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RESUMO

A Injuria renal aguda (IRA) relacionada ao envenenamento botropico é uma complicacéo
frequente e potencialmente fatal, e o diagndstico tardio desta patologia agrava ainda mais
0 prognostico. O presente trabalho teve como objetivo investigar o papel de
biomarcadores renais e endoteliais ndo convencionais na fisiopatologia da IRA, bem
como no diagnostico precoce e prognostico em pacientes com envenenamento por
serpentes Bothrops erythromelas. Métodos: Estudo prospectivo com 26 pacientes vitimas
de envenenamento confirmado por Bothrops erythromelas atendidos na emergéncia de
um hospital terciario no municipio de Fortaleza, no periodo de janeiro de 2019 a fevereiro
de 2020. Amostras de sangue e urina foram coletadas concomitantemente em 3 diferentes
tempos: na admissdo (até 8 horas), 12 a 16hs e 24 a 28hs pos-mordedura. IRA foi
definida de acordo com os critérios do KDIGO (Kidney Disease Improving Global
Outcomes) e os pacientes dividos em 2 grupos: IRA e Nd&o-IRA. Foram avaliados
parametros clinicos e renais associados a evolucao e gravidade da IRA. Os biomarcadores
para dano renal (NGAL sérico, NGAL urindrio e KIM-1 urinario) bem como os
endoteliais (Angiopoietina 1 (Ang-1), Angiopoietina 2 (Ang-2), VCAM-1 e Syndecan-1)
foram quantificados. Curvas ROC e fatores de risco para IRA foram investigados.
Resultados: A maioria dos 26 pacientes pertencia ao género masculino (88,4%), com
idade de 46,6 (£14,0) anos, e média de tempo decorrido desde a mordedura da serpente
até a admisséo hospitalar de 6h e 28 minutos. 54% dos pacientes desenvolveram IRA
leve. O grupo IRA apresentou maior freqliéncia de exames de sangue incoagulaveis
(85,71%). Diferencas estatisticamente significativas foram observadas 12 a 16 horas p0s-
mordedura nos grupos IRA e Nao-IRA com os biomarcadores VCAM-1 (1235,63 £ 519
ng/mL versus 818,34 + 239,56 ng/mL, p=0,027) e Ang-1 (20,48 ng/mL (13,13 — 21,76)
versus 1,06 ng/mL (0,52 — 2,56), p=0,016). Angiopoietina-1 (AUC-ROC= 0,82 (CI 95%:
0,62-1,0)) e VCAM-1 (AUC-ROC= 0,76 (Cl 95%: 0,55-0,98)) mostraram-se bons
preditores de IRA 12 a 16 horas ap0s o envenenamento por Bothrops erythromelas.
Concluséo: O uso dos biomarcadores endoteliais VCAM-1 e Ang-1 no intervalo de 12 a
16 hs pos-mordedura, podem ser Uteis no diagndstico precoce da IRA leve relacionada
ao envenenamento por Bothrops erythromelas, podendo direcionar 0 manejo de

intervencdes clinicas para a protecdo renal nestes tipos de envenenamentos.

Palavras Chave: Injaria renal aguda. Bothrops erythromelas. Biomarcadores endoteliais.



ABSTRACT

Acute kidney injury (AKI) is a frequent and potentially fatal complication duo to
Bothrops snakebite, it late diagnosis of this pathology further worsens the prognosis. The
present study aimed to investigate the role of unconventional renal and endothelial
biomarkers in AKI pathophysiology, as well as in the early diagnosis and prognosis in
patients with envenoming by Bothrops erythromelas snakes. Methods: It is a prospective
study with 26 patients victims of confirmed Bothrops erythromelas envenomation
attended in the emergency department of a tertiary hospital in the city of Fortaleza, from
January 2019 to February 2020. Blood and urine samples were collected concomitantly at
3 different points: on admission (up to 8 h), 12-16 h and 24-28 h post-bite. AKI was
defined using the KDIGO (Kidney Disease Improving Global Outcomes) criteria and the
patients were divided in 2 groups: AKI and No-AKI. Clinical and renal parameters
associated with the evolution and severity of AKI were evaluated. Biomarkers for renal
damage (serum NGAL, urinary NGAL and urinary KIM-1) and endothelial biomarkers
(Angiopoietin 1 (Ang-1), Angiopoietin 2 (Ang-2), VCAM-1 and Syndecan-1) were
quantified. ROC curves and risk factors for AKI were investigated. Result: Most of the
26 patients were male (88,4%), aged 46,6 (£14,0) years, and the mean time from the
snakebite to hospital admission was 6 h 28 min. 54% of patients developed mild AKI.
AKI group had a higher number of patients with incoagulable blood tests (85,71%).
Statistically significant differences were observed 12-16 h post-bite in the AKI and No-
AKI groups with VCAM-1 (1235,63 £ 519 ng/mL versus 818,34 + 239,56 ng/mL,
p=0,027) and Ang-1 (20,48 ng/mL (13,13 — 21,76) versus 1,06 ng/mL (0,52 — 2,56), p=
0,016) biomarkers. Angiopoietin-1 (AUC-ROC= 0,82 (ClI 95%: 0,62-1,0)) and VCAM-1
(AUC-ROC= 0,76 (Cl 95%: 0,55-0,98)) were good predictors of AKI 12-16 h after
Bothrops erythromelas envenomation. Conclusions: The use of endothelial biomarkers
VCAM-1 and Ang-1 within 12-16 h post-bite may be useful in the early stage of mild
AKI related to Bothrops erythromelas envenoming, and might direct the management of

clinical interventions for renal protection in these envenomations.

Keywords: Acute kidney injury. Bothrops erythromelas. Endothelial biomarkers.
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1. INTRODUCAO

O Ofidismo é considerado um importante problema de salude publica em todo o
mundo, principalmente em regides tropicais e subtropicais, como a Africa, Asia, Oceania e
América latina, sendo incluido desde 2009 na lista da Organizacdo Mundial de Saiude (OMS)
de Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNSs) do século XXI (GUTIERREZ et al., 2013). O
envenenamento por mordeduras de serpentes resulta da injecdo de venenos, que sdo misturas
complexas de toxinas altamente especializadas, em humanos, sob circunstancias acidentais,

como estratégias de defesa da serpente (GUTIERREZ et al., 2017).

O envenenamento ofidico acomete milhares de pessoas no mundo, sendo responsaveis
por mais de 100.000 mortes e resultando em sequelas fisicas permanentes em mais de 400.000
pessoas todos os anos (GUTIERREZ et al.,, 2017). Afeta principalmente trabalhadores
agricolas em paises em desenvolvimento, sendo considerada uma doenga ocupacional
(WARRELL, 2019), acarretando grande perda de produtividade dos trabalhadores
acidentados, contribuindo para o empobrecimento e aumentando a desigualdade social nessas
comunidades. O acesso precario aos servicos de saude, a auséncia e escassez do soro
antiofidico em algumas localidades, bem como a demora na sua administragdo, sdo apontados
como os principais fatores na elevacdo da relacdo acidente/mortalidade nestes tipos de
envenenamentos (KASTURIRATNE et al., 2008). Assim, o investimento em ag¢des de cunho
preventivo e curativo nestes tipos de acidente tem importancia de carater social,
principalmente em paises subdesenvolvidos onde esse problema é subestimado e
negligenciado (GUTIERREZ et al., 2013; HARRISON et al., 2009).

Na América do Sul o género Bothrops, popularmente conhecidas como jararacas, é a
principal serpente de interesse clinico e esta associada a taxas significativas de
morbimortalidade (SOUSA et al., 2018). O Brasil é o pais da América do Sul com maior
numero de casos de acidentes ofidicos. Embora os dados sobre a prevaléncia dos
envenenamentos ofidicos sejam escassos ou imprecisos, devido a falha no processo de
notificacdo e/ou do entendimento de que muitos pacientes ndo procuram os servicos de salde
apos o acidente (KASTURIRATNE et al., 2008), cerca de 20.000 casos sdo notificados por
ano, sendo a taxa de letalidade anual de 0,45% (LEITE et al., 2013). Bothrops erythromelas é
a espécie responsavel pela maioria dos acidentes ofidicos na regido Nordeste (NERY et al.,
2016).
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A peconha de serpentes do género Bothrops (toxina botropica) compreende uma
mistura complexa de varias substancias farmacologicamente ativas com diferentes
mecanismos de acdo e atividades fisiopatoldgicas que culminam em efeitos toxicos locais e
sisttmicos. O veneno botropico € predominantemente hemotoxico e proteolitico
(ALBUQUERQUE et al., 2020). De acordo com outros autores, o envolvimento multifatorial
incluindo a toxicidade direta do veneno da serpente, a disfuncdo endotelial causada por
enzimas proteoliticas presentes no veneno, anormalidades na coagulacdo e reacdes
imunologicas estdo relacionadas ao mecanismo patogénico de injaria renal aguda (IRA)

induzida pelo veneno de serpentes Viperides (AYE etal., 2017).

A IRA no envenenamento por mordedura de serpentes é uma doenca importante,
frequente e potencialmente fatal (SITPRIJA; SITPRIJA, 2012). A incidéncia de IRA no
envenenamento botrdpico ainda € subestimada, porém acredita-se que varia entre 1,4 a 38,5%
dependendo das distintas espécies de Bothrops (PACHECO; ZORTEA, 2008;
EVANGELISTA etal., 2010; ALBUQUERQUE et al., 2014).

As alteracBes das células endoteliais e da vasculatura desempenham um papel central
na patogénese de varias doengas humanas (RAJENDRAN et al., 2013). Alguns estudos tém
sugerido um papel fundamental da disfuncdo endotelial como um mecanismo de dano
patogénico para alguns 6rgdos (BOISRAME-HELMS et al., 2013), bem como demonstraram
uma importante influéncia da lesdo endotelial microvascular durante a IRA isquémica
(POWELL et al., 2014), sugerindo a hipétese, baseado em mecanismos patofisioldgicos, que
a disfuncdo microcirculatdria leva a IRA (OKUSA et al., 2013). Assim, biomarcadores de
injuria endotelial podem ser Uteis para apontar a natureza, a magnitude e o sitio da injdria
renal baseado em suas especificidades (MURRAY et al., 2014).

Estudos prévios investigaram o0s mecanismos de IRA em serpentes do género
Bothrops (AYE et al., 2017; ALBUQUERQUE et al., 2020), ja que estas sdo responsaveis
pela maior parte dos acidentes ofidicos nas Américas e que o entendimento desta sindrome é
essencial para o inicio imediato de medidas de manejo especificas para diminuir desfechos
adversos como doenca renal cronica (DRC) e obito. Além disso, ndo ha até o presente
momento, estudos investigando o potencial de biomarcadores de injuria endotelial na
detecc¢do precoce do dano renal no envenenamento humano por serpentes do género Bothrops,
dentre elas enfatizamos a espécie Bothrops erythromelas, serpente de relevancia

epidemioldgica na regido Nordeste do Brasil que, a despeito de sua importancia médica, ainda
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carece de estudos mais aprofundados. Em vista disso, é relevante compreender 0os mecanismos
envolvidos neste tipo de injuria, considerando que a deteccdo precoce de IRA no
envenenamento botrépico é essencial para um progndstico mais efetivo, através da
investigacdo de biomarcadores ndo convencionais de injuria endotelial e renal envolvidos no

seguimento da IRA nestes tipos de envenenamentos.
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Fundamentacao teorica
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Acidentes ofidicos: Aspectos epidemioldgicos globais

Homem e serpente sempre se relacionaram, embora um ndo faca parte da cadeia
alimentar do outro, o encontro entre essas duas espécies, algumas vezes, pode trazer prejuizos

para um dos lados: ou 0 homem fere ou mata a serpente ou vice-versa (MATOS, 2020).

Apesar de mais de 70% dos casos serem subnotificados, principalmente nas areas
rurais onde a infraestrutura é deficiente, os acidentes causados por mordeduras de serpentes
constituem um importante problema de saude publica devido a frequiéncia com que ocorrem e
a morbidade que ocasionam. Estima-se que 4,5 a 5,4 milhGes de pessoas por ano no mundo
sofrem acidentes ofidicos, destas 1,8 a 2,7 milhGes desenvolvem doenca clinica, resultando
em aproximadamente 81.000 a 138.000 mortes anuais (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021).

O envenenamento por mordedura de serpentes ocorre principalmente em areas rurais
de paises tropicais e subtropicais da Africa, Oriente Médio, Asia, Oceania e América Latina
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Atualmente listam-se mais de 3.000 espécies de serpentes no mundo, porém apenas
aproximadamente 250 delas sdo consideradas pela OMS como de importancia clinica, devido
aos prejuizos que seus venenos podem causar na especie humana (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021). A abundancia relativa de espécies de serpentes de importancia

clinica no panorama mundial esta resumida na Figura 1.
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Figura 1. Abundancia relativa de espécies de serpentes de importancia clinica em todo o mundo. *Fonte:
modificado de (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

O Brasil é o terceiro pais, junto ao Vietnd, em nimero de acidentes com serpentes
peconhentas no mundo, atras apenas de india e Sri Lanka (KASTURIRATNE et al., 2008).
Em 2020, o Brasil registrou mais de 235 mil acidentes ofidicos. A regido Sudeste apresentou
0 maior numero de casos notificados seguidos da regido Nordeste com pouco mais de 80 mil
casos notificados, onde as serpentes do género Bothrops foram a espécie predominante
(BRASIL, 2021).

Os acidentes ofidicos sdo mais freqlientes durante as esta¢fes chuvosas e 0s membros
inferiores sdo as partes do corpo humano mais acometido (ALBUQUERQUE et al., 2014).
Dados do SINAN (Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo) referentes aos anos de
2017 a 2020 revelam uma maior prevaléncia desses tipos de envenenamentos em grupos
etarios economicamente ativos (20 a 59 anos) (BRASIL, 2021), o que traz maiores prejuizos
financeiros para as vitimas e suas familias devido a reducdo ou até mesmo falta da renda
familiar, que em alguns casos, podem afetar na probabilidade de se procurar atendimento
médico, culminando em problemas de longo prazo associados a elevacdo da morbidade e

mortalidade desses tipos de envenenamentos.
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No Brasil, os géneros de serpentes com importancia clinica sdo Bothrops, Crotalus,
Lachesis e Micrurus, sendo o género Bothrops (lancehead pitvipers) o responsavel pela
maioria dos acidentes (90%) (PUCCA et al, 2020; BERNILS, 2009).

2.2. O Género Bothrops

Na fauna brasileira existem 10 familias de serpentes, constituindo um total de 371
espécies (BERNILS, 2009). Entretanto, apenas as familias Viperidae e Elapidae, sio
consideradas peconhentas, ou seja, apresentam um aparato especializado capaz de produzir

venenos e dispdem de aparelhos apropriados para inocula-los (BRODIE |11, 2009).

As serpentes do género Bothrops pertencem a familia Viperidae (Filo Chordata,
Classe Reptilia, subfamilia: Crotalinea). Compreende cerca de 50 espécies e sdo
popularmente conhecidas no Brasil como “jararacas”, caracterizam-se por apresentarem uma
fossa profunda na regido loreal (entre os olhos e as narinas) conhecida como fosseta loreal,
denticdo solendglifa, além de uma cauda lisa, com cores bastante variadas, dependendo da
espécie e regido geografica (PINHO; PEREIRA, 2001). Possuem habitos noturnos ou
crepusculares e habitam zonas rurais e periferias de grandes cidades, preferindo ambientes
Umidos (SGRIGNOLLI et al., 2011).

O género Bothrops abrange as serpentes de maior importancia clinica e
epidemioldgica nas Américas e sdo responsaveis por mais morbidade humana do que
qualquer outro género de serpentes na América Latina (CARRASCO et al., 2012;
MALAQUE; GUTIERREZ, 2015). Bothrops atrox, Bothrops alternatus, Bothrops
erythromelas, Bothrops leucurus, Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu, Bothrops lutzi,
Bothrops pirajai, Bothrops marajoensis, Bothrops moojeni e Bothrops neuwiedi séo as
principais espécies de serpentes botropicas brasileiras e suas distribui¢des geograficas variam
ao redor das regides do pais (BRASIL, 2001), aléem da Bothrops insulares que habita
exclusivamente a Ilha da Queimada Grande a 35 km do litoral paulista, entre 0os municipios
de Itanhaém e Peruibe, no estado de Sdo Paulo (AMARAL, 1924).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Chordata
https://pt.wikipedia.org/wiki/Reptilia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ilha_da_Queimada_Grande
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%A3o_Paulo_(estado)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Itanha%C3%A9m
https://pt.wikipedia.org/wiki/Peru%C3%ADbe
https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%A3o_Paulo_(estado)
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2.2.1. Bothrops erythromelas:

Bothrops erythromelas (B. erythromelas) (Figura 2), € uma serpente de pequeno porte
(40 — 50 cm), comumente conhecida como “jararaca-da-seca”, “jararaca malha de cascavel”,
“jararaca do sertdio” ou “Caatinga lancehead”. E a espécie responsavel pela maior parte dos
acidentes ocorridos na regido Nordeste do Brasil, habitando regifes quentes, aridas e areas
rochosas abertas dos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, extremo oeste do Maranhdo, Minas

Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe (JORGE et al, 2015).

(A) (B)

Figura 2. Serpente da espécie B. erythromelas (A) e sua distribuicdo geogréfica no territorio brasileiro (B).
*Fonte: MOTA et al, 2020 (A); FUNASA, 2001(B).

O nome cientifico erythromelas deriva do grego antigo €pvBpdc (érythrds), que
significa "vermelho", ¢ péhag (mélas), que significa "preto", referindo-se a coloragdo da
serpente: a cabega varia entre 0 marrom e 0 marrom-avermelhado e o dorso é marrom-
avermelhado com manchas pretas triangulares, dispostas alternadamente ou opostas (JORGE
et al, 2015). Embora seja de pequeno porte, esta espécie € responsavel pela maior parte dos

envenenamentos ofidicos no Nordeste brasileiro (JORGE et al, 2015).

2.3. Veneno botropico: Constituintes, atividades toxicas e farmacologicas

Venenos de serpentes constituem um fluido complexo de enzimas, polipeptidios
bioativos, glicoproteinas e componentes ndo protéicos armazenados em pares de glandulas

especializadas que se localizam junto as presas, com funcdes de imobilizar (reduzindo a
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mobilidade ou paralisando), matar ou digerir (degradar tecidos) sua presa, alem de ser um
mecanismo de defesa contra predadores (CALVETE et al., 2009; JORGE et al, 2015).

As toxinas do veneno ofidico apresentam sua atividade bioldgica agindo sozinhas ou
formando complexos covalentes ou ndo-covalentes com outras proteinas, elevando assim, seu
potencial letal (DOLEY; KINI, 2009). Exibem também uma grande variabilidade de
atividades bioldgicas, tais como, acdo coagulante, hemorragica, hemostatica, miotdxicas,
cardiovascular, neurotoxica, nefrotoxica e possivelmente hepatotoxica (CALVETE et al.,
2009; JORGE et al., 2015; CHIPPAUX, 1991). No género Bothrops esta acdo é
predominantemente hemotoxica e proteolitica (ALBUQUERQUE et al., 2020).

A variabilidade na composicdo dos venenos botropicos € uma caracteristica
importante para a adaptacdo destas serpentes a diferentes ambientes. Esta variacdo faz com
que a eficacia dos antivenenos seja também afetada, devido a utilizacdo de diferentes venenos
para a sua producdo (SOUSA et al., 2018). O conhecimento da composi¢do destes venenos
apresenta importantes implicacGes, ndo apenas em termos de um melhor entendimento deste
tipo de envenenamento, o que reflete em tomadas de decisdes mais precisas e na eficacia do
tratamento, mas também no ramo da toxinologia ou como ferramentas biologicas (CALVETE
etal., 2010; SILVA, 2002).

A fracdo protéica nestes venenos é a fracdo mais abundante (cerca de 90 a 95% do
peso seco) e sdo responsaveis por quase todas as acdes biologicas dos venenos ofidicos
(BJARNASON; FOX, 1994; KOH, 2006), sendo compostas pelas proteinas enzimaticas:
Fosfolipases A2, serinoproteinases, metaloproteinases, L-amino acido oxidase, hialuronidase,
nucleotidase e fosfodiesterase, e pelas proteinas ndo enzimaticas: Lectinas tipo C,
desintegrinas, fatores de crescimento e proteinas secretoras ricas em cisteinas (CRISP)
(KANG et al., 2011; JORGE (TESE), 2015). A peconha das serpentes do género Bothrops
possui como componentes protéicos de maior importancia trés classes: as fosfolipases A2, as

serinoproteinases e as metaloproteinases (LOMONTE et al., 2014).

As Fosfolipases A, (PLA?) representam uma superfamilia de enzimas lipoliticas de 14
a 18 kDa, que hidrolisam fosfolipidios de membrana especificamente na ligacdo ester sn-2-
acyl, de forma calcio-dependente, liberando lisofosfolipideos e é&cidos graxos livres,
principalmente o &cido araquidénico (GUTIERREZ; LOMONTE, 1989). Além de sua agéo

catalitica, uma grande variedade de atividades farmacoldgicas tem sido relacionada a acao



27

dessas enzimas, tais como, miotoxicidade, neurotoxicidade, cardiotoxicidade, hipotensdo,
atividade pr6 e anticoagulante, edematogénica, hemolitica, hemorragica, antiplaquetaria e
inflamatdria (ARN; WARD, 1996; KINI, 2006).

Serinoproteinases (SVSP) sdo enzimas abundantes nos venenos de serpentes da
familia Viperidae (chegando até 20% do contetdo total de proteinas) (KANG et al., 2011),
apresentam atividade tipo trombina e agem sobre os componentes da cascata da coagulacdo
sanguinea afetando os sistemas fibrinolitico (degradacdo do fibrinogénio e o consumo de
fibrina) e calicreina-cinina, causando um desequilibrio do sistema hemostatico (SERRANO,
2013). A atividade de liberacdo das cininas pode ocasionar dor local, vasodilatacdo e
hipotenséo sistémica (CARDOSO et al., 2010).

Metaloproteinases (SVMP) compreendem pelo menos 30% do conteudo total de
proteinas do veneno de serpentes Viperides (KANG et al., 2011). Essas enzimas
endoproteoliticas dependem do zinco (Zn**) para clivar seletivamente as pontes de peptideos
dos componentes da membrana basal, afetando conseqiientemente as interagdes com as
células endoteliais (ESCALANTE et al., 2004; GOMES et al., 2011). Sao consideradas as
principais enzimas responsaveis pelos efeitos hemorragicos das serpentes do género Bothrops
(BJARNASON; FOX, 1994).

As SVMPs séo classificadas em trés grupos, conforme representado na Figura 3, de
acordo com a organizacdo de seus dominios (OYAMA; TAKAHASHI, 2017):

e SVMPs classe P-1 sdo as menores estruturalmente e as mais simples, com apenas o
dominio catalitico(M);

e SVMPs classe P-II contém um dominio catalitico (M) seguido de um dominio
desintegrina (D). Sofrem protedlise formando desintegrinas livres com forte acdo
antiagregante plaquetaria;

e SVMPs classe P-111 além dos dominios M e D, essas toxinas contém um dominio C

(rico em cisteina) que esta localizado no lado carboxilico do dominio D.
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Figura 3. Diagrama esquematico das estruturas de dominio de SVMP P-I, P-ll e P-lll. Cada dominio ou
subdominio é representado por uma cor diferente. Dominio M, de metaloprotease (laranja), dominio D, da
desintegrina (amarelo), dominio C rico em cisteina, o subdominio Cw “wrist” rico em cisteina (verde claro),
subdominio Ch “hand” rico em cisteina (azul claro), regido hipervaridvel HVR (azul escuro), dominio
semelhante a lectinas de tipo C “snaclec” (cinza). Fonte: (OYAMA; TAKAHASHI, 2017).

SVMPs sdo responsaveis por muitas acdes biologicas, dentre estas podemos citar
hemorragia, mionecrose, dermonecrose, edema, coagulopatias e inflamacido (GUTIERREZ et
al, 2016).

Berythractivase é uma SVMP caracterizada da serpente B. erythromelas, pertencente a
classe P-111 das SVMPs. E uma ativadora em potencial de protrombina, ndo dependendo de
calcio ou de fosfolipideo para exercer sua atividade. Possui baixa acdo fibrinogenolitica e
auséncia de atividade hemorragica local (SILVA et al, 2003). Entretanto possui atividades
pré-coagulantes e pro-inflamatorias, tais como, liberacdo de prostaglandina I, (PGly),
interleucina-8 (IL-8), geracdo de éxido nitrico (NO) (SCHATTNER et al, 2005), induz a
liberacdo do fator de VVon Willebrand, e aumenta a expressao de fator tecidual em células
endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) (PEREIRA et al, 2006).

L-amino &acido oxidase (LAAO) é uma flavoenzima que catalisa a desaminacdo
oxidativa estereoespecifica de I-aminoacidos gerando alfa-cetoacidos, aménia e peroxido de

hidrogénio (H202), sendo este ultimo responsdvel pelas agbes toxicas do veneno
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(NAUMANN et al., 2011). Vérios estudos citam as agdes biologicas dessas enzimas no
envenenamento ofidico, tais como a inducdo da apoptose (SUHR; KIM, 1999), inibicdo e
inducdo da agregacdo plaquetdria (STABELI et al., 2004) distirbios da coagulacio
(SAKURAI et al., 2003), atividade anti-viral, anti-parasitaria e hemolitica (TEMPONE et al.,
2001; ZHANG et al., 2003).

As desintegrinas sdo polipeptideos pequenos, antagonistas de receptores de integrinas
que agem inibindo a agregacdo plaquetaria induzida pelo colageno, causando hemorragia
(TAKEDA et al., 2012).

Lectinas tipo C (SNALEC) sédo proteinas com capacidade de inibir ou ativar plaquetas,
ligando-se a receptores de superficie, como coldgeno ou o fator de von Willebrand (FVW),
induzindo agregacéo plaquetaria e coagulopatias (MOTA et al, 2020; CLEMETSON, 2010).

Hialuronidases sdo enzimas que tambeém estdo presentes nas peconhas ofidicas e
exercem sua ac¢do hidrolisando o acido hialurdnico, um polissacarideo longo e linear que esta
abundantemente presente na matriz extracelular (MEC) do tecido conjuntivo frouxo
(BOLDRINI-FRANCA et al., 2017; FOX, 2013). Essa degradacdo do éacido hialurénico
facilita a difuséo das toxinas do local da mordedura para a circulacdo, espalhando o veneno,
comportando-se como toxinas auxiliares para que outras toxinas como SVSPs, SVMPs,
PLA:s, exercam seus efeitos toxicos (KEMPARAJU; GIRISH, 2006).

Outras proteinas como as fosfodiesterases (PDES), capazes de agir sobre acidos
nucleicos (MAMILLAPALLI et al., 1998), as fosfolipases B (PLBs), que atuam lisando
eritrocitos e causando citotoxicidade em células musculares (BERNHEIMER et al., 1987), e
as proteinas secretoras ricas em cisteinas (CRISPs) que podem bloquear canais idnicos,
aumentar a permeabilidade vascular, além de sua acdo pro-inflamatoria (SILVA, 2017),
também sdo encontradas nos venenos de serpentes e contribuem com os sintomas do

envenenamento.

A variabilidade de todas estas toxinas (Tabela 1) faz com que o veneno botropico
tenha grande potencial deletério. Entretanto a semelhancas entre as proteinas presentes em
diferentes venenos botropicos constitui a base do tratamento com antiveneno especificos para

a peconha de serpentes do género Bothrops.
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Tabela 1 - Variabilidade na composic¢do protéica dos venenos em diferentes espécies botrépicas

Toxina B.atrox B. asper B. jararaca B. erythromelas | B. lanceolatus
SVMPs (%) 25,8-85,0 30,7-47,4 10,0-64,0 32,5-59,9 42,4-74,2
SVSPs (%) 0,5-21,5 4,4-18,2 3,0-36,0 4,0-9,7 14,4-27,4
PLAS (%) 4,2-48,0 0,4-45,5 <0,1-20,2 8,1-15,1 4,5-8,6
LAAQOs (%) 0,5-16,9 1,192 <0,1-9,7 * 2,8-14,0
Desintegrinas (%) <0,1-3,2 <0,1-7,5 0,2-7,0 3,4-8,9 *
Lectinas tipo C (%) 0,4-13,1 0,3-16,9 9,0-36,0 8,4-21,6 <0,1-4,5

Referéncia (a; b) (b;c) (b;d) (b; €) (b;f)

Fonte: Adaptado de Larréché et al.. (2021)

(a): HATAKEYAMA et al., 2020; (b): LARRECHE et al.,2021; (c): MORA-OBANDO et a.l, 2020; (d):
GALIZIO et al., 2020; (e): JORGE et al., 2015; (f): GUTIERREZ et al.,2008.

* Dados ndo encontrados na literatura.

2.4. Manifestacdes Clinicas no envenenamento botropico

As toxinas dos venenos botropicos sdo responsaveis por varias sindromes clinicas e
bioldgicas, causando efeitos locais e sistémicos importantes. A severidade do envenenamento
causado pela maioria das serpentes Viperideas depende de muitos fatores que podem estar
relacionados com a serpente (espécie, idade, quantidade de veneno injetada, procedéncia
geografica), com a vitima (idade, peso, regido anatbmica onde incidiu a mordedura, uso de
torniquete, venenemia, presenca de patologias ou comorbidades, entre outros fatores), com o
tempo decorrido entre a mordedura e o inicio da soroterapia e com a qualidade da assisténcia
prestada (CALVETE et al, 2011; WEN; MALAQUE, 2013).

2.4.1 Efeitos locais do envenenamento botrépico

Logo apés o acidente € comum o aparecimento de dor e um discreto sangramento no
local da mordedura, sendo que o edema se inicia alguns minutos ap0s. Durante as primeiras
24 horas, a extensdo do edema pode aumentar chegando até mesmo a atingir todo o membro
do paciente (MALAQUE, GUTIERREZ, 2015). Além disso, outros sintomas locais como
hemorragia, inflamagdo, mionecrose, dermonecrose e formagdo de bolhas também sdo
observados (GUTIERREZ et al, 2016; TEIXEIRA et al., 2009).

A hemorragia local é um sintoma caracteristico do envenenamento por serpentes do

género Bothrops. Este efeito é causado principalmente pela acdo de SVMPs hemorragicas, ou
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hemorraginas. As SVMPs provocam proteodlise de componentes da camada basal dos
microvasos, causando a ruptura da integridade das células endoteliais e da parede vascular,
com conseqiiente extravasamento (GUTIERREZ et al, 2016). Esta acdo pode ocorrer em
conjunto com a agdo de outras hidrolases do veneno, como a hialuronidase, que atua como um
fator de espalhamento, aumentando a agdo das SVMPs hemorragicas e SVMPs néo
hemorragicas, que potencializa a acdo das SVMPs hemorragicas ao degradar varios

componentes da matriz extracelular (GUTIERREZ et al, 2016).

A dor e o edema podem ocorrer como resultado da ativacdo de varias vias
inflamatérias com consequente liberacdo de mediadores inflamatérios (histamina,
prostaglandinas, oxido nitrico (NO), leucotrienos, cininas e citocinas (GUTIERREZ et al,
2016; JORGE, 2015) ocasionando edema grave, que pode evoluir para uma sindrome
compartimental, trazendo graves prejuizos aos pacientes tais como perdas permanentes de
tecidos ou amputacdes devido & presenca de necrose (GUTIERREZ et al, 2009; TEIXEIRA,
et al, 2009). Estes efeitos sdo causados principalmente pela acdo das SVMPs e PLA>s, porém
outras toxinas, tais como SVSPs, hialuronidases e outros componentes do veneno, podem ter
participacdo nessas manifestacdes clinicas ao agir em cascatas inflamatdrias plasmaticas ou

induzir a degranulagdo dos mastocitos (TEIXEIRA, et al, 2009).

A miotoxicidade devido a uma acéo direta ou indireta de toxinas da pegonha botrépica
é outro importante e grave evento local. A miotoxicidade direta é resultado da acdo das PLA?S
sobre a membrana plasmatica de células musculares esqueléticas causando danos irreversiveis
a estas células, culminando em morte celular ou necrose (GUTIERREZ et al, 2016). Ja a
miotoxicidade indireta ocorre devido a agdo das SVMPs hemorragicas, causando perturbagdes

na microvasculatura e isquemia, resultando em necrose muscular (GUTIERREZ et al, 2009b).

2.4.2 Efeitos sistémicos do envenenamento botropico

Os efeitos sisttmicos do envenenamento botropico incluem hipotensdo arterial,
coagulopatias, alteracdes hemodinamicas, hemolise intravascular, cardiotoxicidade, edema
pulmonar, injuria renal aguda, hemorragias em locais distantes da mordedura (gengivorragias,
hemoptise, hemorragias gastrointestinais, genito-urinarias, intracerebral, na conjuntiva ocular

e nos pulmdes) e faléncia de mualtiplos 6rgdos. Dentre esses, 0s efeito hemostaticos sdo 0s
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mais comuns e caracteristicos no envenenamento botropico (WARREL, 2005; MADUWAGE
& ISBISTER, 2014; SLAGBOOM et al, 2017).

Hemorragias nas mucosas sao as primeiras manifestagfes de sangramento sistémico.
O sangramento gengival e a hematdria sdo os mais freqientes, embora também possam
ocorrer epistaxe, sangramento conjuntival, otorragia e metrorragia (LARRECHE et al., 2021;
OLIVEIRA et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2019; OTERO-PATINO et al, 2012;
BUCARETCHI et al., 2001). A hemorragia do sistema nervoso central € uma complicacédo
gravissima podendo ser intracerebral, intraventricular, subaracnéide, subdural, extradural,
cerebelar ou medular (OTERO-PATINO, 2009; PEREZ-GOMEZ et al., 2019; DELGADO et
al., 2017). Em um estudo sobre a prevaléncia de complicagcBes cérebro-vasculares nos
acidentes botropicos, verificou-se 2,6% das vitimas desenvolveram este tipo de evento, dos
quais 60% tiveram &bito e 40% permaneceram com seqlielas (MOSQUERA et al., 2003). Os
sangramentos sistémicos estdo significantemente associados a maior letalidade (SOUZA et

al., 2018) nos acidentes ofidicos.

No acidente botrépico, a hemorragia sistémica pode ocorrer mesmo com a contagem
normal de plaquetas e com testes incoagulaveis, sugerindo dano vascular (OLIVEIRA et al,
2019). As SVMPs hemorragicas agem hidrolisando as proteinas capilares da membrana basal,
entdo a pressdo hidrostatica e a tensdo de cisalhamento tangencial promovem a distensdo da
parede dos capilares, resultando no rompimento da integridade das células endoteliais
causando hemorragia (GUTIERREZ et al, 2006). Um estudo experimental revelou que
quando o fluxo de sangue foi interrompido, nenhum distdrbio patolégico foi observado nas
células endoteliais, sugerindo que o fluxo sanguineo é essencial para a ocorréncia de uma

endoteliopatia rapida associada ao envenenamento botropico (GUTIERREZ et al, 2006).

As SVMPs contribuem indiretamente para a ocorréncia de hipotensdo, aumentando a
permeabilidade vascular através da deteriorizacdo das membranas basais capilares, causando
extravasamento e reducdo na pressio arterial (GUTIERREZ et al, 2016). A peconha das
serpentes botropicas ainda pode induzir hipotensdo por efeitos vasodilatadores diretos
atribuidos a liberacéo de bradicinina pelas SVSPs e peptidios potencializadores de bradicinina
(PPBs) presentes no veneno (PHILLIPS et al, 2010; CAMARGO et al, 2012). Essas varias
toxinas presentes no veneno podem agir isoladamente ou em combinagdo, causando choque
devido a hipotensao sistémica (SLAGBOOM et al, 2017).
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A peconha botropica age em varias etapas da hemostasia, o que leva a disturbios de
coagulacdo tais como coagulopatia de consumo induzida pelo veneno (CCIV),
trombocitopenia, hipofibrinogenemia, microangiopatia trombética (MAT) e macrotrombose
(LARRECHE et al., 2021). SVMPs e SVSPs presentes no veneno exercem seu efeito agindo
como enzimas semelhantes a trombina ou como enzimas fibrinogenoliticas, além de ativarem
fatores da coagulacio ou atuando diretamente sobre as plaquetas (KORNALIK, 1985;
SAJEVIC et al, 2011). A reducdo do nimero de plaquetas foi explicada devido a sua ativacao,
agregacao e seqiestro em resposta ao extenso dano vascular e também a geracdo de trombina
intravascular observada devido a acdo das SVMPs (RUCAVADO et al, 2005).

Nielsen e colaboradores (2019) realizaram um estudo em plasma humano o qual
evidenciou uma atividade predominantemente pré-coagulante com elevacdo da velocidade de
coagulacdo e da velocidade de crescimento do coagulo em pacientes que sofreram
envenenamento botropico. Essa ativagdo patologica da coagulacdo sanguinea culmina na
incoagulabilidade, hipofibrinogenizacdo e consumo de fatores de coagulacdo apos sua
ativacdo e/ou degradacdo (RUCAVADO et al, 2005). Pacientes com envenenamento
botropico geralmente apresentam elevacdo do tempo de protrombina (TP) e tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPa), com baixos niveis de fibrinogénio (LARRECHE et al.,
2021; S OLIVEIRA et al.,2020). A ativacao dos fatores de coagulacdo pelo veneno leva a
geracdo de trombina enddgena, mesmo sem a adicdo de fator tecidual (FT) como gatilho
(DUARTE et al, 2019). Assim, a coagulopatia relacionada a mordedura de serpentes
botropicas deve ser distinta da coagulopatia intravascular disseminada usual devido a geracédo
de trombina mediada pela via FT/VIla (ISBISTER, 2010).

A microangiopatia trombética (MAT) foi recentemente descrita em casos de
envenenamento por B. jararaca (BUCARETCHI et al, 2019; MALAQUE et al, 2019), B.
venezuelensis (FUCHS, et al, 2020) e B. erythromelas (MOTA et al, 2020). E caracterizada
por trombocitopenia, anemia hemolitica microangiopatica (AHMA), e injuria renal aguda
(IRA) (NOUTSOS et al., 2022). As caracteristicas associadas a MAT tendem a comecar 1 a 3
dias ap6s a mordedura, apesar do antiveneno, e podem persistir por mais de duas semanas
p6s-mordedura (FUCHS et al., 2020). O mecanismo exato de MAT em mordeduras de
serpentes ainda permanece desconhecido. No entanto, acredita-se que as toxinas do veneno
podem ser a causa do dano endotelial e da deposi¢cdo de microtrombos de fibrina que resultam
em MAT. (MOTA et al, 2020).
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A IRA é uma complicacdo que traz bastante preocupacdo nos acidentes botropicos e
esta relacionada com casos de letalidade (SITPRIJA, 2008). A lesdo endotelial e ativacdo da
coagulacdo induzida por toxinas principalmente proteases (SVMPs e SVSPs) e fosfolipase
A2, pode resultar em microangiopatia trombotica, que contribui para a diminui¢do do fluxo
sanguineo renal. Alteragdes hemodindmicas, mediadores vasoativos e inflamatorios e
nefrotoxicidade direta causada pelas toxinas do veneno estdo diretamente relacionados com as
causas de dano renal (SITPRIJA, 2008).

2.5. Envolvimento renal no envenenamento botropico

A injaria renal aguda (IRA) relacionada ao envenenamento botrépico é uma doenca
freqliente e potencialmente fatal (ALBUQUERQUE et al, 2014; MOHAMED et al, 2015).
Sua real incidéncia é varidvel e subestimada, ndo somente devido as imprecisbes das
definicdes, como também devido a falha nas notificacbes em algumas areas rurais
(SGRIGNOLLI et al, 2011). Entretanto a prevaléncia de IRA induzida por peconhas
botropicas varia entre 1,4 a 44,4% (ALBUQUERQUE et al, 2020; ALVES et al, 2018).
Estudos recentes revelaram uma significante incidéncia de IRA em pacientes considerados
graves e seu impacto nos desfechos clinicos (HOLMES et al, 2018). O aparecimento de
manifestacdes renais se da poucas horas apés o acidente botrépico, podendo ser grave,
necessitando de dialise (SGRIGNOLLI et al, 2011). Otero e colaboradores (2002) realizaram
um estudo na Colémbia relatando que o atraso na administracdo do soro antibotropico em

mais de 2 horas do acidente constitui um importante fator de risco para IRA.

A injuria renal no envenenamento botrdpico é comumente oligurica, parecendo ser de
origem multifatorial (MORAIS et al, 2013) e pode ser produzida pela acdo isolada ou
combinada de diferentes mecanismos isquémicos e/ou nefrotoxicos causados pela acdo das
toxinas botropicas, tais como (ALBUQUERQUE et al., 2020; SGRIGNOLLI et al, 2011,
SITPRIJA, 2008):

e Acdo direta da peconha sobre as células tubulares renais;
e Alteracdes hemodindmicas induzidas por citocinas pré-inflamatérias e mediadores
vasoativos, diminuindo a resisténcia vascular sisttémica, aumentando a resisténcia

vascular renal, causando diminuicdo do fluxo sanguineo renal;
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e Efeito de depositos de fibrina nos capilares glomerulares, devido a anormalidades na
coagulacéo;

e Hemoglobinuria e mioglobinuria;

e Mecanismos imunoldgicos;

e Estresse oxidativo.

A necrose tubular aguda (NTA) é o achado histol6gico mais freqiiente na IRA apos
um acidente botropico. Porém outras lesdes anatomopatol dgicas, tais como, necrose cortical,
nefrite intersticial aguda e alterag6es glomerulares, foram descritas (SGRIGNOLLI et al,
2011; BURDMANN et al, 1993).

A mordedura de serpentes Bothrops erythromelas pode ocasionar microangiopatia
thrombotica (MAT) (MOTA et al., 2020), que pode levar a necrose cortical renal (GN et al.,
2017; BUCARETCHI et al., 2019). Outros dois possiveis fatores agravantes que podem
contribuir para a necrose cortical renal sdo: a hipoperfuséo renal e a lesdo endotelial vascular
atraves de mecanismos direto ou indireto, e liberacdo de substancias -circulantes
(ALBUQUERQUE et al., 2020; PRAKASH & SINGH, 2015). A formacgao de microtrombos
e a migracdo de leucdcitos através das células endoteliais para o compartimento intersticial
renal pode contribuir para a disfuncdo vascular. Essa disfuncdo é um fator precoce e
proeminente na IRA, levando a processos de ischemia /reperfusdo (I/R), comprometendo o
fluxo sanguineo e sua regulacéo, pois ocorre um intumescimento das células endoteliais, além
da ruptura da monocamada endotelial, do glicocalix e regulacdo positiva de moléculas de
adesdo, tais como ICAMs (moléculas de adesao intracelular), VCAMs-1 (moléculas de adesdo
celular vascular -1) e selectinas, o que leva a um aumento das interacGes endotélio-leucdcitos
e 0 aparecimento de edema no compartimento intersticial (EDELSTEIN, 2018;
ALBUQUERQUE et al., 2020).

As toxinas presente na peconha botrdpica induzem a formagdo de microtrombos
glomerulares devido a geracdo de trombina, seguidas pela formacédo de fibrina e deposicdo no
leito vascular. Microtrombos glomerulares, lesdo endotelial e hemolise intravascular
representam as principais vias para o desenvolvimento de IRA relacionada ao envenenamento
botropico (LARRECHE et al., 2021; ALBUQUERQUE et al., 2019; ALVES et al, 2018).
Vale ressaltar que as toxinas envolvidas na formacdo de trombos podem levar a inflamacéo

sistémica e amplificar esse processo (TEIXEIRA et al., 2019).
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A maioria dos pacientes com envolvimento renal secundario ao envenenamento
botropico e pds-soroterapia, recuperam a funcdo renal apods tratamento com fluidoterapia.
Entretanto, a IRA ap6s acidente ofidico tem sido apontada como um provavel fator de
desenvolvimento de doenca renal cronica (DRC), que pode acometer tanto o paciente adulto
quanto crianca (BURDMANN & JHA, 2017).

2.6. Tratamento

As estratégias terapéuticas no que diz respeito aos envenenamentos ofidicos, devem
comecar 0 mais breve possivel. Manter a calma, evitar esforgos fisicos, manter elevado o
membro atingido pela serpente, hidratar bem a vitima, ndo fazer torniquetes ou garrotes, ndo
fazer succdo oral, perfuracdes ou cortes no local da mordedura (BERNARDE, 2014), sdo
medidas prévias ndo farmacoldgicas que devem ser consideradas visando reduzir o

agravamento do quadro clinico das vitimas de acidentes ofidicos.

A soroterapia antibotropica é o Unico tratamento eficaz disponivel para combater 0s
efeitos do envenenamento botrépico sistémico. O tratamento especifico consiste na
administracdo intravenosa, em ambiente hospitalar, de soro antibotropico (SAB) e, na
auséncia deste, soro antibotropico-crotalico (SABC) ou antibotropico-laquético (SABL)
(SILVA et al, 2013). A classificacdo do acidente é dindmica e ocasionalmente pode ser
necessaria uma nova reclassificacdo e utilizacdo de dose complementar de soro antibotropico,
a depender da evolugdo clinica e laboratorial do paciente (ANDRADE FILHO;
CAMPOLINA; DIAS, 2017). A Figura 4 mostra o fluxograma de atendimento ao paciente
vitima de acidente botrépico adotados nos Centros de informagéo e Assisténcia Toxicoldgica
(CIATOXSs) do Brasil.
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Figura 4- Fluxograma de atendimento ao paciente vitima de acidente botropico.
*Adaptado de https://www.saude.go.gov.br/files/vigilancia/Cl ATox/material -tecnico

Os antivenenos séo produzidos através de hiperimunizagdo de animais, principalmente
cavalos e ovelhas, com a peconha de uma ou varias espécies de um mesmo género (ESPINO-
SOLIS et al, 2009). A soroterapia especifica confere ao paciente anticorpos de alta afinidade
que irdo neutralizar as toxinas responsaveis pelos efeitos toxicos sistémicos do

envenenamento (SULLIVAN JR, 1987), evitando muitas vezes, desfechos fatais.
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A producdo e o uso de antivenenos sdo dificultados pela ampla variabilidade
bioguimica e imunogénica dos venenos de serpentes, relacionados a padrdes complexos de
variacdo regional e ontogenética entre espécies e dentro de uma mesma espécie (PIDDE-
QUEIROZ et al, 2008). Por este motivo, pools representativos de venenos sdo utilizados na
confeccdo das misturas de imunizacédo, de forma a cobrir o largo espectro de diversidade dos
venenos (SEGURA et al, 2012). No Brasil, a producdo do soro antibotrépico é realizada a
partir de uma formulagdo pentavalente contendo Fab’2 (Fragment antigen-binding) 1gG
contra: Bothrops jararaca (50%), B. jararacussu (12,5%), B. alternatus (12,5%), B. moojeni
(12,5%) e B. neuwiedi (12,5%) (ARAUJO et al, 2008). A espécie B. erythromelas, que € a
principal responsavel pelos acidentes ofidicos na regido Nordeste, ndo faz parte do pool
utilizado para a fabricacdo do soro antibotropico brasileiro. Vale ressaltar que os efeitos do
envenenamento ofidico por serpentes do género Bothrops, em sua maioria, apresentam acao
ativadora direta sobre protrombina, atividade trombina-like e/ou ativacdo do fator X da
cascata de coagulacdo. Entretanto, a espécie B. erythromelas difere de outras espécies
botropicas por apresentar alta atividade coagulante (ZAPPELLINI, 1991) e por ndo possuir
acao similar a trombina (SVSPs que atuam diretamente sobre o fibrinogénio transformando-o
em fibrina) causando distdrbios hemostaticos graves (MARUYAMA et al, 1992). Assim,
alguns estudos sugerem que o0s soros antibotropicos utilizados no Brasil podem nédo
neutralizar completamente as atividades toxicas de todas as especies botropicas, apontando
para a necessidade de preparacdo de um soro antibotropico universal (FELIX-SILVA et al,
2017a; QUEIROZ et al, 2008), pois a presenca de componentes particulares em cada pegonha
pode resultar em soros com baixa cobertura de neutralizagdo. A existéncia de componentes
com alto poder imunogénico e com baixa acdo tdxica pode esclarecer a presenca do
reconhecimento imunoldgico, entretanto com baixo potencial neutralizante (FELIX-SILVA et
al, 2017a).

Os antivenenos apresentam algumas limitacGes que podem interferir com a eficacia
clinica do tratamento (CUPO, 2015) tais como: ineficacia na neutralizacdo do dano tecidual
local (GUTIERREZ et al, 2009¢c) e induzir reacdes adversas que podem variar de leves
(urticaria, rubor facial, tremores, nduseas e vomitos) a graves (angioedema, broncoespasmo,
taquicardia e hipotensdo) (CARDOSO et al, 1993; CARON et al, 2009). As reacdes podem
ser precoces, quando ocorrem durante a infusdo do soro e nas duas horas subsequentes ou,
tardias também conhecidas como “Doenga do Soro”, quando ocorrem de 5 a 24 dias apods o

uso do soro antiofidico (BRASIL, 2001).
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Outros problemas relacionados a soroterapia incluem a baixa disponibilidade do
tratamento em areas distantes do local onde ocorreu o acidente, 0s atrasos na administracdo,
necessidade de refrigeracio, e o alto custo do tratamento (CRUZ et al, 2009; GUTIERREZ et
al, 2009c).

Varios estudos vém sendo desenvolvidos na busca por alternativas complementares a
soroterapia antiofidica tradicional (FELIX-SILVA et al., 2017b; GUIMARAES et al., 2014;
MORS et al., 2000; SANTHOSH et al., 2013). Nesse sentido, algumas plantas medicinais
como a Jatropha gossypiifolia com atividades anti-inflamatoria, antioxidante e antimicrobiana
sdo apontadas, especialmente, no tratamento dos efeitos locais induzidos pelo envenenamento
de serpentes (FELIX-SILVA et al., 2018). Intervencdes adicionais também podem fazer parte
do tratamento nos envenenamentos ofidicos. Sdo elas: hidratacdo e equilibrio de eletrolitos,
dialise, antibidticos nas infeccdes secundarias ao envenenamento, intervencdes cirurgicas no
debridamento de tecidos necrosados e administracdo do toxoide tetanico, como profilaxia
anti-tetdnica (CRUZ et al, 2009).

2.7. Disfuncédo endotelial na IRA relacionada ao envenenamento botrépico

O endotélio vascular corresponde a uma monocamada de células endoteliais (CES),
que revestem o lumen dos vasos sanguineos, formando assim uma interface entre os tecidos e
0 sangue (GONCHAROV et al., 2017). Devido possuir essa localizacdo estratégica, faz ao
mesmo tempo uma barreira e uma ponte entre 0 sangue e os tecidos circundantes, controlando
assim a troca de nutrientes, mensageiros e biomoléculas entre eles (LEITE et al., 2020;
DAIBER et al., 2017). A integridade funcional e estrutural do endotélio € fundamental para
regular funcdes hemostaticas essenciais, como tbnus vascular, circulacdo de células
sanguineas, inflamacdo e atividade plaquetaria (DAIBER et al., 2017). A maioria dos
estimulos que levam a uma resposta inflamatoria sistémica tais como, trauma, infeccéo grave,
destruicdo excessiva de tecidos, tumores solidos, leucemia, complicacBes associadas a
gravidez, anomalias vasculares, insuficiéncia hepatica, respostas toxicologicas ou
imunologicas e ativagdo do sistema de coagulacdo podem estar associados a dano endotelial
(PAULUS et al., 2011).
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Os venenos de cobras Viperides podem causar danos ao endotélio e a membrana basal
dos capilares (AYE et al., 2017). Em um estudo realizado com a peconha de Bothrops asper,
Moreira e colaboradores (1992) evidenciaram por meio da microscopia eletrénica, o padréo
morfologico do dano vascular associado a uma reducdo na espessura de células endoteliais
com presenga de bolhas e saliéncias citoplasmaticas, adentrando-se para o lumen vascular,
além de uma diminuicdo no nimero de vesiculas pinocitéticas e descolamento de algumas
células endoteliais de sua membrana basal circundante, favorecendo o aparecimento de
lacunas nas células endoteliais, com conseqiiente extravasamento, causando hemorragias
(LARRECHE et al., 2021). Vale também citar que o Fator hemorragico 3 (FH3), uma SVMP
da classe P-111 do veneno de Bothrops jararaca, cliva in vivo proteoglicanos presentes no
glicocalix endotelial, como o Syndecan-1, promovendo a ruptura da integridade dos

microvasos, resultando em hemorragia (ASEGA et al., 2020).

As SVMPs presentes nas peconhas botropicas sdo capazes de degradar diversos
componentes como colageno (tipo | e 1V), fibronectina e laminina (RUCAVADO et al., 1995;
FRANCESCHI et al., 2000), induzir apoptose celular e liberacdo de diversas moléculas
endoteliais que podem ser responsaveis por suas diferentes atividades hemorragicas
(SCHATTNER et al., 2005). A SVMP hemorragica hidrolisa as proteinas da membrana basal
dos capilares, ocorrendo entdo a distensdo da parede capilar resultando na ruptura da

integridade da célula endotelial, com consegiiente hemorragia. (GUTIERREZ et al, 2006).

Alteragdes agudas nas células endoteliais podem levar a alteracdes na permeabilidade
e reatividade vascular, na aderéncia de leucdcitos, coagulacdo e autorregulagdo vasomotora
microvascular, perpetuando a IRA. (ROBINSON-COHEN et al., 2016). Boisramé-Helms e
colaboradores (2013) relataram um papel fundamental da disfuncdo endotelial como
mecanismo patogénico de injaria em alguns érgdos. No ano seguinte, Powell e seu grupo
(2014) demonstraram uma potencial influéncia da injaria endotelial microvascular na IRA
isquémica, o que sugere que biomarcadores endoteliais podem ser utilizados para delinear a
natureza, magnitude e local da injdria renal baseado em sua especificidade (MURRAY et al.,
2014). A injaria endotelial pode prejudicar a funcdo renal por varios meios: influenciando a
reatividade vascular, alterando a fungdo da barreira capilar, promovendo a inflamacéo e a
atividade pro-coagulante. Isto tudo podem prolongar o estado de hipoperfusdo renal e
culminar em IRA (BASILE, 2007). A investigacdo e elucidacdo dos mecanismos envolvidos

na injaria endotelial relacionada ao envenenamento botrépico surge entdo, como uma
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ferramenta promissora para a deteccdo precoce de danos agudos, como a injuria renal aguda,
uma entidade comum, grave e potencialmente fatal nos acidentes por serpentes do género

Bothrops.

2.8. Biomarcadores de injuria renal e endotelial

2.8.1 Biomarcadores de injuria renal

O termo “biomarcador” ou marcador bioldgico inclui qualquer entidade que
pode ser objetivamente medida e avaliada como um indicador de processos biologicos
normais, patogénicos ou resposta farmacoldgica a uma intervencao terapéutica (KATZ, 2004;
MURRAY et al., 2014). Assim, ao longo dos ultimos anos, 0 campo de biomarcadores para
IRA expandiu-se rapidamente com a identificacéo de diferentes moléculas oriundas de danos
renais (KATZ, 2004; VAIDYA & BONVENTRE, 2006; VAIDYA et al., 2008; CHAWLA
& KELLUM, 2012; MURRAY et al., 2014). Essas moléculas variam de proteinas
constitutivas liberadas pelo rim lesionado a moléculas reguladas positivamente em resposta a
injuria ou produtos teciduais ndo renais que sdo filtrados, reabsorvidos ou secretados pelos
rins (BONVENTRE et al., 2014), além de proteinas ou moléculas encapsuladas em
exossomos (pequenas vesiculas que transportam material de uma célula para outra
promovendo a comunicacdo e sinalizagdo intercelular) e, mais recentemente microRNAs
(CHAWLA & KELLUM, 2012).

O diagnostico precoce da IRA ainda se apresenta como um desafio nos dias atuais,
uma vez que o diagnéstico desta entidade estd baseado apenas nas alteracdes séricas da
creatinina e na reducdo da diurese (HAASE et al., 2009; MURRAY et al., 2014). No entanto,
0s niveis de creatinina sérica sé se elevam quando a taxa de filtracdo glomerular (TFG) ja esta
gravemente comprometida (URBSCHAT et al., 2011). Além disso, esse marcador sérico pode
sofrer influéncia de diversos outros fatores como peso, racga, idade, sexo, graus de hidratagéo,
volume corporal total, metabolismo e ingestdo de proteinas. Portanto, elevacdes nos niveis
séricos de creatinina podem ocorrer em até 72 horas, o que torna o diagndstico da doenca

renal muito tardio, contribuindo para um maior nimero de pacientes com IRA ja estabelecida
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(COCA et al., 2008; MARTENSSON; MARTLING; BELL, 2012; PARIKH; MANSOUR,
2017).

O desconhecimento de um biomarcador precoce que sinalize a injuria renal motivou o
interesse de varios pesquisadores em apresentar e validar novos biomarcadores de IRA que
fossem mais sensiveis, especificos e precoces na identificacdo do dano renal em relagdo aos
marcadores renais clinicos classicos (MCCULLOUGH et al., 2013; KASHANI;
CHEUNGPASITPORN; RONCO et al., 2017; ALBUQUERQUE et al., 2019). Assim, cada
novo biomarcador renal tem uma maior especificidade para determinada porcdo do néfron, o
que contribui na deteccdo do local da injuria renal e na elucidagdo dos mecanismos
nefrotoxicos (PARIKH; MANSOUR, 2017). Para a IRA destacam-se o0 Neutrophil gelatinase-
associated lipocalin (NGAL) que é um biomarcador de lesdo celular e estrutural do rim e o
Kidney injury molecule-1(KIM-1), um biomarcador especifico para injurias no tubulo
proximal renal (SABBISETTI & BONVENTRE, 2012) (Figura 5).
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Figura 5- Especificidade dos biomarcadores NGAL e KIM-1 no néfron
*Adaptado de https://anatomia-papel-e-caneta.com/sistema-urinario/
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2.8.1.1. Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL)

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) é uma proteina de 25-kDa,
composta por 178 aminoacidos, pertencente a familia das lipocalinas que estdo envolvidas no
processo de manutencdo da homeostase celular (SONI et al, 2010; FLOWER, 1996). Sendo
uma proteina transportadora de ferro que é reabsorvida, principalmente, pelos tubulos renais
em condicOes normais, apresenta a funcdo de regeneracdo das células renais (MISHRA et al,
2003; MISHRA et al, 2005). NGAL ¢ sintetizada na medula 6ssea durante a mielopoiese, de
onde é direcionada e armazenada nos granulos dos neutrofilos até que a célula seja ativada
(BORREGAARD; COWLAND, 1997; LASKOSKI et al, 2012 ). Encontra-se também
presente em varios tecidos ndo hematopoiéticos como célon, traquéia, pulméo e o epitélio
renal (BORREGAARD; COWLAND, 1997; MARTENSSON; BELLOMO, 2014). Neste
altimo, exibe expressdo aumentada nas células epiteliais tubulares em estagios iniciais da
injuria (YUEN et al, 2006), sendo filtrado no glomérulo renal e excretado facilmente na urina
devido ao seu pequeno tamanho molecular (MISHRA et al, 2005). Os niveis de NGAL
urinario se encontram elevados nas nefropatias isquémicas e injurias nefrotdxicas, indicando

problemas na reabsorcédo tubular proximal e no néfron distal (MISHRA et al, 2003).

Nos ultimos anos, NGAL deixou de ser um marcador de inflamacdo sistémica
indiferenciada para se tornar um possivel marcador para deteccdo precoce de IRA. Analises
gendmicas revelaram que NGAL foi um dos genes mais rapidamente regulados apés IRA
isquémica em animais e que a concentracdo urinaria aumentou significativamente dentro de
poucas horas do insulto (MISHRA et al, 2003; SUPAVEKIN et al, 2003). O primeiro estudo
que avaliou esse biomarcador como preditor de evolugdo de IRA foi realizado em criancas
submetidas a cirurgia cardiaca. NGAL urinaria aumentou quase 100 vezes e a NGAL sérica
20 vezes em até 48horas antes da elevacdo da creatinina (MISHRA et al, 2005).
Recentemente, Albuquerque e colaboradores (2019) demonstraram bons resultados de NGAL
urinario (UNGAL) como preditor de IRA, no momento da admissdo hospitalar, em pacientes
com envenenamento botrépico. Porém este estudo teve como limitacdo a falta de amostras
seriadas mais precoces de cada paciente, com tempos pés-mordedura estabelecidos, o que

pode ter subestimado o desempenho preditivo deste biomarcador.

Na inflamacdo sistémica grave, como a sepse, ocorre ativacdo de neutrofilos

circulantes que liberam seu contetdo granular, incluindo NGAL. Além disso, a sintese de
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NGAL aumenta em celulas ndo hematopoiéticas em varios tecidos como pulméo
(GRIGORYEV et al, 2008), e o figado (FLO et al.,, 2004) como parte da resposta
inflamatdria, o que aumenta a carga de NGAL filtrada pelos rins, e consequentemente 0s
niveis urinarios deste biomarcador independentemente de qualquer dano renal potencial.
Baseado nestes fatos, NGAL pode ser considerado um marcador de IRA mais especifico em
pacientes que ndo se encontrem em condicdes inflamatorias crénicas e agudas,
frequentemente presentes em pacientes que necessitam de cuidados intensivos (UTI),
pacientes com necessidades de procedimentos extracorpdreos, exacerbacbes agudas de
doencas pulmonares obstrutivas, DRC e infec¢Bes do trato urinario. Dosagens de NGAL
como preditor de IRA serdo mais promissoras e fiéis em pacientes admitidos no servigo de
emergéncia e sem processos inflamatorios cronicos graves (MARTENSSON; BELLOMO,
2014).

2.8.1.2. Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1)

Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1) é uma proteina transmembranar apical do tubulo
proximal. Apresenta uma porcdo citoplasmatica e outra extracelular que é formada por um
ectodominio composto por um dominio tipo imunoglobulina com 6 cisteinas ligadas em sitio
de N-glicosilacdo, além de um dominio mucina, formado por proteinas glicosiladas em sitios
de O-glicosilacgdo (BONVENTRE, 2014: ICHIMURA; MOU, 2008). E um dos sete
biomarcadores aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) e pelo European
Medicine Agency (EMEA) que podem ser usados para deteccdo de nefrotoxicidade,
influenciando a tomada de decisdes clinicas (FDA, 2008; DIETERLE et al., 2010).

Na injaria renal isquémica/toxica, o dominio extracelular do KIM-1 é separado da
membrana por metaloproteinases e liberado na urina, aumentando 0s niveis urinarios dessa
molécula em até 100 vezes em pacientes com IRA (Figura 6) (VAIDYA et al., 2010).

Bonventre (2009) demonstrou que KIM-1 pode ser identificado nas ceélulas epiteliais



45

indiferenciadas do tubulo proximal 48 horas apds a injaria de isquemia-reperfuséo.
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Figura 6. Estrutura do Kidney injury molecule-1. Dominio tipo imunoglobulina (Ig-like Dm), sitios de N-
glicosilagdo (N-gly), dominio mucina (Mucin Dm), metaloproteinase (MMPs), dominio citoplamatico (Cys Dm)
e sitio P-tirosina (Tyr-P). Fonte: TANASE et al., 2019.

KIM-1 ndo é detectavel em pacientes com funcdo renal normal, e sim nas injurias do
tibulo proximal (URBSCHAT et al, 2011). Um estudo realizado com 4750 pacientes
observados por mais de 10 anos, niveis elevados de KIM-1 correlacionaram-se com um
declinio na taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe), sugerindo que este biomarcador
pode ser usado para prever a funcdo renal (SCHULZ et al., 2019). Um estudo realizado com
tecido renal e urina de ratos envenenados com a peconha de Bothrops insularis, este
biomarcador apresentou bom desempenho no diagndstico precoce da IRA (DANTAS et al,
2018).

2.8.2 Biomarcadores de injuria endotelial

Individuos com insuficiéncia renal manifestam disfuncdo endotelial e aumento do
risco de morbimortalidade cardiovascular (VLAHU et al, 2012). Estudos clinicos mostraram
que o glicocalice € danificado na doenca renal, e esta injdria esta intimamente associada a
microalbumindria e disfuncdo endotelial (SINGH et al, 2007; PADBERG et al, 2014; LIEW
et al, 2021). A ativacdo endotelial geralmente precede a disfuncdo endotelial, por isso
biomarcadores endoteliais presentes no soro e/ou plasma de pacientes podem ser detectaveis

antes mesmos que marcadores de doenca classicamente reconhecidos e, portanto, podem ser
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clinicamente Uteis como biomarcadores de gravidade ou progndstico de doencas (PAGE et al,
2013).

Um biomarcador endotelial valido deve ser especifico para ativacdo/disfuncdo
endotelial, indicativo da fisiopatologia subjacente da doenca, reprodutivel em pacientes e
populac¢des, Gtil em uma Gnica medida, correlacionado com a atividade da doenca ao longo do
tempo, e deve adicionar informacdes orientando as decisfes clinicas (PAGE et al, 2013).
Quatro biomarcadores de endotélio, molécula de adesdo vascular-1 (VCAM-1),
Angiopoietina-1, Angiopoietina-2 e Syndecan-1; se destacam como promissores na detec¢éo
precoce de processos patologicos, podendo apresentar novos modelos explicativos para uma
melhor compreensdo da fisiopatologia de algumas doencas e sugerindo estratégias de

tratamento.

2.8.2.1. Molécula de Adesédo Vascular-1 (VCAM-1)

VCAM-1 (Molécula de Adesdo Vascular-1) também conhecida como CD106, € uma
glicoproteina de 90 kDa que participa da adesdo de leucdcitos ao endotélio na presenca de
inflamacdo (KONG et al, 2018; PAULUS et al., 2011). Encontra-se expressa na superficie de
células endoteliais como também na superficie de outras células, incluindo macréfagos
teciduais, células dendriticas, fibroblastos da medula 6ssea, mioblastos, células de Kupffer,
células de Sertoli e células neoplasicas (KONG et al, 2018); porém no endotélio quiescente
possui baixissima expressdo, apresentando altas concentragdes apenas apds estimulo das
células endoteliais por citocinas (MULLER et al, 2002; REITSMA et al, 2007).

O dano renal esta associado ao aumento da producdo de mediadores pro-inflamatérios
(DANOFF, 1998), ocorrendo entdo regulacdo positiva de moléculas de adesdo como o
VCAM-1 nas células endoteliais principalmente por citocinas como o fator de necrose
tumoral o (TNF-a) ¢ interleucina-1 (IL-1)(KASPRZAK et al, 2013; PAULUS et al., 2011).

Pouco se sabe sobre o valor do biomarcador de injaria endotelial VCAM-1 como
preditor de danos renais. Em 2017, Hepokoski e colaboradores, num estudo experimental com
ratos, constatou niveis aumentados de VCAM-1 e de fatores de crescimento associado ao

maior dano renal. Um estudo conjunto com os biomarcadores: fator de crescimento de
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fibroblastos 23 (FGF-23), VCAM-1, syndecan-1 e angiopoietina 2 (Ang-2), mostrou que a
associacdo entre FGF-23 e IRA grave é mediada principalmente por VCAM-1 e Syndecan-1
(NEVES et al., 2019). Chang et al., (2013) avaliaram 86 pacientes submetidos a hemodialise
(HD), num segmento de aproximadamente 7 anos e observaram que maiores taxas de
mortalidade, principalmente cardiovascular, estavam associadas a altas concentragdes de
VCAM-1, sugerindo este biomarcador como bom preditor de mortalidade cardiovascular em

pacientes em HD.

2.8.2.2. Angiopoietina-1 (Ang -1) e Angiopoietina-2 (Ang-2)

As angiopoetinas 1 (Ang-1) e 2 (Ang-2) sdo fatores de crescimento endoteliais
essenciais para o desenvolvimento e remodelacdo vascular durante a angiogénese e no
processo inflamatorio (TSIGKOS et al., 2003). Ligam-se ao dominio extracelular do receptor

de tirosina quinase Tie2 predominantemente expresso em células endoteliais.

As células endoteliais quiescentes estdo ligadas a pericitos que produzem Ang-1. Esta
ao se ligar ao dominio extracelular de Tie2 ativa a via de sinalizacdo de sobrevivéncia de
células PI3K/Akt (Fosfoinositideo 3-quinase/ proteina quinase B (PKB, também conhecida
como Akt)), estabilizando o vaso. A ativacdo de Tie2, devido a sua ligagdo com Ang-1,
também age inibindo a expressdo dependente de NF- kB (factor nuclear kappa B) de células
inflamatdrias. JA a Ang-2, liberada dos corpos Weibel-Palade apds estimulacdo por agentes
inflamatorios, atua como um antagonista da Ang-1, interrompendo a sinalizagdo de Tie2 e
sensibilizando o endotélio a mediadores inflamatorios, decompondo as junc¢des célula-célula
através da via da ROK (Rho quinase), levando ao extravasamento capilar e facilitando a

transmigracéo de leucdcitos (Figura 7) (MEURS et al., 2009).

Assim, Angiotensina-1 tem acgdo protetora, estabilizando a estrutura endotelial e
vascular, enquanto que a Angiotensina-2 possui propriedades fisiologicas e expressdes
opostas a Ang-1, interrompendo a sinalizagdo da Ang-1-Tie-2 e contribuindo para alteracdes
estruturais e funcionais dos vasos (PAPAPETROPOULOS et al, 1999; FIEDLER,
AUGUSTIN, 2006).


https://en.wikipedia.org/wiki/Protein_kinase_B
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Figura 7. Modelo esquemético do sistema ligante-receptor de Angiopoietina-Tie2.
*Adaptado de https://www.researchgate.net/publication/24420918

O papel das angiopoietinas na disfuncdo endotelial em pacientes renais ainda ndo é
muito claro. Em um estudo que avaliou a expressao das angiopoietinas em ratos com doenca
renal glomerular, a expressdo glomerular de Ang-1 foi reduzida e Ang-2 aumentada,
correlacionando-se com apoptose endotelial glomerular com regulacdo negativa de VEGF
(Vascular endothelial growth factor) (YUAN et al, 2002). Yamamoto et al., (2004) relataram
aumento de Ang-2 em um modelo de nefropatia diabética induzida por estreptozotocina em
camundongos. Esse fato € consistente com a afirmacdo de que pode ocorrer uma diminuicao
na relacdo Ang-1/Ang-2 na nefropatia diabética (WOOLF; GNUDI; LONG, 2009). Long e
colaboradores (2008), em um modelo de camundongo com nefropatia induzida por acido
félico, verificaram um aumento ao invés de uma diminuicdo na expressao renal de Ang-1. Da
mesma forma, na injuria renal isquémica, a expressdo renal de Ang-1 também é aumentada
(HORBELT et al., 2007). Assim, esses achados sugerem que o efeito anti-inflamatdrio da

Angl pode ser diferente de acordo com o modelo de doenca renal (KIM et al., 2009).

A deteccdo precoce de doencas e sua progressao para estados patoldgicos mais graves

sdo fatores extremamente importantes para 0 manejo precoce da terapia. Logo, 0s niveis de
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Ang-1 e Ang-2 podem representar uma valiosa ferramenta para auxilio na tomada de decisdes

clinicas.

2.8.2.3. Syndecan-1

O Syndecan-1 é um dos quatro proteoglicanos de sulfato de heparano da familia dos
syndecan (KOCH et al., 2019). Apresenta uma proteina central transmembrana que se liga,
em dominios extracelulares, as cadeias laterais dos glicosaminoglicanos (BERNFIELD et al.,
1992). E um dos principais constituintes do glicocalix que cobre o endotélio, logo niveis
séricos aumentados deste biomarcador, apontam para injdria do glicocalix endotelial
(REITSMA et al., 2007).

Alguns estudos revelaram niveis elevados de syndecan-1 séricos e urinarios em
pacientes com IRA ap0s cirurgia cardiaca, sugerindo-o como um bom biomarcador precoce
de disfuncdo renal e mortalidade nesses tipos de pacientes (DE MELO BEZERRA
CAVALCANTE et al., 2016; FERRER et al., 2018). Outro estudo propds o Syndecan-1 como
um potencial biomarcador para identificar o risco de progressdo da IRA apds cirurgia
cardiaca, ao encontrar elevadas concentracdes deste biomarcador endotelial no plasma de
pacientes com estas condi¢des (XU et al., 2021). O Syndecan-1 também limita o dano renal
apos injuria de isquemia-reperfusdo e estimula a recuperacdo de danos ocorridos nos tabulos
renais (ADEPU et al., 2015).

Desse modo, ainda necessitam de esclarecimentos as condi¢Ges que resultam em IRA
no envenenamento botropico. Além disso, o diagndstico desta condicéo clinica nos acidentes
causados por serpentes do género Bothrops, principalmente B. erythromelas, quase sempre é

tardio, o que leva o paciente a complicagdes graves ou até fatais.

Apesar da caréncia de estudos, evidéncias clinicas apontam para a influéncia da
disfuncao endotelial na IRA relacionada ao envenenamento botrépico. Por isso, conhecer 0s
mecanismos que culminam em IRA nesses tipos de acidentes, bem como identificar
precocemente o dano renal, pode direcionar o0 manejo de intervencdes clinicas evitando assim,
a progressdo da IRA. Dai a importancia do estudo de biomarcadores ndo convencionais de
injuria endotelial no diagnodstico precoce e evolucdo da IRA nos pacientes vitimas de

envenenamento botrépico.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o papel dos biomarcadores ndo convencionais de danos renais e endoteliais no

diagnostico da injuria renal aguda induzida por veneno de serpentes Bothrops erythromelas.

3.2. Objetivos especificos

Caracterizar o perfil sociodemografico, clinico e epidemioldgico dos pacientes
acompanhados no decorrer do seguimento;

Estudar os mecanismos de toxicidade do veneno da serpente B. erythromelas no
desenvolvimento da IRA;

Identificar biomarcadores de evolucdo da IRA apds acidentes com serpentes Bothrops
erythromelas e avaliar se apresentam correlacdo com os biomarcadores tradicionais da
funcéo renal;

Investigar os niveis dos biomarcadores ndo convencionais renais e endoteliais em
pacientes vitimas de envenenamento por serpentes B. erythromelas e investigar seu
papel na identificacdo precoce de IRA;

Verificar o comportamento ao longo do tempo dos biomarcadores renais e endoteliais
ndo convencionais, por meio da dosagem dos mesmos em amostras seriadas e tempos

p6s-mordeduras estabelecidos.
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Materiais e métodos
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Tipo do estudo

Estudo observacional prospectivo com pacientes admitidos em um servico de
emergéncia, vitimas de acidente por mordeduras confirmadas de serpentes Bothrops

erythromelas, que necessitavam de tratamento especifico com soroterapia antibotropica.

4.2. Local e periodo do estudo

O estudo foi realizado em Fortaleza-CE, com pacientes admitidos no Instituto Dr. José
Frota (IJF), hospital de nivel terciario, referéncia regional no atendimento de urgéncia e
emergéncia as vitimas de traumas de alta complexidade, queimaduras e intoxicacGes. Nesta
unidade hospitalar encontra-se o CIATOX/CE (Centro de Informacdo e Assisténcia
Toxicologica do Ceara), considerado um centro toxicolégico de referéncia no pais, com
atendimento 24 horas. O periodo de realizacdo do estudo foi de Janeiro de 2019 a Fevereiro
de 2020.

4.3. Critérios de inclusao

e Pacientes de ambos 0s géneros, com idade acima de 18 anos;

e Diagnostico confirmado de acidentes por serpentes B. erythromelas. A confirmacédo do
envenenamento botropico baseou-se na presenca da serpente causadora do acidente
apresentada no ato da admissdo do paciente, ou por fotos do animal enviadas ao
CIATOX/CE pela unidade de saude de origem ou pelo proprio paciente.

e Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), apos explicagdes
pertinentes ao estudo. Em caso de impossibilidade fisica ou mental, o TCLE foi
assinado por um representante legal ou acompanhante do paciente, este tltimo com

consentimento do participante.
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4.4. Critérios de exclusdo

e Pacientes admitidos com tempo superior a 8h do acidente botrépico;

e (Gestantes;

e Pacientes com diagndstico de diabetes mellitus tipo 1 ou 2, hipertensdo arterial
sistémica (pressdo arterial sistolica > 140 mmHg e/ou pressdo arterial diastolica > 90
mmHg) ou em uso de diuréticos;

e Pacientes com histéria de doenca renal prévia (aguda ou crénica), litiase renal e uso de
drogas nefrotdxicas.

e Pacientes que receberam soro antiofidico antes da admissdo no hospital onde o estudo

foi realizado.

4.5. Populagé&o do estudo

Foram estudados 26 pacientes com diagnéstico confirmado de acidente ofidico por

serpentes Bothrops erythromelas.

4.6. Coleta dos dados demograéficos e clinicos

Na admissdo e durante todo o tempo de internacdo hospitalar foram coletados dados
clinicos e demogréaficos dos pacientes por meio do preenchimento de fichas do Sistema
Brasileiro de Registro de intoxicacdes dos Centros de informacdo e Assisténcia Toxicoldgica
(DATATOX), que e um sistema de registro, acompanhamento e recuperagdo de dados em
toxicologia clinica mantido pela Associacdo Brasileira de Centros de Informagdo e
Assisténcia Toxicoldgica (ABRACIT), o qual possui acesso restrito aos profissionais dos
CIATOXs do Brasil, dando suporte aos mesmos e, possibilitando tanto estudos clinico-
epidemioldgicos regionais como a avaliagdo nacional do impacto dos toxicantes sobre a saude

da populacéo.
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O DATATOX pode ser acessado eletronicamente atraves da sua nova versio:

datatox2.abracit.org.br/datatox-2, e contempla dados como: género, idade, municipio da

exposicdo e, se areas rurais ou urbanas, ocupacdo da vitima, tempo decorrido entre a
mordedura da serpente e a admissdo hospitalar, tempo entre exposi¢do e administragdo do
soro antiofidico, Numero de frascos de soro antiofidico administrados bem como seu lote,
data de validade e fabricante, tempo de hospitalizacao, principais sintomas apresentados pelo
paciente, presenca ou auséncia de comorbidades, e locais para insercdo dos exames

laboratoriais da admissdo ate a alta hospitalar.

4.7. Coleta e processamento de amostras bioldgicas

Apobs assinatura do TCLE, amostras de sangue total, soro, plasma e urina foram
coletadas concomitantemente na admissdo hospitalar (até 8 horas p6s-mordedura), seguidas
de novas coletas com 12 a 16hs e 24 a 28hs pds- mordedura. A escolha dos tempos de coleta
baseou-se no fluxograma de segmento do paciente ap0s soroterapia antibotropica, que sugere
coletas além da admissdo, nas primeiras 12 e 24 horas ap6s administracdo do SAB, com o
intuito de um melhor acompanhamento clinico e soroterapico do paciente vitima de
envenenamento botropico (Figura 8). As amostras foram colocadas em recipientes adequados
para obtencdo de sangue total (tubos com EDTA), soro (tubos com ativador de codgulo e gel
separador), plasma (tubos com citrato de s6dio tamponado 3,8%) e urina (pote coletor de
urina estéril), onde sangue total, plasma e uma parte do soro e urina foram utilizados para a
realizacdo dos parametros bioquimicos e, outra parte das amostras de urina e soro foram
imediatamente aliquotadas e congeladas a -20°C, sendo em seguida transferidas para o
Laboratorio de Bioprospeccdo Farmacéutica e Bioquimica Clinica da Universidade Federal do
Ceara, para armazenamento a -80°C até o dia das analises dos biomarcadores renais e
endoteliais (Figura 9). Um grupo controle composto por 13 voluntéarios saudaveis foi pareado

de acordo com o género e idade.
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SEGMENTO DO PACIENTE

PRIMEIRAS 12 HORAS

—_—
| = Awaliar melhora de
o hemorragia e coagulopatia
= Awvaliar surgimento de
> reagdo adversa em até 2
horas EM CASO DE:
.| = Realizar TC a cada 12 horas; — = Piora da sintomatelogia
| - Normalizar em 24 horas. local e sistémica nas RECLASSIFICAR
primeiras 12 horas;
—Dl - Avaliar sinais clinicos - TC incoagulavel apos as +
12 horas. Receber nova dosagem de
. Avaliar sinais sistémicos de acorde com a nova classificagio

gravidade

Figura 8: Fluxograma de segmento do paciente apds soroterapia antibotrépica.
* Adaptado de SACHETT; WEN; MONTEIRO (2022)
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Figura 9: Coleta e processamento de amostras de urina e soro para o estudo dos novos biomarcadores

4.8. Analises dos parametros laboratoriais

Pardmetros hematoldgicos tais como hemoglobina, hematdcrito e plaquetas foram
analisados e quantificados em analisador hematoldgico automatico de alto volume, Sistema
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ADVIA® 2120i (Siemens Healthineers). Os testes de coagulacdo: Tempo de Protrombina (TP
ou TAP) e Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado (TTPa) foram coletados até a alta do
paciente e processados em analisador automatico de coagulacdo sangiliinea Sysmex® CA-1500
(Sysmex Corporation, Chou-Ku, Kobe, Japdo) utilizando métodos coagulométricos ou
imunoturbidimétricos padronizados de acordo com os protocolos do fabricante. O TP foi
definido de acordo com os valores de referéncia como normais (10-14 segundos), alargados
ou anormais (15-120 segundos) e incoagulaveis (> 120 segundos). Para o TTPa os valores
considerados normais foram 22 a 28 segundos, alargados ou anormais 29 a 180 segundos e
incoagulaveis maior que 180 segundos. A recuperacdo total dos parametros de coagulacédo
sanguinea (TP e TTPa) em até 24 horas apds a administracdo da soroterapia antibotrépica foi
considerado um critério de eficiéncia da dose da soroterapia antiofidica. Uma dose
complementar de soro antibotrépico foi administrado para os casos em que nao foi possivel a
recuperacao dos parametros de coagulacdo, conforme protocolo atualizado no Guia para 0
tratamento de acidentes ofidicos (SACHETT; WEN; MONTEIRO, 2022).

A dosagem sérica dos parametros bioquimicos uréia, creatinina, foram mensurados no
equipamento de analises para quimica clinica CMD 800i (Wiener Lab). Os niveis séricos de
sodio e potassio foram determinados em um analisador de eletrolitos seletivo de ions (9180,

Electrolyte Analyzer, Roche®) sendo os resultados expressos em mEg/L.

Para a realizacdo das analises urinarias, as amostras foram centrifugadas a 1500 rpm
por 5 minutos, em seguida foi desprezado o sobrenadante e analisado no sedimento urinario

caracteristicas como densidade, presenca de hematuria, proteindria, cilindros e seus tipos.

4.9. Avaliacdo da func¢éo renal

Para a analise da funcéo renal a creatinina sérica (sCr) foi medida diariamente durante
todo o tempo da internagdo hospitalar até a alta do paciente. O método utilizado para sua
determinacdo foi o ensaio colorimétrico cinético baseado no método de Jaffe (Jaffe
modificado). A taxa de filtragdo glomerular (TFG) foi estimada usando a equacéo de 2021 da
Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) para pessoas > 18 anos, a

qual se baseia na dosagem de creatinina sérica (sCr) (MILLER et al., 2022):
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TFG = 142 x min (sCr/k,1)* x max (sCr/k,1)+20% x 0,9938'dad x 1,012 (se mulher)

Onde: TGF: Taxa de filtracdo glomerular
sCr: Creatinina sérica
k: 0,7 (para mulheres) ou 0,9 (para homens)
a: -0,241 (para mulheres) ou -0,302 (para homens)
min: Indica 0 minimo de Cr/k ou 1

max: Indica o maximo de Cr/k ou 1

Clinicamente, a IRA foi definida e classificada conforme critérios do Kidney Disease
Improving Global Outcome (KDIGO) que se baseia nas mudancas da creatinina sérica
(KDIGO, 2012). O estagio 1 da IRA foi definido por uma elevacgdo de 0,3 mg/dL ou superior
na creatinina de base (ocorrida em até 48 horas), ou uma elevacdo de 1,5 vezes no valor basal
de creatinina sérica, ou um volume urinario inferior a 0,5 mL/kg/h por 6 a 12 horas. O estagio
2 da IRA foi determinado por uma elevacdo de 2,0 a 2,9 vezes a creatinina basal, sendo o
estagio 3 definido como um aumento de 3 vezes o valor da creatinina de base, ou ainda um
valor de creatinina > 4,0 mg/dL (Tabela 2). Como a maioria dos pacientes ndo possuia
informagdes prévias sobre a sCr, o menor valor obtido da admissdo até a alta hospitalar foi

considerado como creatinina basal.

Tabela 2. Classificacdo da Injuria Renal Aguda segundo os critérios da KDIGO, 2012.

Estagios (KDIGO) Creatinina Sérica Débito urinario
1 Elevacdo de 1,5 - 1,9 vezes a creatinina basal OU > < 0,5 mL/kg/h por 6 a 12
0,3mg/dL (> 26,5 pmol/L) em até 48h horas.
2 Elevagdo de 2,0 - 2,9 vezes a creatinina basal < 0,5 mL/kg/h por > 12
horas.
3 Elevacao de 3,0 vezes a creatinina basal OU aumento <0,3 mL/kg/h por >24
>4,0 mg/dL (353,6 pmol/L) OU inicio da terapia de horas OU anuria por >12
substituicdo renal OU, em pacientes < 18 anos, horas

diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular
<35mL/min/1,73m?

Fonte: Adaptado de KELLUM et al ( 2012)
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4.10. Determinacédo dos biomarcadores renais e endoteliais ndo convencionais

Os biomarcadores renais e endoteliais ndo convencionais foram quantificados
utilizando a técnica do ELISA do tipo sanduiche, que € um ensaio imunoenzimatico de alta
sensibilidade e especificidade que permite a evidenciacdo do biomarcador através de

anticorpo especifico (Figura 10).

Resumidamente, nesta técnica, anticorpos especificos (anticorpos de captura) sdo
ligados ao fundo da placa de teste. A amostra contendo o antigeno (biomarcador investigado)
é aplicada a placa de teste, onde haverd a ligacdo antigeno+anticorpo de captura. Apos
lavagem para a retirada de antigenos que ndo se ligaram aos anticorpos de captura, é
adicionado a placa um anticorpo de deteccédo biotinilado (conjugado a biotina) que ira se ligar
ao biomarcador capturado pelo anticorpo de captura, e uma nova lavagem é realizada. Entéo,
é adicionada a estreptavidina (a qual tem afinidade a biotina) conjugada a enzima peroxidase
na placa e realizada uma nova lavagem para a retirada dos anticorpos conjugados que nédo se
ligaram a amostra. Por fim, é adicionado o substrato, que reage com a enzima, ocorrendo o
desenvolvimento de uma reacdo enzimatica colorimétrica. A intensidade da cor gerada foi
medida por espectrofotometria a 450nm, com filtro de 570nm e realizado o calculo por
interpolacdo dos dados em uma curva padrdo previamente construida. O aumento da
absorbancia é diretamente proporcional a concentracdo do biomarcador analisado na amostra
(GOLDSBY; KINDT; OSBORNE, 2000).
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Figura 10. Método ELISA sanduiche para determinacdo dos biomarcadores renais e endoteliais
Fonte: http://mww.elisa-antibody.com/ELIS A-Introduction/ELIS A-Principle (modificado)
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Os niveis de biomarcadores renais foram quantificados utilizando kits do ELISA
(R&D System, Minneapolis, MN, EUA). Niveis de KIM-1 urinario (R&D System, Inc — Cat.
RKM 100), um biomarcador de lesdo tubular proximal renal, e NGAL sérico e urinario
(DY1757- Duoset, R&D System), marcadores de danos nos tubulos proximais e distais, foram

quantificados e expressos em pg/mg-Cr, ng/mL e ng/mg-Cr respectivamente.

Os niveis de biomarcadores endoteliais Angiopoietina-1 (R&D System - Duoset
DY623), Angiopoietina-2 (R&D System - Duoset DY623, VCAM-1 (Abcam- ab47355), e
Syndecan-1 (Abcam, Cambridge, MA), um biomarcador de lesdo do glicocalix endotelial,
também foram medidos por ELISA e os resultados expressos em ng/mL para todos os

biomarcadores.

Para controlar as diferencas na concentracdo urinaria, os resultados das dosagens dos
biomarcadores urinarios foram corrigidos e expressos de acordo com o conteudo de creatinina
na urina. Cada uma das amostras e padrdes foi testada em duplicata. Todos os procedimentos

foram seguidos de acordo com as instru¢cGes do fabricante.

4.11. Protocolos de tratamento

Na admissdo, os pacientes foram classificados quanto a gravidade do acidente
botropico em leve, moderado e grave, de acordo com as caracteristicas clinicas locais e
sisttmicas apresentadas, sendo o tratamento realizado com soroterapia especifica
(antibotropica) realizada logo ap6s a admissdo hospitalar, conforme as recomendacdes do
Ministério da Saude (MINISTERIO DA SAUDE, 2005). O acidente é considerado leve
quando cursa com manifestacGes clinicas locais (dor, edema e equimoses) discretas, podendo
ocorrer sangramentos em pele ou mucosas, testes de coagulacdo sanguinea do paciente podem
estar normais ou alterados. Nos casos moderados as manifestacdes locais sdo evidentes,
podem ocorrer hemorragias sem comprometimento do estado geral do paciente, com testes de
coagulacdo sanguinea normais ou alterados. Os acidentes sdo considerados graves quando
apresentam alteracdes locais intensas, hemorragias graves, anuria, testes de coagulacao

sanguinea do paciente podem estar normais ou alterados.
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A divisio do membro afetado em seguimentos também foi considerada na
classificacdo do envenenamento botrdpico, sendo leve se apenas 1 segmento foi afetado,

moderado se 2, e grave se 3 segmentos ou 0 membro todo foi afetado.

O tratamento do paciente foi feito com soro antibotrépico (SAB) de acordo com a
gravidade do acidente: Acidente leve, 03 ampolas de SAB; moderado de 06 ampolas e grave,
12 ampolas. Anti-histaminicos e/ou corticdides foram utilizados previamente a soroterapia
anti-botropica em todos os pacientes incluidos no estudo. A recuperacdo dos testes de
coagulacdo sangliinea até 24hs da administracdo do soro antiofidico foi considerada como
critério de dose eficiente. Casos em que ndo houve curva de melhora da coagulagdo sangliinea
foram reclassificados, e uma dose complementar de soro anti-botrépico foi administrada
dependendo da nova classificacdo (SACHETT; WEN; MONTEIRO, 2022).

4.12. Desfechos

O principal desfecho clinico avaliado foi a ocorréncia de IRA. O diagndstico e
classificacéo da IRA foram baseados conforme os critérios do KDIGO (KDIGO, 2012).

4.13. Andlise estatistica

As caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais foram comparadas entre 0s
pacientes que desenvolveram IRA e os que ndo desenvolveram IRA. Os dados categoricos
foram expressos como contagem absoluta e frequéncias relativas representadas por
porcentagens e comparadas usando o teste Qui-quadrado ou teste exato de Fisher. Os niveis
de TP e TTPa anormais ou incoagulaveis foram analisados como varidveis categoricas e
comparados com testes normais. Todas as varidveis quantitativas foram testadas para
distribuicdo normal usando o teste de Shapiro-Wilk. As varidveis distribuidas normalmente
foram relatadas como a média £ desvio padrdo, e dados ndo normais como mediana e

amplitude interquartil. O teste t de Student ou teste de Mann-Whitney foram aplicados para
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comparar parametros entre os grupos que desenvolveram IRA dos que ndo desenvolveram
IRA de acordo com a normalidade dos dados. Os testes ANOVA ou Kruskal-Wallis foram
usados para comparacdes entre 3 ou mais grupos, quando apropriado. Os resultados foram

considerados estatisticamente significativos para p<0,05, com intervalo de confianga de 95%.

A area sobre a curva ROC (AUC-ROC) foi utilizada para avaliar o desempenho
diagnostico dos biomarcadores renais e endoteliais para IRA. As analises foram realizadas
usando o GraphPad Prism versdo 9 (San Diego, CA, USA) e IBM SPSS Statistics para
Macintosh, verséo 23 (Armonk, NY: IBM CorpReleased 2015).

4.14. Aspectos éticos

Conduzido em concordancia aos critérios estabelecidos pela Resolu¢éo n® 466/12 do
Conselho Nacional de Saude, que regulamenta a pesquisa envolvendo seres humanos, o
protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de
Fortaleza (CAAE: 41664214.5.0000.5052) (APENDICE A).

Todos os participantes receberam amplos esclarecimentos pertinentes ao estudo e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (APENDICE B) antes do
inicio da pesquisa. O anonimato, a confidencialidade, privacidade e protecdo da imagem

foram asseguradas e garantidas o uso das informacdes apenas no ambito desta pesquisa.
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Resultados
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5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas demogréficas e Clinicas

Dos 246 pacientes com diagnéstico confirmado por acidente botropico durante o
periodo do estudo, 220 foram excluidos pelas seguintes razdes: menores de 18 anos (n= 43),
pacientes que receberam soroterapia antibotropica anteriormente a admissao hospitalar (n=82)
e admissdo hospitalar com mais de 8 horas do acidente ofidico (n=95). Assim, foram
incluidos e acompanhados um total de 26 pacientes e em 14 (54%) deles foi observado o
desenvolvimento de IRA (Figura 11). A identificacdo da serpente foi possivel em todos os

acidentes sofridos pelos pacientes incluidos no estudo e pertenciam a espécie B. erythromelas.

Total de casos admitidos
por envenenamento
botrépico

n= 246

Pacientes menores

de 18 anos Receberam soroterapia
n=43 antibotrdpica anterior a
admisséao

n=82

Admissdo hospitalar
com mais de 8 horas
do acidente botropico

n=95

Pacientes incluidos
n=26 |

Nao-IRA IRA
n=12 n=14

Figure 11. Fluxograma de incluséo de pacientes e Classificagdo IRA vs Nao-IRA.
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Entre os pacientes incluidos, 23 (88,4%) eram do género masculino. A média de
tempo decorrido desde a mordedura da serpente até a admissdo hospitalar foi de 6h e 28
minutos. Os sinais e sintomas mais comuns foram dor, edema local, discreto sangramento e
anormalidades na coagulacdo sanguinea. Hipotensdo ndo foi relatada neste estudo. Dois
pacientes necessitaram de terapia dialitica e apenas um evoluiu com microangiopatia

trombotica devido ao envenenamento botropico.

Em relacdo ao desenvolvimento de IRA durante a permanéncia hospitalar, de acordo
com os critérios da KDIGO, os pacientes com envenenamento botropico foram divididos em
dois subgrupos, grupo "IRA" (que desenvolveu IRA) e "Ndo-IRA" (ndo desenvolveu IRA). A
maioria dos pacientes do estudo apresentou IRA do tipo leve. Idade, género, tempo entre a
mordedura da serpente e a admissdo hospitalar, bem como o nimero total de frascos de soro
anti-botropico administrados ao paciente foram similares entre os grupos IRA e N&o-IRA
(Tabela 3). Soroterapia antibotropica foi administrada em todos os pacientes recrutados, uma
vez que a decisdo de administrar ou ndo soro antiofidico foi baseada nos parametros de
coagulacdo (incoagulabilidade sangliinea ou INR aumentado) e/ou no desenvolvimento de
caracteristicas clinicas especificas do envenenamento botrépico como edema (em um ou mais

de um segmento) e sangramentos.



Tabela 3. Caracteristicas demograficas e clinicas de pacientes
acordo com o desenvolvimento de IRA.
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admitidos apds envenenamento botropico de

Nao-IRA IRA p
(n=12) (n=14)

Dados Demograficos
Idade (anos) 47,31 (+ 14,94) 45,93 (+ 13,06) 0,802
Género Masculino (%) 10 (83,33) 13 (92,86) 0,442
Tempo entre a mordedura e a admissao 6,411 (x1,71) 5,698 (+1,212) 0,22°
hospitalar (horas)
Namero de frascos de soro anti- 5,714 (+ 3.19) 6,5 (+ 3.18) 0,84°
botropico administrados
Dados Clinicos
Sangramento (%) 5 (41,67) 6 (42,86) 0,82?
Sinais e sintomas locais (dor e/ou 10 (83,33) 13 (92,86) 0,442
edema) (%)
Incoagulabilidade sangtiinea 7 (58,33) 12 (85,71) 0,042

aTeste Qui-Quadrado; ° Teste Exato de Fisher.
Dados quantitativos expressos como média + desvio padrdo. Correlagdes significantes: p< 0,05.

5.2. Parametros Laboratoriais

Na admissdo hospitalar, o grupo que desenvolveu IRA apresentou significativamente

niveis séricos mais elevados de creatinina (1,24 vs 0,97 mg/dL, p = 0,03) e uréia (44,93 vs

34,75 mg/dL, p = 0,01). As taxas estimadas de filtracdo glomerular foram menores no grupo
IRA (86,05 vs 102,9 mL/min/1.73m? , p = 0,12), porém sem significancia estatistica (Tabela

4). Em relagdo aos parametros de coagulagdo, o grupo IRA apresentou um maior nimero de

pacientes com testes incoagulaveis quando comparado ao grupo Na&o-IRA (85,71% vs

58,33%, p= 0,04) (Tabela 3 e Figura 12). Outros parametros laboratoriais incluindo sodio e

potassio séricos, hemoglobina, hematdcrito e plaquetas foram similares nos grupos IRA e

N&o-IRA na admisséo (Tabela 4).
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Tabela 4. Parametros laboratoriais de pacientes admitidos ap6s envenenamento botrdpico de acordo com o
desenvolvimento de IRA.

Nao-IRA IRA p
(n=12) (n=14)

Parametros Renais na Admisséo

Creatinina Sérica (mg/dL) 0,97 (£ 0,160) 1,24 (£ 0,371) 0,03°
Uréia Sérica (mg/dL) 34,75 (+ 6,86) 44,93 (+ 11,24) 0,01°
TFGe (mL/min/1.73m?) 102,9 (+ 17,42) 86,05 ( 33,08) 0,12°
Sédio Sérico (mmol/L) 139,5 (138-144) 140,5 (137-145) 0,692
Potéassio Sérico (mEqg/L) 4,0 (3,4-4,5) 4,0 (3,3-5,7) 0,97%
Parémetros Hematol4gicos na Admissao

Hemoglobina (g/dL) 13,86 (£ 0,6215) 14,19 (£ 0,9797) 0,32°
Hematocrito (%) 41,03 (+ 2,682) 42,06 (+2,367) 0,75°
Plaquetas (/mmq) 216.417 (+133.187)  148.286 (+63.519) 0,10°

2 Pontuacdes de Wilcoxon. Ndo-normalidade de acordo com o teste de normalidade Shapiro-Wilk.
Variaveis expressas em valores medianos, minimos e maximos. Correlagdes significantes: p< 0,05.
b Teste Exato de Fisher.

¢ Teste Qui-Quadrado.
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Figure 12. Comparag&o entre os grupos Nao-IRA (Azul) e IRA (Vermelho) quanto aos testes de coagulagéo (TP
e TTPa) na admisséo hospitalar. Teste exato de Fisher foi utilizado para as comparagdes.

Na admissdo, o grupo que desenvolveu IRA apresentou menor nimero médio de
plaquetas em compara¢do ao grupo N&do-IRA, porém ndo foram significativos (p= 0,10)
(Tabela 4). Entretanto, outras novas coletas de sangue foram realizadas com 12 a 16 hse 24 a
28hs pds-mordedura e o grupo IRA apresentou plaquetopenia significativa quando comparado

ao grupo Nao-IRA (p=0,0291), conforme evidenciado na Figura 13.
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Figura 13. Niveis minimos de plaquetas em até 24 horas pds-mordedura para cada um dos dois grupos de
pacientes (Ndo-IRA [azul], IRA [vermelho], sombra cinza= interval normal no grupo controle). Teste ANOVA-
1-way foi utilizado para a comparacao entre 0s grupos.
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5.3. Niveis de biomarcadores renais e endoteliais durante o periodo de hospitalizacdo de

acordo com o desenvolvimento de IRA

As Figuras 14 e 15 mostram as concentra¢fes dos biomarcadores renais e endoteliais,
respectivamente, comparados ao grupo controle (voluntarios saudaveis), na admissao hospitalar
de pacientes vitimas de envenenamento por serpentes B. erythromelas que desenvolveram ou
ndo IRA. Os niveis dos biomarcadores ndo convencionais analisados estiveram
significativamente elevados nos pacientes de ambos os grupos avaliados, quando comparados
0s grupos controle, evidenciando alteracdes no endotélio e na funcéo renal ja nas primeiras horas,

mesmos em pacientes que nao desenvolveram IRA.
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Figura 14. Niveis admissionais de biomarcadores renais nos grupos controles ou voluntarios sadios (preto) vs
N&o-IRA (Azul) vs IRA (Vermelho). Teste ANOV A-1-way foi utilizado para a comparacéo entre 0s grupos.
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Figura 15. Niveis de biomarcadores endoteliais admissionais nos grupos controles ou voluntérios sadios (preto)
vs Ndo-IRA (Azul) vs IRA (Vermelho). Teste ANOVA-1-way foi utilizado para a comparagdo entre 0s grupos.

Os biomarcadores de injuria renal e endotelial foram dosados em trés momentos
distintos: 0 a 8hs pés-mordedura, 12 a 16hs e 24 a 28hs pds-mordedura. A Tabela 5 mostra o
comportamento entre os diferentes niveis dos biomarcadores renais e endoteliais, dentro das

primeiras horas de permanéncia hospitalar, entre os pacientes que desenvolveram IRA e 0s
que ndo desenvolveram este tipo de injuria.
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Tabela 5. Comportamento dos niveis de biomarcadores nas primeiras 24 horas de permanéncia hospitalar de
acordo com o desenvolvimento de IRA.

IRA Nao-IRA p
(n=12) (n=14)

Até 8hs p6s-mordedura
VCAM-1 (ng/mL) 1149,82 + 667,47 1043,32 + 498,07 0,6652
Syndecan-1 (ng/mL) 56,16 (43,6 — 69,7) 50,99 (48,77 — 59,85) 0,879
Angiopoietinal (ng/mL) 4,55 (1,41 - 13,65) 1,96 (1,15 -9,42) 0,346"
Angiopoietina 2 (ng/mL) 0,73 (0,44 - 0,86) 0,73 (0,59 - 0,94) 0,791°
KIM-1 Urinério (pg/mgCr) 0,52 (0,22 - 1) 0,5 (0,26 — 0,85) 0,820°
NGAL Sérico (ng/mL) 206,58 + 74,62 178,4 £ 61,25 0,312
NGAL Urinario (ng/mgCr) 20,89 + 7,67 22,07 +5,04 0,642

12 a 16 horas p6s-mordedura
VCAM-1 (ng/mL) 1235,63 £ 519,52 818,34 + 239,56 0,0272
Syndecan-1 (ng/mL) 67,12 (44,71 - 80,53) 54,43 (47,29 — 57,39) 0,545°
Angiopoietinal (ng/mL) 20,48 (13,13 - 21,76) 1,06 (0,52 — 2,56) 0,016°
Angiopoietina 2 (ng/mL) 0,77 (0,5-1,23) 0,68 (0,25 -1,13) 0,604°
KIM-1 Urinério (pg/mgCr) 0,32 (0,25-0,9) 0,95 (0,38 — 1,31) 0,128"
NGAL Sérico (ng/mL) 177,78 £ 82,24 169,35 + 54,34 0,773
NGAL Urinario (ng/mgCr) 18,37 + 6,54 16,06 + 7,01 0,413

A partir de 24 horas pds-mordedura
VCAM-1 (ng/mL) 1482,95 + 852,25 852,95 £+ 370,65 0,0332
Syndecan-1 (ng/mL) 55,3 (45,45 — 74,25) 48,03 (44,09 — 56,16) 0,351°
Angiopoietinal (ng/mL) 10,5 (1,15-18,51) 2,28 (0,96 — 21,47) 0,633°
Angiopoietina 2 (ng/mL) 0,69 (0,3-1,67) 0,24 (0,19-0,52) 0,145°
KIM-1 Urinario (pg/mgCr) 0,54 (0,22 -1,13) 0,58 (0,2 - 0,69) 0,832°
NGAL Sérico (ng/mL) 186,91 + 86,38 170,31 + 58,78 0,589?
NGAL Urinério (ng/mgCr) 13,1+8,3 10,82 + 8,97 0,5417

Dados quantitativos expressos como média + desvio padrdo ou mediana e intervalo interquartil entre parénteses.
Teste t de Student. "Teste de Mann-Whitney.
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Os biomarcadores renais Kim-1, NGAL sérico e NGAL urinario ndo apresentaram
diferencas significativas entre os grupos IRA e ndo-IRA em nenhum intervalo de tempo

analisado (Tabela 5 e Figura 16)
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Figura 16. Curso de tempo das concentragcfes médias dos biomarcadores renais Kim-1, NGAL sérico e NGAL
urinério, para cada um dos dois grupos de pacientes (N&o-IRA [azul], IRA [vermelho], sombra cinza= interval
normal no grupo controle).

Em relacdo aos biomarcadores de injuria endotelial analisados, VCAM-1 revelou
diferencas estatisticamente significativas 12 a 16hs pos-mordedura (1235,63 + 519 ng/mL
versus 818,34 + 239,56 ng/mL, p=0,027) e 24 a 28hs po6s-mordedura (1482,95 + 852,25
ng/mL versus 852,95 + 370,65 ng/mL, p= 0,033) no grupo que desenvolveu IRA quando
comparados com o grupo que ndo desenvolveu. Da mesma forma, os niveis de Angiopoietina-

1 (Ang-1) foram significativamente maiores no momento de 12 a 16hs po6s-mordedura no



73

grupo com IRA (20,48 ng/mL (13,13 — 21,76) versus 1,06 ng/mL (0,52 — 2,56), p= 0,016). As

concentracbes dos demais biomarcadores endoteliais avaliados no presente estudo

(Angiopoietina-2 e Syndecan-1) ndo apresentaram diferencas significativas em nenhum

intervalo de tempo analisado (Tabela 5 e Figura 17).
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Figure 17. Curso de tempo das concentra¢gdes medias dos biomarcadores endoteliais VCAM-1, Ang-1, Ang-2 e
Syndecan-1 para cada um dos dois grupos de pacientes (Ndo IRA [azul], IRA [vermelho], sombra cinza=
interval normal no grupo controle).
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5.4. Capacidade de diagndstico precoce de IRA dos biomarcadores renais e endoteliais

ndo convencionais no acidente botrépico

Curvas ROC foram construidas para exibir a taxa de verdadeiros positivos e falsos
positivos nos trés momentos estudados, relacionados aos biomarcadores renais e endoteliais,
no intuito de prever o desenvolvimento de IRA nos pacientes admitidos com envenenamento
botropico. O desempenho de cada biomarcador em discriminar quem desenvolveria ou Néo-
IRA, também foi avaliado usando os resultados de area sob a curva ROC (AUC-ROC), onde
uma maior area indica melhor desempenho diagnéstico. Todos esses dados referentes a

capacidade de diagnostico dos biomarcadores estudados estdo representados na Tabela 6.

Os niveis de creatinina sérica, que é considerado o biomarcador renal padrdo ouro,
mostraram bom desempenho em prever IRA apds envenenamento botropico nas primeiras 16
horas (AUC-ROC= 0,88 (Cl 95%: 0,74-1,0)). Em relacdo aos biomarcadores nédo
convencionais estudados, somente o0 VCAM-1 com (AUC-ROC= 0,76 (Cl 95%: 0,55-0,98)) e
a Angiopoietina-1 com (AUC-ROC= 0,82 (CI 95%: 0,62-1,0)) discriminaram 0s pacientes
que desenvolveriam IRA com significancia estatistica 12 a 16 horas apds o acidente botropico
(Tabela 6).

VCAM-1 com (AUC-ROC= 0,71 (CI 95%: 0,46-0,95)) foi tdo bom preditor quanto a
creatinina com (AUC-ROC= 0,71 (Cl 95%: 0,49-0,93)) ap0s 24 horas pds-mordedura. Ainda
em relacdo a creatinina, o biomarcador NGAL sérico (SNGAL) mostrou uma tendéncia em
prever o desenvolvimento de IRA ap6s envenenamento botrépico nas primeiras 8 horas
(AUC-ROC=0,72 (CI 95%: 0,51-0,93)) (Tabela 6).
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Tabela 6. Performance diagnéstica de biomarcadores renais e endoteliais como preditor de IRA em pacientes
com envenenamento botrépico

Biomarcadores

CurvaROC ( C195%, valor de P)

<8 horas

12 a 16 horas

>24 horas

Creatinina
Angiopoietina-1
Angiopoietina-2
VCAM-1
Syndecan-1
NGAL sérico
NGAL urinério

KIM-1 urinério

0,83 (0,63-1,0, P=0,006)
0,65 (0,42-0,88, P=0,21)
0,58 (0,34-0,83, P=0,47)
0,55 (0,30-0,80, P=0,66)
0,51 (0,25-0,78, P=0,87)
0,72 (0,51-0,93, P=0,06)
0,56 (0,32-0,80, P=0,59)
0,51 (0,26-0,76, P=0,90)

0,88 (0,74-1,0, P=0,001)
0,82 (0,62-1,0, P=0,009)
0,61 (0,38-0,85, P=0,35)
0,76 (0,55-0,98, P=0,03)
0,61 (0,32-0,90, P=0,39)
0,52 (0,27-0,77, P=0,82)
0,62 (0,40-0,84, P=0,26)
0,66 (0,44-0,87, P=0,16)

0,71 (0,49-0,93, P=0,08)
0,55 (0,28-0,82, P=0,68)
0,55 (0,27-0,83, P=0,68)
0,71 (0,46-0,95, P=0,12)
0,60 (0,30-0,89, P=0,47)
0,56 (0,30-0,82, P=0,62)
0,62 (0,36-0,88, P=0,36)
0,55 (0,28-0,82, P=0,68)

A Figura 18 apresenta a curva combinada dos dois biomarcadores, VCAM-1 e

Angiopoietina-1. Esta associacdo apresentou melhor desempenho na discriminacdo dos

pacientes que desenvolveriam IRA, com significancia estatistica (AUC-ROC= 0,80,

P=0,023) nas primeiras 16 horas do acidente botropico. A combinacdo destes dois

biomarcadores pode aumentar a sensibilidade para o diagndstico da IRA.

Sensibilidade

Curva ROC
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Intervalo de 0 a 16 horas
— Ang-1 (ng/mL):AUC-ROC=0.790; p=0.028
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— Combinada: AUC-ROC=0.800; p=0.023
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Figura 18. Curva ROC do desempenho dos biomarcadores VCAM-1 e Ang-1 no diagnostico precoce de IRA,
em pacientes com envenenamento botrépico, nos 2 primeiros momentos da internagao hospitalar.
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6. DISCUSSAO

Este foi o primeiro estudo que investigou a associacao precoce entre biomarcadores
endoteliais e 0 desenvolvimento de injuria renal aguda (IRA) no envenenamento botropico,
essencialmente por B. erythromelas, espécie responsavel pela maioria dos acidentes ofidicos
no Nordeste do Brasil. Além disso, avaliamos também o desempenho diagndstico de
biomarcadores renais e endoteliais ndo convencionais em relacdo ao desenvolvimento de IRA
nas primeiras horas que se seguem ao acidente por serpentes Bothrops erythromelas. Murray
e colaboradores (2014) sugeriram que o uso combinado de biomarcadores ndo convencionais
de injuria e disfuncéo renal, avaliados ao longo do tempo por meio de medi¢fes sequenciais,
facilitaria o diagndstico precoce e preciso de IRA, uma vez que permitiria uma melhor
compreensao dos mecanismos e da fisiopatologia desta entidade, oportunizando a adogao de

novas abordagens terapéuticas e identificando o melhor momento para intervencgoes.

A fisiopatologia do envenenamento humano por serpentes do género Bothrops esta
relacionada com uma série de eventos complexos derivados de uma acdo combinada das
toxinas presentes na peconha. O envenenamento botrépico é marcado por um répido
desenvolvimento de um processo inflamatorio no local da injegdo do veneno, causando um
edema local, que pode ser resultado de uma acdo direta dos componentes da peconha na
microvasculatura, elevando a permeabilidade dos capilares e veias, e da acdo de mediadores
como prostaglandinas, cininas, histaminas e substancias ativadas pelo sistema complemento,
contidas na peconha botropica (GUTIERREZ et al., 2009b). Além do edema outros efeitos
locais incluindo dor, equimoses, hemorragias, mionecroses, dermonecroses e manifestacoes
sisttmicas como hemorragias, distdrbios de coagulacdo, choque hipotensivo e IRA sdo
observados (QUEIROZ et al., 2008; GUTIERREZ & LOMONTE,1989; JORGE et al., 2015).
Neste estudo as manifestacBes clinicas mais comuns na admissao hospitalar foram dor, edema
local, discreto sangramento e incoagulabilidade sangiiinea. O desenvolvimento de IRA foi
observado em 54% dos casos estudados. Este numero foi superior a estudos anteriores
realizados no Brasil, onde a prevaléncia de IRA nos acidentes botropicos variou de 1,4 a
44,4% (ALBUQUERQUE et al., 2020; ALVES et al., 2018; FEITOSA et al., 2015).

Disturbios na coagulacdo como coagulopatia de consumo e baixos niveis de
fibrinogénio podem ocorrer apds 1 hora do acidente botropico (OTERO-PATINO, 2009).
Portanto, a demora entre a mordedura da serpente e a prestacdo de assisténcia médica, com

consequiente administracdo do soro antiofidico, representam um exemplo de um sistema de
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satde deficiente, com recursos médicos escarsos em areas indspitas (GUTIERREZ et al.,
2017), podendo resultar em agravamento do quadro clinico do paciente. Neste estudo, o
grupo que desenvolveu IRA e o grupo que ndo desenvolveu, receberam um ndmero
semelhante de frascos de soro antibotropico, indicando um predominio de acidentes com grau
de severidade considerado moderado de acordo com o Ministério da Saude do Brasil (2005).
O tempo entre a mordedura e a admissdo em ambos 0s grupos ndo apresentou diferenca

significativa.

Lectinas tipo C (Snalec) sdo proteinas presentes no veneno de serpentes B.
erythromelas com capacidade de induzir a agregacdo plaquetaria e promover coagulopatias
(MOTA et al, 2020; CLEMETSON, 2010). A reducdo do nimero de plaguetas também pode
ser explicada devido a ativacao, agregacdo e seqlestro de plaquetas em resposta ao extenso
dano vascular e a geracdo de trombina intravascular observada devido a acdo das SVMPs
presentes nos venenos botropicos (RUCAVADO et al, 2005; LARRECHE et al., 2021). No
presente estudo, nas primeiras 8hs poOs-mordedura nenhum dos grupos apresentou
plaquetopenia. Porém, no decorrer das primeiras 24 horas, o grupo que desenvolveu IRA
apresentou uma plaquetopenia significativa quando comparado ao grupo Na&o-IRA. Este
resultado reafirma um estudo anterior que relata a associacdo entre IRA e trombocitopenia

apo6s mordedura botropica na Amazonia brasileira (TORREZ et al., 2014).

A microangiopatia trombética (MAT) foi recentemente descrita no envenenamento
por B. erythromelas (MOTA et al., 2020). E caracterizada por trombocitopenia, anemia
hemolitica microangiopética e injaria renal aguda (IRA) (BERLING & ISBISTER, 2015), e
esta associada a elevadas taxas de morbidade e mortalidade (BROCKLEBANK et al., 2018).
O mecanismo exato da ocorréncia de microangiopatia trombotica em mordeduras de serpentes
ainda permanece desconhecido. No entanto, acredita-se que as toxinas do veneno e a
deposi¢do de microtrombos de fibrina podem ser a causa do dano endotelial (GN et al., 2017)
que resultam em MAT. A peconha de B. erythromelas contém toxinas que atuam nos
microvasos, nos mecanismos de coagulacdo e fibrindlise, e afetam a agregacdo plaquetaria,
desencadeando respostas endoteliais pro-inflamatorias e pré-coagulantes (JORGE et al., 2015;
MOTA et al., 2020). No estudo atual, um paciente desenvolveu MAT apresentando
trombocitopenia progressiva do segundo ao quinto dia pdés-mordedura, IRA rapida e
progressiva nas primeiras 12 horas ap6s o acidente (aumento dos niveis de creatinina sérica e

diminuicdo das taxas estimadas de filtracdo glomerular) e distdrbios de coagulacdo (TP e
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TTPa incoagulaveis) com recuperacdo ap0s 24 horas da soroterapia anti-botropica,

confirmando a coagulacdo de consumo induzida pelo veneno.

A principal causa de letalidade entre os pacientes que sobrevivem aos primeiros
efeitos da peconha botropica € a IRA (SGRIGNOLLI et al., 2011) . A fisiopatologia da IRA
enfatiza a complexa interacdo entre inflamacéao e isquemia-reperfusdo levando a disfuncdo da
microcirculacdo, hipoperfusdo localizada e isquemia renal (BONVENTRE & YANG, 2011;
MOLITORIS, 2014; RUBIG et al., 2016). Estudos anteriores apoiaram a hipotese de que
antes de ocorrer a lesdo renal, provavelmente ocorrem alteragdes na microcirculacao que leva
a injuria renal (OKUSA et al., 2013). A peconha de serpentes Viperides contém enzimas
proteoliticas que podem destruir o endotélio e a membrana dos capilares, aumentando a
permeabilidade capilar e conseqientemente, levando a um extravasamento de fluidos do
espaco intravascular para o intersticial, comprometendo a circulagdo e contribuindo para a
isquemia renal ap6s mordeduras destas serpentes (AYE et al., 2017). No presente estudo, a
injuria endotelial no seguimento do envenenamento por B. erythromelas foi associada a um
risco aumentado de desenvolvimento de IRA. Resultados semelhantes ocorreram em um
estudo anterior que demonstra uma associacao significativa entre marcadores de endotélio e
de inflamacdo e a ocorréncia de IRA em pacientes submetidos a cuidados intensivos
(ROBINSON-COHEN et al., 2016).

As células endoteliais tém um papel importante na regulacdo da coagulacdo. Em
condic¢des normais, o endotélio ajuda a regular ndo s6 a coagulacdo sanguinea, mas também a
euvolemia, o controle dos eletrolitos, previne doengas microcirculatérias, como
microangiopatia trombdtica e coagulagdo intravascular disseminada (RAJENDRAN et al.,
2013). Pacientes com envenenamento botropico geralmente apresentam elevagdo no tempo de
protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa), com baixos niveis de
fibrinogénio. Os fatores da coagulacdo II,V, VII, X, XIIl também estdo diminuidos (S
OLIVEIRA et al., 2020; RESIERE et al., 2020; DEMPFLE et al., 1990). Albuquerque et al.,
(2020) sugeriram que a coagulopatia provavelmente é uma via importante nos casos agudos
de lesdo renal associado a peconha botrépica. No presente estudo, o grupo com IRA
apresentou um maior nimero de pacientes com exames de sangue incoagulaveis em relacao
ao grupo N&o-IRA. Este fato sugere que a correlacdo entre o dano renal e distirbios na

coagulacdo constituem fendmenos microcirculatérios.
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Alguns biomarcadores de endotélio podem ser utilizados como indicadores de injaria
endotelial, uma vez que podem ser detectados antes mesmo de biomarcadores classicamente
reconhecidos (PAGE & LILES, 2013). Em nosso estudo, dos quatro biomarcadores
endoteliais avaliados (Angiopoietina-1, Angiopoietina-2, VCAM-1 e Syndecan-1) apenas dois
deles, VCAM-1 e Angiopoietina-1, foram capazes de predizer a IRA. Esses dois
biomarcadores de endotélio conseguiram apontar a IRA no estagio leve, compativel com os
niveis de creatinina sérica dentro de uma janela de 12 a 16hs pds-mordedura. Levando-se em
conta que a maioria dos pacientes deste estudo foram admitidos na unidade hospitalar apds
um intervalo de 5,5hs ap0s o acidente botropico, o uso destes dois biomarcadores endoteliais
no intervalo de 12 a 16hs pés-mordedura, pode direcionar uma intervencdo precoce para

protecdo renal em acidentes leves por serpentes Bothrops erythromelas.

VCAM-1 € detectado apenas apds estimulacdo de células endoteliais por citocinas
(REITSMA et al., 2007) e tem sido estudado como um agente diagnéstico e progndstico de
varias doengas (PAGE & LILES, 2013). O dano renal esta associado ao aumento da producao
de mediadores pré-inflamatorios, promovendo assim uma regulacdo positiva de moléculas de
adesdo como o VCAM-1 nas células endoteliais. No estudo atual, os niveis séricos de
VCAM-1 foram significativamente maiores no grupo que desenvolveu IRA quando
comparados com 0s grupos controle e N&o-IRA, sugerindo uma maior ativagdo e dano as
células endoteliais no grupo com IRA. VCAM-1 mostrou-se bom preditor de IRA no
intervalo de 12 a 16hs que sucedem ao envenenamento botropico. Além disso, este mesmo
biomarcador apresentou boa acuracia e performance diagndstica em detectar IRA, em estagios

leves, dentro de 24hs pds-mordedura.

A Angiopoietina-1 (Ang-1), que é produzida principalmente por pericitos, induz a
remodelacdo dos vasos, a angiogénese, a diminuicdo da inflamacdo e a permeabilidade
vascular (BRINDLE et al., 2006). Assim, sua aplicabilidade pode minimizar a possibilidade
de potenciais efeitos deletérios, enquanto otimiza os efeitos de protecdo dos vasos (BRINDLE
et al., 2006). Estudos realizados em modelos animais demonstraram que Ang-1 pode
aumentar a capacidade protetora em células de crescimento endotelial precoce em modelo
murino na IRA (ROBINSON-COHEN et al., 2016). Um dos mecanismos patogénicos no
seguimento do envenenamento botrdpico € a injuria renal isquémica resultante da peconha de
serpentes do género Bothrops (ALBUQUERQUE et al., 2013). Lesbes renais isquémicas

regulam positivamente a expressdo renal de Ang-1 (WOOLF et al., 2009). Nossos resultados
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evidenciaram uma expressdo aumentada de Ang-1 nos pacientes que apresentaram IRA
quando comparados aos que ndo apresentaram IRA nos 3 intervalos de tempo estudados.
Além disso, Angiopoietina-1 apresentou bom desempenho em predizer o desenvolvimento de
IRA apods envenenamento por serpentes B. erythromelas, uma vez que este biomarcador
mostrou-se significativamente aumentado dentro de um intervalo de 12 a 16 horas pos-

mordedura.

Recentemente um estudo demonstrou que a lipocalina associada a gelatinase
neutrofilica (NGAL), € um bom biomarcador em predizer IRA no envenenamento botrépico
(ALBUQUERQUE et al., 2020). Nosso estudo comparou NGAL urinario (UNGAL) e NGAL
sérico (SNGAL) com outros biomarcadores nos mesmos intervalos de tempo. NGAL sérico
apresentou uma maior tendéncia em predizer IRA (AUC = 0,72 (0,51-0,93)) nas primeiras 8
horas pds-mordedura quando comparado aos outros biomarcadores estudados, inclusive em
comparagdo com o NGAL urindrio. Embora NGAL sérico seja considerado um marcador de
processos inflamatorios, uma hipotese que pode explicar niveis sistémicos deste biomarcador
tendendo a apontar a IRA nas primeiras horas ap6s o acidente botropico é que o préprio
processo inflamatério constitui o gatilho da lesdo endotelial, que leva a injaria renal

isquémica nesses tipos de envenenamento.

Uma hip6tese que pode explicar um aumento dos niveis sistémicos dos biomarcadores
de endotélio VCAM-1 e Angiopoietina-1 observados no envenenamento por B.erythromelas é
que estes biomarcadores aparecem como resposta aos estimulos pré-inflamatérios sofridos
pelas células endoteliais quando essas sdo ativadas por toxinas. Ang-1 aparece como uma
tentativa para mediar o extravasamento de fluidos capilares, regulando a integridade e
estabilidade da barreira endotelial (RICCIUTO et al., 2011; MOFARRAHI et al., 2007).
VCAM-1 permitem a adesdo firme de leucdcitos ao endotélio e subseqliente transmigracao
atraves da barreira endotelial para um local de lesdo ou inflamacdo (AIRD W.C, 2007). Apds
0 acidente botropico comegcam a ocorrer alteracdes na microcirculacdo e na oxigenacdo dos
tecidos. Alteracdes agudas sofridas pelas células endoteliais podem levar a alteracdes da
reatividade e permeabilidade vascular, aderéncia de leucdcitos, alteracGes da coagulacdo e
condicOes isquémicas (ROBINSON-COHEN et al., 2016). Alguns trabalhos sugerem um
papel importante da injaria endotelial microvascular na IRA isquémica, especialmente durante
a fase de reperfusdo (DEVARAJAN P.,2006 ; BONVENTRE & YANG, 2011). Assim, esses

biomarcadores de endotélio podem ser clinicamente Uteis como biomarcadores da gravidade
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ou prognostico da IRA, pois abordagens terapéuticas que preservam a funcédo endotelial tém o
potencial de melhorar e prevenir a IRA. A Figura 19 representa um modelo proposto pelo
autor, com o objetivo de explicar o papel dos biomarcadores de endotélio na IRA decorrente

do envenenamento botropico.
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Figura 19. Modelo proposto para explicar o papel dos biomarcadores de endotélio na IRA decorrente do

envenenamento botrépico. *Fonte: proprio autor.

Este estudo apresentou algumas limitagdes. A principal foi o tamanho da amostra. O
pequeno tamanho da amostra se deveu a exclusdo de pacientes com idade inferior a 18 anos
de idade, pacientes que tinham recebido soroterapia anti-botropica anterior a admissdo
hospitalar, pacientes admitidos com tempo superior a 8 horas pds-mordedura, ou que tinham
historia prévia de doenca renal, diabetes e/ou hipertensdo. Outra limitacdo importante é que a
maioria dos pacientes ndo tinha informacdes disponiveis sobre o valor da sua creatinina sérica
antes da admissdo hospitalar. Assim, usamos a medicdo da creatinina sérica admissional como
parametro inicial, como na maioria dos estudos anteriores. Devido ao tamanho limitado da

amostra, ndo avaliamos outros potenciais confundidores, como o uso de medicamentos.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste estudo apresentamos um modelo ideal para se estudar a IRA tdxica, onde se
pode determinar 0 momento exato da exposicdo e avalia-la ao longo do tempo por meio de
dosagens sequenciais de biomarcadores. Também ficou claramente evidenciado a alta
toxicidade deste veneno envolvendo vasos, plaquetas e a coagulacdo sanguinea como um
todo, 0 que sugere uma maior participacdo de distarbios da hemostasia do que se acreditava

inicialmente.

O estudo dos biomarcadores de endotélio deve ser continuado, principalmente
Angiopoietina-1, que surge ndo sé como um biomarcador para detec¢do precoce da IRA apés
envenenamento botrépico, mas também como uma proposta terapéutica para protecdo da
microcirculagdo contra a disfungdo endotelial na injuria renal nos envenenamentos botropicos
como também em outras patologias. Acrescento também a realizagdo de estudos relacionados
a atividade plaquetaria (marcadores de ativacdo e agregacdo plaquetaria) que podem ajudar a
compreender melhor os distlrbios da hemostasia e seu envolvimento na IRA induzidos pelo
veneno desta espécie botrdpica, otimizando as estratégias de gestdo atuais e desenvolvendo

novas abordagens terapéuticas.
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8. CONCLUSAO

e Pacientes vitimas de envenenamento por Bothrops erythromelas com e sem IRA
apresentaram caracteristicas epidemioldgicas de base semelhantes;

e O dano endotelial microvascular leva a IRA isquémica no envenenamento por
serpentes B. erythromelas e pode estar envolvido nos distarbios de coagulagdo
sanguinea;

e Os biomarcadores endoteliais VCAM-1 e Angiopoietina-1 mostraram bom
desempenho em apontar a IRA, compativeis com 0s niveis de creatinina sérica, no
periodo de 12 a 16 horas pés-mordedura no envenenamento por serpentes Bothrops
erythromelas;

e VCAM-1 apresentou melhor performance diagndstica em detectar IRA leve
tardiamente no envenenamento botrépico, uma vez que este biomarcador mostrou-se
em concentracgdes elevadas por mais de 24 horas pés-mordedura;

e NGAL sérico apresentou uma tendéncia em prever IRA ap0s envenenamento
botropico nas primeiras 8 horas p6s-mordedura;

e O uso de biomarcadores endoteliais dentro de um periodo de 12 a 16 horas pos-
mordedura por serpentes B. erythromelas podem direcionar mecanismos de
intervencgdo precoce para protecao renal, mesmo em casos leves;

e O conhecimento preciso do tempo de deteccdo dos biomarcadores de endotélio é uma
importante ferramenta para a implantacao de intervencdes precoces, reduzindo assim a
morbi-mortalidade da IRA isquémica relacionada a peconha de serpentes Bothrops

erythromelas.
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ABSTRACT

Bothrops erythromelas are serpents that belong to the Viperidae family, which are
the main species responsible for human snakebites in Ceara State, Northeast Brazil.
Thrombotic microangiopathy (TMA) is an uncommon group of disorders characterized
by microangiopathic hemolytic anemia (MAHA), thrombocytopenia and acute kidney
injury (AKI), and occurrence after snakebites have been rarely reported. In this report,
we described the case of a 57 year-old-man without comorbidities who was bitten by a
Bothrops erythromelas on his right ankle. He presented with pain, edema and local bleeding.
Symptomatology and laboratory tests were compatible with the diagnosis of TMA. He
received specific antivenom and fluids replacement without any anaphylactic reaction. The
conservative treatment was effective and there was no need for red blood cells transfusion
or plasmapheresis. The aim of this report was to describe the first case of thrombotic
microangiopathy following Bothrops erythromelas envenoming in the Northeast Brazil,
providing insights about important mechanistic pathways of Bothrops snakebite-associated
TMA and how to change the prognosis of the disease.

KEYWORDS: Thrombotic microangiopathy. Snakebite. Bothrops ervthromelas. Acute
kidney injury.

INTRODUCTION

Snakebite-related Thrombotic Microangiopathy (TMA) is characterized
by thrombocytopenia, microangiopathic hemolytic anemia and acute kidney
injury (AKI)'. Studies described TMA due to Viperidae bites by Daboia russelli
(Russell’s vipers) in India and in Sri Lanka, Cerastes cerastes in Europe,
Proatheris superciliares in the United States of America, Bothrops lanceolatus in
Martinique®, and only three cases following Bothrops jararaca envenomation in
Southeastern Brazil>®. AKI associated with TMA has not been described in Bothrops
envenomation in Northeast Brazil.

Thrombotic microangiopathy is associated with significant morbidity and
mortality*. The knowledge on the prevalence of TMA in Bothrops envenomation,
as well as the early diagnosis of this syndrome is essential for the prompt initiation
of supportive and specific management to decrease adverse outcomes such as AKI,
chronic kidney disease, hemorrhage and death®®.

The aim of this study was to report the first case of thrombotic microangiopathy
and AKI following Bothrops erythromelas snakebite envenomation (Viperidae
tamily) in the Northeast of Brazil, highlighting current studies under a perspective
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HIGHLIGHTS GRAPHICAL ABSTRACT
* Endothelial biomarkers may be clin-

ically useful as predictors of Bothrops

venom-related AKI.

S o —
e VCAM-1 and Angiopoietin-1 showed KIDNEY
. M . P > > BIOMARKERS

good capacity to predict mild AKI in MEASUREMENT z

the period of 12-16 h post Bothrops ) URENE Eu

snakebite. S - z z
* Point-of-care endothelial biomarker @ ég

detection is important for accelerat- D £°

ing early intervention in Bothrops = ./ /- S

venom-related AKI. N ) . BIOMARKERS

MEASUREMENT
SERUM }
ENDOTHELIAL DAMAGE < L

ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Acute kidney injury (AKI) is a frequent and potentially fatal complication of snakebites. In the setting of
Received 4 February 2021 ) snakebites, endothelial biomarkers may be used to predict disease severity and can play a major role in AKI
Received in revised form 6 April 2021 pathophysiology. The aim of this study was to investigate the potential role of endothelial biomarkers in

Accepted 13 April 2021

Available online 16 April 2021 predicting AKI in Bothrops envenoming. Therefore, blood and urine samples were collected from 26

patients admitted to the emergency department after Bothrops envenoming at 3 different post-bite points
intime:onadmission(upto 8 h post-bite), 12-16 h, and 24-28 hpost-bite, to investigate the time course of
; s endothelial biomarkers in AKI following Bothrops snakebites. The diagnostic performance of injury
Acute kidney injury S 3 4 & S < §
Bothrops envenomation blomarkers in Bothrops envenomation was evaluated. AKI was ‘dh:agnosed using the Ku_:lnefy ] Disease
Endothelial biomarkers Improving Global Outcomes (KDIGO) criteria. There was an association between endothelial injury and
increased risk for AKI in bothropic envenoming. Angiopoietin- 1 (Ang-1) and Vascular cell adhesion
protein-1 (VCAM-1) were useful biomarkers to predict mild AKI [AUC-ROC: Ang-1 0.82, VCAM-1 0.76]
within the interval of 8-16 h post Bothrops snakebites. The use of endothelial biomarkers VCAM-1e Ang-1
within 1216 h post-bite may be useful in the early stage of mild AKI related to Bothrops envenoming and
might have an effect on the early intervention for renal protection in less severe Bothrops-related AKI.
© 2021 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Snakebite envenoming is a medical emergency recognized
by the World Health Organization (WHO) as a neglected
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