atividade é avaliada através de uma injecdo intravenosa contendo diferentes
concentragfes de um veneno em camundongos. Apos 1 hora é realizado uma puncdo cardiaca
ou coleta pelo plexo venoso orbital, sob anestesia. O sangue obtido é acondicionado em tubos
e incubados sob temperatura ambiente e em repouso durante 1 hora. Apds o tempo de repouso
0s tubos sdo inclinados delicadamente e sdo observados a presenca ou ndao de um coagulo. A
atividade é expressa como Dose Minima Desfibrinogénica (DMD), que consiste na menor
dose de veneno capaz de tornar o sangue incoagulavel na triplicata de camundongos (GENE
etal., 1989).

Atividade hemorragica: A avaliacdo da atividade hemorrégica induzida por venenos
de serpentes é de grande relevancia para a maioria dos estudos que envolvam venenos
viperideos. A atividade hemorragica, ou Dose Minima Hemorragica (DMH) é determinada
através da administracdo da injecdo intradérmica contendo diferentes concentracdes de
veneno de uma determinada espécie na regido abdominal ou dorsal dos animais. Geralmente,
sdo utilizados como modelos experimentais para esse ensaio camundongos, que ap6s um
periodo de tempo dado em horas, geralmente 2 h, ocorre a eutandsia dos animais e em
sequéncia a remocao da pele. O tamanho da lesdo hemorragica no lado interno da amostra de
pele € medido, e a atividade hemorragica € expressa como a dose de veneno que induz uma
area hemorragica de 10 mm de diametro (GUTIERREZ et al., 1985).

Atividade miotéxica: A miotoxicidade causada por veneno € investigada
experimentalmente através de analises histoldgicas do tecido muscular afetado e quantificacdo
de enzimas liberadas na corrente sanguinea quando ocorre dano muscular. O ensaio
amplamente utitilizado consiste na quantificacdo da atividade plasmatica da enzima creatina
quinase (CK), que é liberada das fibras musculares danificadas na circulagdo. VVarias doses de
veneno em diferentes concentragcdes sdo injetadas via intramuscular (im) no musculo
gastrocnémio ou musculos da coxa de camundongos. |Apds 3 horas , uma amostra de sangue é
coletada e a atividade da CK presente no plasma ou soro € determinada. Os resultados sao
expressos como a Dose Minima Miotoxica (DMM), que corresponde a concentracdo de

veneno capaz de deflagrar um aumento correspondente a quatro vezes a atividade da CK, em
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comparagdo com os ratos injetados com solucio salina (GUTIERREZ et al., 2005).

Ensaio de migracdo celular: Para este experimento, camundongos recebem uma
injecdo por via intraperitoneal (i.p.) com solucdo de veneno. Passado 4 horas apés a injecao,
0s camundongos sdo submetidos a eutanasia e a cavidade peritoneal é lavada com PBS
contendo Heparina sédica e o exsudato coletado para a realizacdo da contagem total e
diferencial das células. A contagem total e diferencial € feita em cdmara de Neubauer apds
diluicdo do exsudato em solucédo de Turk (DACIE; LEWIS, 1991) modificada substituindo -
se 0 corante violeta de genciana pelo violeta de metila. As células sdo classificadas como
polimorfonucleadas ou monucleadas, conforme critérios morfoldgicos convencionais.

Modelo experimental de agregacdo plaquetaria: Neste ensaio geralmente séo
utilizadas suspensdes de plaquetas lavadas de coelhos obtidas por centrifugacdo e lavagem
(MUSTARD et al., 1989). A avaliacdo da agregacao plaquetéaria induzida pelo veneno é
realizada utilizando o método de Born (1962). Para isso, doses com diferentes concentracdes
de veneno séo adicionados a plaquetas lavadas em agregdmetro sob agitacdo constante e a
37°C, durante 15 minutos. Como parametro de comparacdo, € realizada agregacdo
plaquetaria por colageno.

Além dos ensaios descritos acima, outros experimentos para efeitos toxicolégicos de
relevancia podem ser utilizados. Gutiérrez e colaboradores (2017) destacam:

(a) Alteracdes cardiovasculares: Alguns modelos experimentais monitoraram 0s
efeitos dos venenos sob a pressdo arterial média apds a injecdo i.v. de venenos. Os
incrementos na concentracdo de acido lactico no sangue podem ser usados para monitorar 0
incremento no metabolismo anaerébico como consequéncia da reducdo do fluxo sanguineo e
da isquemia nos tecidos.

(b) Trombocitopenia: Alteracdes na contagem e funcao plaquetaria. A trombocitopenia
pode ser investigada a partir de injecGes de varias doses de veneno iv, e apos 1 hora é
realizada a contagem de plaquetas no sangue. O resultado é expresso como Dose
Trombocitopénica50, que corresponde a quantidade de veneno que cause a reducdo do
numero de plaquetas circulantes no sangue em 50%.

(c) LesBes renais agudas induzidas por venenos de serpentes, através da avaliagdo
histologica do dano renal, alteragdes nos parametros funcionais do sistema de perfuséo renal,
e quantificacdo da concentracdo de metabolitos no soro, como a creatinina, que séo elevados

na lesdo renal.
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CONCLUSOES

Devido a complexidade bioquimica, toxicolégica e imunoldgica dos venenos de
serpentes e seus padrdes altamente diversos de variabilidade regional e ontogenética, 0s
modelos experimentais para investigacfes sdo baseadas em um conjunto de técnicas in vivo.
Entretanto, para o uso de modelos in vivo, ha uma necessidade de humanizacédo por parte dos

pesquisadores envolvidos, de forma que sempre adotem a anestesia e incorporem os "3Rs".
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