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RESUMO

O acidente ofidico é uma preocupacéo de saude publica subestimada em todo o mundo. Atinge
cerca de 5,4 milhdes de pessoas, resultando em 1,8 a 2,7 milhfes de adoecimentos e,
aproximadamente, 81.410 a 137.880 mortes. As serpentes da familia Viperidae sdo as de maior
interesse médico no Brasil, ocasionando os acidentes botrdpicos. O género Bothrops sp. é
responsavel por mais de 70% dos casos de acidentes ofidicos notificados anualmente no Brasil.
Este estudo investigou a associacdo entre distdrbios de coagulacéo e disfuncdo endotelial em
pacientes apds envenenamento botrépico, atraves dos biomarcadores angiopoietina-1,
angiopoietina-2, sindecano-1, VCAM-1, IL-33 e VWF-A2. Foi conduzido como um estudo de
coorte prospectivo e unicéntrico, analisando trés coletas em diferentes intervalos de tempo (0-
8, 12-16 e 24-28 horas) de 34 pacientes admitidos em um servico de emergéncia devido a
mordeduras de serpentes Bothrops erythromelas. O estudo foi realizado com pacientes
atendidos no CIATOX do Instituto Doutor José Frota, hospital de referéncia em atendimentos
de emergéncia toxicologica, Fortaleza-CE. O envenenamento ocorreu principalmente em
pessoas do género masculino, com uma idade média de 46,3 + 14,5 anos. Cerca de 80% dos
pacientes apresentaram incoagulabilidade sanguinea. Na primeira coleta, ndo houve diferencas
nos parametros de plaquetas, leucécitos, hemoglobina, hematdcrito, eritrocitos, glicose, sodio,
potassio, calcio e cloreto entre o0s pacientes com e sem sangramento. Na segunda coleta, foi
observada uma diminuicdo no hematdcrito e na quantidade de hemacias nos pacientes que
apresentaram sangramento. Na terceira coleta, 0s pacientes com sangramento registraram
menores quantidades de hemoglobina, hematdcrito e hemécias em comparagdo com aqueles
sem sangramento. Entre 12 e 16 horas apds a mordedura de serpente, 0s pacientes que
sangraram apresentaram niveis séricos mais altos de syndecan-1 e niveis mais baixos de I1L-33
em comparagdo com aqueles que ndo sangraram. Essas diferencas diminuiram apds 24 horas
da mordedura, sem observar diferencas significativas nos biomarcadores ndo convencionais
VWFAZ2, syndecan-1 e IL-33. A IL-33 mostrou um aumento entre a primeira e a segunda coleta,
mas nao foi significativo. O fator de Von Willebrand teve uma reducédo seguida por um aumento
entre as coletas, ndo sendo estatisticamente significativo, mas indicando uma queda inicial
seguida de uma tentativa de normalizacdo. As novas biomoléculas sdo importantes para o
diagnéstico do envenenamento por serpentes Bothrops erythromelas. O grupo com
sangramento mostrou niveis significativos de biomarcadores angiopoietina-1, angiopoietina-2,
IL-33 e VWFA2, relacionados com os exames de hemoglobina, hematdcrito, eritrocito e
coagulopatia induzida pelo veneno da Bothrops. Finalmente, biomarcadores angiopoietina-1,
angiopoietina-2 e VWF-A2 apresentam potencial para serem usados no diagndstico precose de
alteracdes na coagulacao, podendo contribuir em intervencdes terapéuticas e clinicas
relacionadas ao envenenamento por serpentes do género Bothrops erythromelas.

Palavras-chave: Bothrops. Envenenamento. Coagulagdo. Biomarcadores.



ABSTRACT

ENDOTHELIAL AND COAGULATION BIOMARKERS IN BOTROPIC
ENVENOMATION

Ophidian accidents are an underestimated public health concern worldwide. It affects around
5.4 million people, resulting in 1.8 to 2.7 million illnesses and approximately 81,410 to 137,880
deaths. Snakes from the Viperidae family are the ones of greatest medical interest in Brazil,
causing botropic accidents. The genus Bothrops sp. is responsible for more than 70% of the
cases of snakebite accidents reported annually in Brazil. This study investigated the association
between coagulation disorders and endothelial dysfunction in patients after botropic
envenomation, using the biomarkers angiopoietin-1, angiopoietin-2, syndecan-1, VCAM-1, IL-
33 and VWF-AZ2. It was conducted as a prospective, single-center cohort study, analyzing three
collections at different time intervals (0-8, 12-16 and 24-28 hours) from 34 patients admitted to
an emergency department due to Bothrops erythromelas snake bites. The study was carried out
with patients treated at CIATOX at the Instituto Doutor José Frota, a renowned hospital for
emergency toxicology care in Fortaleza-CE. Poisoning occurred mainly in the male population,
at an average age of 46.3 = 14.5 years. Around 80% of the patients had blood incoagulability.
In the first sampling, there were no differences in the parameters of platelets, leukocytes,
hemoglobin, hematocrit, erythrocytes, glucose, sodium, potassium, calcium and chloride
between the patients with and without bleeding. In the second sampling, a decrease in
hematocrit and red blood cell count was observed in the patients with bleeding. In the third
collection, patients with bleeding had lower hemoglobin, hematocrit and red blood cell counts
compared to those without bleeding. Between 12 and 16 hours after the snakebite, patients who
bled had higher serum levels of syndecan-1 and lower levels of 1L-33 compared to those who
did not bleed. These differences decreased 24 hours after the bite, with no significant
differences in the non-conventional biomarkers VWFAZ2, syndecan-1 and 1L-33. IL-33 showed
an increase between the first and second sampling, but it was not significant. Von Willebrand
factor showed a reduction followed by an increase between samples, which was not statistically
significant, but indicated an initial drop followed by an attempt to normalize. The new
biomolecules are important for diagnosing Bothrops erythromelas snake envenomation. The
bleeding group showed significant levels of angiopoietin-1, angiopoietin-2, IL-33 and VWFA2
biomarkers, related to hemoglobin, hematocrit, erythrocyte and Bothrops venom-induced
coagulopathy tests. Finally, the biomarkers angiopoietin-1, angiopoietin-2 and VWF-A2 have
the potential to be used in the early diagnosis of coagulation alterations and could contribute to
therapeutic and clinical interventions related to Bothrops erythromelas snake envenomation.

Keywords: Bothrops. Envenomation. Coagulation. Biomarkers.
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1 INTRODUCAO
1.1 Aspectos epidemiol6gicos do envenenamento por serpentes

Globalmente, os acidentes ofidicos acometem cerca de 5,4 milhdes de pessoas,
resultando em 1,8 a 2,7 milhdes de adoecimentos e, aproximadamente, 81.410 a 137.880 mortes
(WHO, 2023). Em paises tropicais e subtropicais, onde as condi¢des climaticas e ambientais
favorecem a adaptacdo de diferentes espécies de serpentes, esses acidentes representa um
problema de saude publica, visto que sdo os mais frequentes e ocasionam um grande namero
de sequelas e oObitos, além de afetarem as questdes sociais e econémicas (Mise; Lira-da-Silva;
Carvalho, 2007; Mendonca-da-Silva et al., 2017; WHO, 2023). Devido a isso, a Organizacao
Mundial da Sadde (OMS), em 2009, incluiu o ofidismo na lista de Doengas Tropicais
Negligenciadas (DTN) (WHO, 2014).

No Brasil, as informacdes e/ou notificacdes em relacdo aos envenenamentos por animais
peconhentos sdo coletados através de alguns sistemas, como o Sistema de Informacdo de
Agravos de Notificagdo (SINAN) e o Sistema Nacional de Informagdes Toxico-Farmacologicas
da Fundagdo Oswaldo Cruz (SINITOX/FIOCRUZ/MS), sendo 0s primeiros acometimentos
notificados a partir do ano de 2001, porém, mesmo com a existéncia de diversos sistemas de
notificacdo, ainda ha subnotificacdo, seja por falta de recursos, assisténcia ou distancia dos
respectivos centros de informacdo (Leite et al., 2017).

Mesmo diante deste cendrio, em 2021, 257.073 acidentes por animais peconhentos
foram registrados no Brasil e, destes, 31.354 foram ocasionados por serpentes, representando
12,2% das notificacbes e sendo o segundo mais comum (SESA 2023). O Ceara no periodo de
2012 a 2022, registrou um total de 66.714 casos de acidentes por animais peconhentos, dos
quais 9.061 (13,58%) foram atribuidos a mordidas de serpentes.

De acordo com o SINAN, no ano de 2022, os envenenamentos ofidicos representaram
aproximadamente 10,6% do total de acidentes no Ceard. Em relagdo a faixa etaria, a maior
incidéncia dos acidentes ocorreu com pessoas entre 15 e 59 anos de idade; enquanto 54,8%
destes ocorreram em individuos do sexo masculino. Quanto a escolaridade, 54,8% das vitimas
tinham ensino fundamental incompleto, ou ensino médio completo, o que pode caracterizar
populagdes de baixa renda (Brasil, 2022).

Conforme dados do SINAN, sobre a distribui¢cdo dos acidentes e obitos por ofidismo,
no Brasil, a taxa de letalidade do ofidismo botrépico € de 0,33% no ano de 2022. Isso significa

gue, em média, 0,33% dos casos de picadas de serpentes botropicas resultam em &bito
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(Ministério da Salde, 2023). Abaixo estd apresentado o nimero de acidentes relacionados a

taxa de letalidade e ao tempo decorrido entre a picada e o atendimento médico (figura 1).

Figura 1 — Numero de acidentes relacionados a taxa de letalidade e o tempo entre a picada e 0

atendimento médico, Ceara, 2018-2022.
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Fonte: COVEP/CEVEP/SINANNET (2022).

Em relagdo ao tempo entre a picada e o atendimento médico dos individuos, a maior
parte dos atendimentos foi realizada em até 3 horas pos-acidente, o que reduz
consideravelmente as chances de um progndstico do paciente, bem como a letalidade. Nesse
grupo de pacientes, a taxa de letalidade foi de 0,15%, enquanto em pacientes atendidos ap6s 24
horas, a taxa foi de 0,27%.

As serpentes peconhentas das familias Viperidae e Elapidae sdo as de maior interesse
médico, ocasionando o0s acidentes botropico (serpentes dos géneros Botrhops e Bothorocophias
- jararaca), crotalico (serpentes do género Crotalus - cascavel), elapidico (serpentes dos géneros
Micrurus e Leptomicrurus — coral-verdadeira) e laquético (serpentes do género Lachesis -

surucucu-pico-de-jaca) (Costa et al., 2021).

1.2 Género Bothrops sp.

No Brasil, 0 género Bothrops sp. é responsavel por mais de 70% dos acidentes ofidicos
e abrange espécies Bothrops atrox, Bothrops brasili, Bothrops jararacussu, Bothrops jararaca,
Bothrops leucurus, Bothrops marajoensis, Bothrops moojeni, Bothrops muriciensis, Bothrops

erythromelas e Bothrops lutzi (Costa e Bernils, 2018).
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Desde 2017, o acidente ofidico, conhecido como ofidismo, foi incluido entre as 20
doencas tropicais negligenciadas (DTNs), e um plano estratégico foi formulado visando a
reducdo de mortes em 50% até 2030, de acordo com a meta estabelecida pela Organizacédo
Mundial da Saude (OMS). Essa lista também abrange outras enfermidades comuns no Brasil e
em outros paises de baixa renda ou em desenvolvimento, como a doenca de Chagas, dengue e
chikungunya, as quais, embora preveniveis, ainda provocam oObitos ou sequelas (Instituto
Butantan, 2023).

Tabela 1 — Principais serpentes do género Bothrops sp., nomes populares e distribuigdo
geogréfica no Brasil

NOME NOME POPULAR DISTRIBUICAO GEOGRAFICA
CIENTIFICO
B. alternatus Urutu, urutu-cruzeira ou cruzeira Sul, Sudeste, Centro-Oeste
B. atrox Surucucurana, jararaca-do-norte, Norte, Nordeste, Centro-Oeste

combdia ou jararaca-do-rabo-branco

B. erythromelas Jararaca-da-seca Nordeste e Sudeste
B. jararaca Jararaca ou jararaca-do-rabo-branco Sul, Sudeste, Nordeste
B. jararacucu Jararacugu Sul, Sudeste, Nordeste, Centro-Oeste
B. leucurus Jararaca-Malha-de-sapo Nordeste
B. moojeni Jararacdo, jararaca ou caigara Nordeste, Norte, Centro-Oeste,
Sudeste, Sul
B. neuwiedi Jararaca-pintada Todo o pais, exceto Amazodnia

Fonte: Adaptado de Nota Técnica n°® 14/2021, CIATOX-PR, 2022.

Bothrops erythromelas, conhecida popularmente como “jararaca-da-seca”, foi
identificada como a principal causadora de acidentes ofidicos no Nordeste do Brasil. Essa
espécie é comumente encontrada na regido da Caatinga, predominantemente nos estados de
Alagoas, Bahia, Ceara, Maranh&o, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do
Norte e Sergipe (Albuquerque et al., 2020). No entanto, B. erythromelas também pode ser
distribuida em ambientes aridos e semiaridos que circundam florestas tropicais secas e
deciduas, além de areas rochosas, vegetagéo rasteira de bromélias terrestres e margens de rios
(Lira-da-Silva et al., 2009; Albuquerqgue et al., 2020).
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A distribuicdo geografica das espécies de serpentes é atribuida a fatores ecoldgicos, de
evolucdo, climéticos e capacidade de distribuicdo em outras regides do pais (Giannini et al.,
2012). No Ceara, dentre 0s 9.061 casos de acidentes ofidicos registrados 2012 a 2022, 5.291
(58,39%) foram atribuidos ao género Bothrops ssp. (Jararaca), distribuidos em 162 (88%) dos
184 municipios existentes. Os municipios com o maior numero de notificagdes por Bothrops
ssp. (Jararaca) foram Taug, com 235 casos (4,44%), e Vicosa do Ceard, com 177 casos (3,34%).
Esses municipios estdo localizados nas superintendéncias do Sertdo Central e Norte,

respectivamente (Figura 2).

Figura 2 — Distribuicdo Espacial dos acidentes por Bothrops sp., (Jararaca) no estado do Ceara,
2012 a 2022*.

N2 de
Superintendéncia Coordenadoria Municipio  notificacdes %
Taud Taud 235 4,44
Regido do Sertdo Quixads Quixada 132 2,49
Central - SRCEN Banabuil 118 2,23
Canindé Boa Viagem 119 2,24
Tiangua 190 3,59
: Vigosa do
i - T
Regifio Norte g Cears 177 334
SRNOR -
Ubajara 134 2,53
Crateus Independéncia 126 2,38
Regido do Litoral Morada Nova 162 3,06
X Russas
Leste/ Jaguaribre - Russas 107 2,02
SRLES Aracati Aracati 156 2,94
Regido de Fortaleza Baturité Itapitina 115 2,17

>

Fonte: SESA/CEVEP/COVATI/SINAN.

1.3 Veneno de serpentes do género Bothrops sp.

O veneno de serpente € uma complexa mistura de componentes, compreendendo uma
variedade de moléculas biologicamente ativas, principalmente peptideos e proteinas, que
representam mais de 95% do peso seco do veneno de serpente. Os outros 5% consistem em
lipidios, carboidratos e aminas biogénicas (Tasoulis e Isbister, 2017).

As proteinas desempenham diversas fungdes, auxiliando na captura e digestdo das
presas ap0s 0 envenenamento. Essas proteinas também interagem de maneira especifica e

altamente receptiva com estruturas-alvo, como enzimas, receptores ou canais idnicos,
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desencadeando respostas especificas (Casewell et al., 2013; Estevdo-Costa et al., 2018; Oliveira
et al, 2022).

A composicdo do veneno de serpente pode ser categorizada em dois grupos distintos,
moléculas enzimaticas e ndo enzimaticas. Entre as moléculas enziméaticas mais comuns e
abundantes encontradas no veneno de serpente estdo as fosfolipases A2 (PLA>), as
metaloproteinases (SVMP), as serino proteases (SVSP) e as L-aminoacido oxidases (LAAO)
(Bedraoui et al., 2024). O segundo grupo é composto pelas moléculas ndo enzimaticas, tais
como as neurotoxinas, as cardiotoxinas, e as citotoxinas (Bocian e Hus, 2020).

Baudou e colaboradores (2021) estudaram o proteoma dos venenos de 3 espécies de
Bothrops da América do Sul e identificaram uma grande quantidade de SVMP, 3-FTxs e
fosfolipases A2 (PLA2). Além desses, 0 veneno também pode conter nucleotidases (SVNP),
fatores de crescimento do nervo (VNGF), peptideos natriuréticos tipo C (CTNP), fatores de
crescimento endotelial vascular (VEGF), proteinas secretoras ricas em cisteina (CRISP),
crotaminas (CTM), fosfodiesterases (PDE), L-amino&cido oxidases (LAAO), lectinas tipo C
(CTL), lectinas semelhantes ao tipo C (CTLL), inibidores de serina protease do tipo Kunitz
(KUN), proteinas semelhantes a ohanina (OHA), lipases acidas lisossomais A (LIP),
hialuronidases (HY ALU), ecto-5"-nucleotidases (ECTON) e glutaminil ciclases (GLUTCYC).

O veneno de B. erythromelas é predominantemente composto por SVMPs, PLA2,
SVSPs, CTL, peptideos potencializadores de bradicinina (BPP) e desintegrinas (Jorge et al.,
2015). Embora ndo demonstre atividade semelhante a trombina devido ao seu potencial
fibrinogenolitico, contém toxinas com significativo potencial de ativacdo da protrombina. A
toxina beritrativase, responsavel por essa ativacao, foi isolada e caracterizada. Adicionalmente,
a PLA2 Asp49 atua como inibidora da funcéo plaquetaria (Silva et al., 2003; Cavalcante et al.,
2022).

1.4 Manifestagdes clinicas do envenenamento botropico

O acidente botropico caracteriza-se por manifestacdes clinicas locais e sistémicas. As
manifestacdes locais incluem edema, dor, podendo surgir bolhas com contetido hemorragico,
necrotico ou seroso. Em relagdo as manifestacGes sistémicas podem ser vistas hematurias,
purpuras e sangramento moderado, podendo evoluir para hemorragias intensas, choque e

insuficiéncia renal nos casos graves (Oliveira, 2014).
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A letalidade do acidente botropico pode estd associada com os efeitos sinérgicos entre
os fatores pré-hemorragicos, anticoagulantes, e o efeito hipotensor, levando o paciente a um
quadro intenso de hemorragia que pode levar a 6bito (Mota et al., 2021).

Em relacdo a classificacdo da gravidade dos acidentes ofidicos, o critério de
classificacdo utilizado é o do Ministério da Saude do Brasil, que se baseia em manifestacoes

clinicas e sistémicas (tabela 2).

Tabela 2. Classificacdo de acidente botrdpico, manifestacéo clinica e tratamento farmacologico.

Manifestacao clinica Leve Moderado Grave
e Tratamento

farmacologico

Edema, dor e equimose Ausentes ou Evidentes Intensas
(Locais)* discretas 2 segmentos 3 segmentos
1 segmento
Choque, hemorragias e Ausente Ausente Presente

andria (Sistémicas)
Tempo de coagulagdo  Normal ou alterado  Normal ou alterado  Normal ou alterado

Soroterapia 2-4 ampolas 4-8 ampolas 12 ampolas

Via Intravenosa

Fonte: Brasil, Ministério da satde.

Os efeitos locais geralmente incluem dor, inchaco, sangramento local e inflamag&o. Essa
condicdo muitas vezes evolui para necrose tecidual. Ja os efeitos sistémicos podem resultar em
coagulagdo, hipotenséo arterial, alteracbes hemodinamicas, hemdlise intravascular, leséo aguda
do miocéardio, edema pulmonar, insuficiéncia renal aguda, faléncia de multiplos érgdos e varias
formas de hemorragia (Jorge, 2015).

A severidade desses efeitos depende de diversos fatores que podem ter relacdo com a
serpente, como espécie, idade, quantidade de veneno injetado, tipos e quantidades de toxinas

presentes no veneno, procedéncia geografica, dentre outros; assim como estar relacionado com
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a vitima (idade, peso, regido da mordedura, uso de torniquete, presenca de comorbidades, entre
outros). O tempo decorrido entre a mordedura e a soroterapia influencia bastante no
aparecimento e na gravidade dos sintomas, pois quanto maior a demora na administracao do
soro antiveneno, mais severas as consequéncias ao individuo (Castro, 2016; Wen e Malaque,
2013).

Os exames laboratoriais evidenciaram leucocitose, plaquetopenia, alteracdo de
coagulacao e presenca de hemacias, proteinas, leucocitos e hemoglobina na urina, indicando
possiveis complicacdes decorrentes das picadas de cobra do género Bothrops. Esses resultados
séo de extrema importancia para a identificacdo precoce de manifestacdes sistémicas graves,
permitindo uma intervencdo médica adequada e oportuna para prevenir complicacbes mais
sérias (Silva e Pardal, 2018).

Caso ndo sejam realizados o tratamento adequado e a soroterapia, o0 quadro pode evoluir
para o aparecimento de abscesso, necrose e sindrome compartimental. Além disso, pode
acontecer também infecg@o no local da mordedura por bactérias presentes na microbiota bucal
da serpente, 0 que pode comprometer, irreversivelmente, estruturas como musculos e 0ssos,
danos esses que podem ser agravados com o uso de torniquetes (Santos et al., 2016).

A hemorragia sistémica pode acontecer mesmo quando o paciente apresenta niveis
normais de plaquetas, sugerindo também um dano intravascular (Castro, 2022). Ademais, as
toxinas das serpentes podem induzir a formagdo de microtrombos, devido a geracdo de
trombina, em decorréncia da formacéo de fibrina, e armazenamento dela no vaso. A formacéo
de microtrombos, seguida de lesdo endotelial e hemdlise intravascular sdo alguns dos eventos
mais importantes no envenenamento botropico (Larréché et al., 2021; Alves et al, 2018; Chan
etal., 2019).

1.5 Biomoléculas endoteliais e de coagulacéo

1.5.1 Endotélio e glicocalix

O endotélio é importante na regulacdo da homeostasia vascular, funcionando como
barreira e regulando o metabolismo da parede vascular. As células endoteliais participam, do
controle do ténus vascular, coagulacdo, interacbes com leucdcitos e plaquetas, principalmente
através da liberacdo de mediadores vasoconstritores e vasodilatadores (Chang et al., 2013). No

revestimento do endotélio, esta presente o glicocalix, uma rede de glicoproteinas e glicolipideos
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que regula a homeostasia desse tecido, bem como a comunicagdo com outros elementos

celulares (Figura 3) (Nieuwdorp et al., 2005; Reitsma et al., 2007).

Figura 3 — Representacédo do glicocalix

£
H (4 Acido hiakor dnico

Eritrdcitos

Célula endotclial
Fonte: Adaptada de REISTMA et al. (2007).

Dentre as funcbes do glicocélix, destacam-se a manutencdo da barreira de
permeabilidade vascular, producdo de 6xido nitrico, reserva de enzimas antioxidantes, como
superdxido dismutase, e fatores anticoagulantes. Essa estrutura participa ainda da resposta
inflamatdria, prevenindo a adesdo de leucdcitos e producdo de citocinas, estando a ruptura do
glicocélix ligada com o aumento da permeabilidade capilar, inflamacdo e edema (Bruegger et
al., 2015).

Os envenenamentos causados por serpentes viperideas frequentemente apresentam uma
coagulopatia por consumo de veneno, que resulta em mudancas significativas nos parametros
laboratoriais de coagulacdo. Esse efeito é principalmente desencadeado por enzimas pro-
coagulantes presentes nesses venenos, como as metaloproteinases (SVMPS) e serina
proteinases, que ativam diversos fatores de coagulagdo ou geram codgulos de fibrina por meio
de enzimas semelhantes a trombina, também conhecidas como enzimas pseudo-pro-
coagulantes (Swenson et al., 2021).

Além disso, 0s venenos viperideos induzem trombocitopenia e hipoagregacao
plaquetaria. Tais alteracbes hemostaticas contribuem para a hemorragia local e sistémica
causada por esses venenos, ao potencializar a acdo das SVMPs hemorrégicas, que

comprometem a integridade dos microvasos ao clivar componentes criticos da membrana basal.
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Portanto, as mudancas hemostaticas desempenham um papel crucial no quadro de
envenenamento por picada de viperideo (Escalante et al., 2011; Camacho et al., 2023).

A coagulopatia por consumo de veneno € o efeito sisttmico mais importante do
envenenamento por serpentes. Os testes de coagulacao sdo Uteis para diagnosticar com precisdo
e rapidez a coagulopatia por consumo induzida por veneno e administrar antiveneno, que € o

unico tratamento especifico disponivel (Wedasingha et al., 2020).

1.5.1.1 Molécula de Adeséao Celular (CAM)

As CAM sdo glicoproteinas expressas na superficie celular que medeiam a adesao
intercelular, recrutamento e migracao seletiva de células inflamatdrias dos vasos até o local da
lesdo, funcionando ainda como moléculas sinalizadoras e reguladoras da inflamac&o e resposta
imune. As CAM séo divididas em quatro classes: integrinas, selectinas, imunoglobulinas e
caderinas. Dentre as selectinas, estdo a I-selectina, e-selectina e p-selectina, localizadas nos
leucdcitos, endotélio e plaguetas, respectivamente, conforme mostra a figura 4 (Francischetti et
al., 2010).

Figura 4 — Integrinas

Heparano-sulfatos Acido hialurbnico
“ Condroitina-sulfatos ¢ -
crescimento

Fonte: Adaptado de RABELINK et al., 2010.

As moléculas de adesdo celular, como as integrinas e selectinas, sdo moléculas
expressas no endotélio vascular, importantes na adesdo, como a vascular adhesion molecule-1
(VCAM-1) e intercelular adhesion molecule-1 (ICAM-1). O ICAM-1 é um biomarcador que
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tem papel importante na injdria renal aguda (IRA) (Edelstein; Akcay; Nguyen, 2018). As
imunoglobulinas sdo expressas como receptores para as integrinas leucocitarias, ocorrendo

assim, a migracéo dos leucocitos para os sitios inflamatorios (Francischetti et al., 2010).

1.5.2 Angiopoietina-1 (ANG-1) e Angiopoietina-2 (ANG-2)

As angiopoietinas sdo citocinas ndo miogeénicas de células endoteliais que auxiliam na
proliferacdo e remodelacdo do endotélio durante processos inflamatérios. A Ang-1 esta
associada a uma vasculatura estavel e a Ang-2 com uma atividade angiogénica patoldgica,
sendo as duas proteinas competidoras pelo receptor TIE-2 nos sitios de remodelamento vascular
(Fagiani; Christofori, 2013; Tsigkos et al., 2003).

As angiopoietinas (Angs) sdo constituidas de um sistema de quatro ligantes (Ang-1,
Ang-2, Ang-3 e Ang-4), sendo a angiopoietina 1 (Ang-1) e a angiopoietina 2 (Ang-2) as que
mais frequentemente se alteram em desordens sistémicas. Além disso, possui dois receptores
de tirosina quinase (TIE-1 e TIE-2). Ang-1 e Ang-2 sdo formados por trés dominios, sendo uma
regido N-terminal, um segmento helicoidal e um dominio fibrinogénio C-terminal (Thurston,
2003; Thomas; Augustin, 2009).

A Ang-1 tem funcdo de promover a reorganizagdo celular endotelial e manter a
integridade estrutural dos vasos sanguineos, principalmente por meio do alistamento e interacdo
com células periendoteliais (Augustin et al., 2009). Além disso, inibe a ativacdo da barreira
endotelial vascular, reduzindo assim, o sangramento e migracdo de leucécitos induzidos por
agentes inflamatérios (Kappou et al., 2015). Por conseguinte, a Ang-2 age como um antagonista
das acbGes da Ang-1, rompendo as ligacOes entre o endotélio e as células perivasculares,
promovendo a morte e regressdo vascular. Além disso, a Ang-2 torna as células endoteliais mais
acessiveis ao VEGF, o que promove uma maior neovascularizacdo (Scharpfenecker et al.,
2005). No entanto, é preciso destacar que caso haja insuficiéncia dos estimulos angiogénicos,
a Ang-2 induz a morte das células endoteliais (Dunk et al., 2000).

A Ang-2 compete com a Ang-1 pelo receptor TIE-2, reduzindo assim, os efeitos anti-
inflamatorios e diminuindo a estabilidade e maturacdo vascular. A angiogénese ¢é
frequentemente associada a um quadro de inflamacdo crénica, ndo se limitando apenas a
inflamacGes prolongadas, mas também a processos inflamatorios agudos (Fiedler et al., 2004).
A angiogénese patologica é descrita por um processo de inflamacéo intensa, hiperplasia e
hipertrofia vascular, causando um extravasamento de arteriolas e vasos menores, 0 que pode

ainda ser influenciado pelas espécies reativas de oxigénio (EROs), aléem do acentuado aumento
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de liberacdo de citocinas pré-inflamatorias, o que estimula o aumento dos niveis de Ang-2
(Imhof; Aurrand-Lions, 2006).

O papel das angiopoietinas em doencas endoteliais renais ainda nao é muito elucidado,
porém, um estudo in vivo mostrou que ratos com doenca renal glomerular apresentavam
expressdo de Ang-1 reduzida e Ang-2 aumentada, e isso, estava associado com um processo de
apoptose celular. Por conseguinte, a mensuracdo dos niveis dessas proteinas pode ser uma
ferramenta valiosa para auxiliar no diagnostico e acompanhamento de pacientes renais (Campos
et al., 2018). De forma didatica, a estrutura tridimensional das angiopoietinas 1 e 2 pode ser

representada abaixo.

Figura 5 — Representacdo esquematica da estrutura tridimensional das angiopoietinas.

Ang-2 Ang-1

Fonte: RCSB PDB (2024).

1.5.6 Fator de Von Willebrand (VWF-A2)

O fator de von Willebrand (VWF-A2) é uma glicoproteina produzida nas células
endoteliais dos megacariocitos a partir de um precursor, sendo ele denominado de pro-VWF. A
partir dele, sdo formados dois outros polipeptideos, FVW maduro e FVW propeptideo. O FVW
maduro atua na adesdo das plaquetas ao endotélio, estabilizando o fator VIII do processo de
coagulagdo. Enquanto, o FVW propeptideo age na polimerizacdo e armazenamento do FVW

maduro a nivel de corpusculo de Weibel-palade proveniente das células endoteliais (Lorenzi,
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2013). O FVW é uma proteina de alto peso molecular, com subunidades de 270 kDa cada e,
aproximadamente, 2.050 aminoacidos, e um tempo de meia-vida de 20 horas (Anstadt, 2002).

O FVW maduro e o FVW propeptideo possuem ainda quatro tipos de dominios, onde
cada um possui fungdes diferenciadas, como sitios de ligacao a plaquetas, sitios de ligacao ao
colageno, dentre outros (Mendolicchio; Ruggeri, 2005). A figura 5 abaixo mostra os dominios

e as estruturas que interagem entre si e com o FVW.

Figura 6 — Dominios do VWF-A2 e suas interagdes.

propeptideo FYW maduro
D1 D2 D' D3 Al A2 A3 D4 B C1 C2CK
T I I [ L (I
Fill Gplb Colégeno Gpllbillla
Peptideo de Colégeno
sinal
2N 2B e 2M 28

Fonte: Adaptado de Ministério da Saude (2008); FVIII, fator VIII; Gp Ib, glicoproteina Ib; Gp llb/llla,
glicoproteina I1b/llla.

O fator de von Willebrand é composto por um peptideo de sinal, um propeptideo e sua
porcdo madura. O colageno se conecta a dois dominios: Al e A3. A Gplb se liga ao dominio
Al, a Gpllb/llla se liga a0 dominio C1, enquanto o FVIII se liga aos dominios D' e D3
(Ministério da Saude, 2008). Entre as principais funcbes do fator de von Willebrand (VWF-
A2), destacam-se a ligacdo ao colageno presente no subendotélio e nas plaquetas, formando o
tampdo plaquetario no local da lesdo. Além disso, 0 FVW se liga e transporta o fator VIII
(FVI), prevenindo sua degradacdo no plasma por enzimas proteoliticas (Castman et al., 2003).

As alteracOes qualitativas e quantitativas no FVW podem levar a hemorragias em um
quadro conhecido como doenca de von Willebrand (Brasil, 2008). Ademais, agentes externos
também podem afetar a coagulabilidade sanguinea, como é o caso do acidente botrépico, que
pode estar associado a alteragdes nesse fator sanguineo. De forma didatica, a estrutura

tridimensional do fator de von Willebrand pode ser representada abaixo.
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Figura 7 — Representacdo esquematica da estrutura tridimensional do fator de von Willebrand.

Fonte: RCSB PDB (2024).

1.5.7 Interleucina 33 (IL-33)

Inicialmente quando descoberta, a IL-33 era classificada como uma proteina que tem
acao no nacleo, produzida por células endoteliais, porém, posteriormente, foi descrita como
uma citocina membro da familia das interleucinas 1, estando seus genes localizados no
cromossomo 9. A IL-33 € uma proteina de 30 kDa com um dominio nuclear, um central e outro
IL-1-like, conforme a figura 6. Esse Gltimo dominio protege a proteina da clivagem de caspases

durante a morte celular (Cayrol e Girard., 2018).

Figura 8 — Representacdo esquematica dos dominios da IL-33.
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Fonte: Adaptado de SILVA (2021).
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A 1L-33 é produzida nas células endoteliais, epiteliais e através de fibroblastos durante
0s processos hemostéaticos e inflamatdrios, sendo expressa, em niveis fisiologicos em 6rgaos
como coracdo, pulmdes, pele, figado, baco, linfonodos, dentre outros. Sua acdo anti-
inflamatdria acontece via supressao de tumorigenicidade (ST2), um receptor pré-inflamatorio,
conhecido também como IL-1RL1. O ST2 é comum em células do sistema imune, como
eosindfilo, basofilo, neutrdfilo, linfocitos T (perfil Thl ou Th2), por exemplo. Além disso, a
IL-33 também interage com receptores de IL-1a, IL-1p ¢ IL-36 (Gungor et al., 2017; Chen et
al., 2017; Voloshyna et al., 2015; Yang et al., 2016).

Além das funcdes de modulacdo da resposta imunologica, a 1L-33 também atua nas
respostas aos linfocitos T helper dos tipos 1 e 17 (Thl e Thl7), induzindo a producdo de
citocinas anti-inflamatdrias, por meio dos linfocitos T helper do tipo Th2, como a IL-5 e I1L-13
(Kunisch et al., 2012).

De acordo com Chen e colaboradores (2017), a IL-33 é importante para a resposta imune
mediada pelas células Th2, sdo produzidas por células endoteliais e epiteliais, estando o seu
papel das injurias teciduais ainda pouco elucidados (Chen et al., 2017; Gungor et al., 2017).
Diante disso, durante o estresse inflamatdrio, a producéo de 1L-33 por essas células pode ser
acentuada. Ademais, essa citocina pode influenciar no desenvolvimento de fibrose de células
tubulares (Akcay et al., 2016). Os niveis séricos de IL-33 estdo mais alterados em pacientes
com diferentes injUrias teciduais, e podem ainda promover um intenso infiltrado de células
inflamatdrias, como eosinofilos, linfocitos e neutréfilos (Brito, 2019).

De forma didatica, a estrutura tridimensional da interleucina-33 pode ser representada

abaixo.

Figura 9 — Representacdo esquematica da estrutura tridimensional da IL-33.

Fonte: RCSB PDB (2024).
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1.5.8 Molécula de Adesao Vascular-1 (VCAM-1)

A molécula de adeséo vascular-1 (VCAM-1), ou CD106, é uma glicoproteina com peso
molecular de 90 kDa que atua participando da adesao de células de defesa do nosso organismo,
principalmente leucdcitos, no endotélio na presenca de um processo inflamatério (Kong et al.,
2018; Paulus et al., 2011). A VCAM-1 encontra-se na superficie de células endoteliais, bem
como de macrdfagos, células dendriticas, mioblastos, células de Sertoli, entre outras. Além
disso, altas concentracdes de VCAM-1 podem ser obtidas por estimulo das citocinas, como
TNF-alfa e IL-1 (Reitsma et al., 2007).

A formacdo de microtrombos e a migracéo de leucécitos através das células endoteliais
para o compartimento intersticial renal podem contribuir para a disfuncdo vascular. Essa
disfuncdo é um fator precoce e proeminente na IRA, levando aos processos de
isquemia/reperfusdo (I/R) e comprometendo o fluxo sanguineo e sua regulagéo. Isso ocorre
devido ao intumescimento das células endoteliais, além da ruptura da monocamada endotelial
e do glicocalix, juntamente com a regulacdo positiva de moléculas de adesdo, como ICAMSs
(moléculas de adesdo intercelular), VCAM-1 (moléculas de adesdo celular vascular-1) e
selectinas. Esses eventos resultam em um aumento das interacfes endotélio-leucdcito e no
desenvolvimento de edema no compartimento intersticial (Edelstein, 2018; Albuquerque et al.,
2020).

Tal molécula desempenha um papel crucial no envenenamento por serpente do género
Bothrops erythromelas, podendo causar uma série de reacdes, dentre elas: inflamacéo
localizada e alteracfes na permeabilidade vascular. A VCAM-1 é expressa em celulas
endoteliais revestindo os vasos sanguineos, facilitando assim, a adeséo de células imunoldgicas,
como leucdcitos, ao endotélio, promovendo o recrutamento dessas células para as areas afetadas
(Castellanos et al., 2020).

Diante disso, 0 aumento da expressdo de VCAM-1 pode contribuir para uma resposta
inflamatdria aumentada, resultando em uma migracao intensa dos leucdcitos, potencialmente
agravando o inchago, a dor, e o dano tecidual. Além disso, pode estar associada ainda a
angiogénese, podendo restaurar o suprimento de sangue nas areas afetadas, prolongando o
processo de cicatrizacdo (Claure-Del; Macedo; Mehta, 2011). De forma didatica, a estrutura
tridimensional do VCAM-1 pode ser representada abaixo.
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Figura 10 — Representacdo esquematica da estrutura tridimensional do VCAM-1.

Fonte: RCSB PDB (2024).

1.5.9 Sindecano-1: Papel Crucial na Interacdo Molecular e Regulacéo Fisiologica

Sindecano-1 (Syndecanos ou syndecans) sdo proteoglicanos heparano-sulfatos (PHS)
compostos de um esqueleto proteico modificado por cadeias de heparano-sulfato (HS) e
condroitina-sulfato (CS). A presenca dessas cadeiras permite interacdo com diversas outras
moléculas do nosso organismo (Tkachenko; Rhodes, Simons, 2005). Sindecano-1, quando
detectado no plasma sanguineo, serve como biomarcador de lesdo do glicocalix endotelial
(Nieuwdorp et al., 2005). Kim e colaboradores (2017) complementam que todos eles contém
uma proteina central transmembrana, a qual as cadeias laterais de glicosaminoglicanos estéo
ligadas covalentemente em dominios extracelulares. Syndecana-1 € um componente crucial do
glicocalice endotelial, uma camada protetora que reveste o endotélio luminalmente.

Cada sindecano possui um dominio citoplasmatico curto, uma transmembrana e um
extracelular. O dominio extracelular varia de tamanho de 20 a 45 kDa e é muito diferente dos
outros dominios. Nos vertebrados, estdo inseridos quatro genes para syndecan (syndecan-1,
syndecan-2, syndecan-3 e syndecan-4). Syndecan-1 é o principal deles e € liberado no endotélio
e células plasmaticas. Algumas teorias apontam que a sua expressao € induzida por processos
inflamatdrios, e que pode auxiliar na regulacéo, tanto dessas respostas, como aquelas respostas

reparadoras (Multhaupt et al., 2009; Bielecka-Dabrowa et al., 2013; Frangogiannis, 2011).
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Figura 11 — Estrutura espacial dos syndecanos

Cadobas de HS
Cadeias de €S
. b . u»unx?iémamaxo .

SYND1 SYND2 SYND3 SYND4

Fonte: Adaptado de PAP; Bertrand (2013).

As pessoas que estdo em terapia dialitica contém maior penetracdo de eritrocitos no
glicocélix, o que sugere uma reducédo das suas propriedades. Tais individuos apresentam niveis
séricos aumentados de alguns constituintes do glicocalix, como syndecan-1, que esta envolvido
em diversos processos, como adesdo, diferenciacdo, fisiologia das lipoproteinas, inflamacéo,
dentre outros (Savery et al., 2013; Vlahu et al., 2012; Cortes et al., 2007; Wang et al., 2010;
Adepu et al., 2015).

O Sindecan-1 estd associado a hemodialise intermitente em pacientes gravemente
enfermos. Sua presenca pode ser Util na identificagdo de pacientes com maior risco para tais
eventos, sugerindo que o comprometimento do glicocalix endotelial desempenha um papel na

fisiopatologia da instabilidade hemodinamica (Moura et al., 2023).



JUSTIFICATIVA



33

2 JUSTIFICATIVA

O acidente ofidico é uma preocupacéo de saude publica subestimada em todo o mundo.
Atinge aproximadamente 2,5 milhGes de pessoas a cada ano, resultando em cerca de 125 mil
mortes (Nery et al., 2020). As serpentes das familias Viperidae e Elapidae sdo as de maior
interesse médico no Brasil, ocasionando os acidentes botropicos (Costa et al., 2021). No Ceara,
a serpente Bothrops erythromelas é responsavel pelo maior nimero de casos (SESA, 2023).

As manifestacdes sistémicas dos acidentes botrépicos podem evoluir para hemorragias
intensas, choque e insuficiéncia renal nos casos graves (Oliveira, 2014). O manejo clinico do
envenenamento continua sendo uma preocupacao, especialmente dada a apresentacdo variada
de sintomas e o potencial para coagulopatia com risco de vida.

O estudo de biomoléculas endoteliais e de coagulacéo relacionadas ao envenenamento
por Bothrops erythromelas é essencial para compreender os mecanismos fisiopatoldgicos, por
exemplo, o fator de Von Willebrand, vVWFA2, syndecan-1 e IL-33, dentre outros. Existem
poucos estudos com pacientes disponiveis na literatura especializada, desta forma, é necessario
realizar mais pesquisas para preencher essa lacuna de conhecimento. Esse trabalho ira
investigar a associacao entre disturbios de coagulacéo e disfuncéo endotelial podendo auxiliar
no desenvolvimento de estratégias mais eficazes de prevencdo, diagndstico e tratamento do
envenenamento botrépico, reduzindo assim, a morbidade e mortalidade. Adicionalmente o
estudo poderd possibilitar entender o nivel de protecdo do antiveneno nos cernérios de
distdrbios de coagulacéo e de disfuncédo endotelial.

A presente pesquisa traz contribuigdes importantes, pois se utiliza das novas
biomoléculas para estudar a associacdo entre distdrbios de coagulacdo e disfuncéo endotelial
em pacientes apds envenenamento botrdopico, podendo contribuir para diagndstico precoce dos

dois cenérios que levam a hemorragia e aumentam o risco de morte.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a associacdo entre distdrbios de coagulacdo e disfuncdo endotelial em
pacientes ap6s envenenamento botrépico, bem como o efeito da administracdo do antiveneno.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever as caracteristicas demograficas e laboratoriais de pacientes com
envenenamento botrépico, segundo sintoma de sangramentos;

e Investigar a associacao entre biomarcadores endoteliais e de coagulacdo com o sintoma
de sangramento;

e Investigar os efeitos do soro antiveneno no perfil de biomarcadores endoteliais e

coagulacdo em pacientes com acidente botropico.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de Estudo

Estudo observacional, de coorte, prospectivo e unicéntrico.

4.2 Local do Estudo

O estudo foi realizado no Centro de Informacéo e Assisténcia Toxicoldgica do Ceara do
Instituto Doutor José Frota (CIATOX/IJF), hospital de referéncia em atendimentos de

emergéncia e toxicoldgica da regido Nordeste do Brasil.

4.3 Populagéo do Estudo

Pacientes vitimas de acidentes ofidicos pelo género Bothrops sp. que foram atendidos
no CIATOX/IJF durante o periodo de agosto de 2021 a dezembro de 2022.

Todos os pacientes incluidos no estudo foram acompanhados em ambulatério
especializado, no Instituto Dr. José Frota, onde posteriormente, as amostras foram
encaminhadas ao laboratdrio parceiro de Bioprospeccdo Farmacéutica e Bioquimica Clinica da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

4.3.1 Critérios de inclusao

Foram selecionados os pacientes vitimas de acidente por serpente do género Bothrops
erythromelas atendidos no CIATOX/IJF que obedeceram aos seguintes critérios: (1) Pacientes
com idade acima de 18 anos de idade, (2) Ambos os sexos, (3) Assinatura do Termo de
Consentimento Livre Esclarecido (TCLE), e (4) Pacientes com acidente confirmado causado

por serpentes da espécie Bothrops erythromelas.
4.3.2 Critérios de exclusio
Foram excluidos os pacientes que tiveram 0s seguintes critérios: (1) Pacientes com

diagnostico de diabetes tipo 1 ou 2, (2) Pacientes portadores de hipertensao arterial sistémica

(pressdo arterial sistolica > 140 mmHg e/ou pressdo arterial diastolica > 90 mmHg) e/ou
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insuficiéncia cardiaca (Fragdo de Ejecdo <60% em ecocardiograma transtorécico) (3) Pacientes
com histdria de doenca renal prévia (aguda ou crénica), litiase renal e uso de medicamentos
nefrotdxicos e anticoagulantes, (4) Paciente portador de qualquer outra doenca que possa levar

a disfuncao renal e (5) Pacientes com sorologia positiva para hepatites B, C e HIV.

4.4 Coleta de informaces epidemioldgicas

Os dados sociodemograficos e clinicos foram avaliados no momento da admissdo do
paciente e durante a internacdo hospitalar por meio dos softwares DATATOX (Sistema
Brasileiro de Dados de Intoxicagcdes dos Centros Brasileiros de Informacdo e Assisténcia
Toxicologica) (Fiocruz, 2009) e SINAN (Sistema de Informacédo de Agravos de Notificacdo)
(Ministério da Saude — SINAN, 2023).

4.5 Coleta dos parametros laboratoriais

Parametros hematoldgicos como hemoglobina (Hb), hematocrito (Ht), leucdcitos,
eritrécitos e plaquetas foram analisados utilizando o analisador hematol6gico ADVIA® 2120i
(Siemens Healthineers). Os testes de coagulacdo do tempo de protrombina (TTP) e tempo de
tromboplastina parcialmente ativada (TTPa) foram processados em analisador automaético
Sysmex® CA-1500. Os parametros biogquimicos como glicose foram analisados no
equipamento CMD 800i (Wiener Lab) e os niveis plasmaticos de sddio (Na*), potéassio (K¥),
calcio (Ca") e cloreto (CI) no eletrodo de fons seletivos Electrolyte Analyzer 9180, (Roche®),
com os resultados expresso em mEg/L. A coagulacdo do tempo de protrombina e o tempo de
tromboplastina parcialmente ativada foram definidos de acordo com os seus valores de

referéncia, mostrados na tabela 3.
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Tabela 3 — Valores de referéncia de TAP e TTPa.

Parametro Conceito Tempo (s)
Normais 10-14
TAP Alargados ou anormais 15-120
Incoagulaveis > 120
Normal 22-28
TTPa Alargados ou anormais 29-180
Incoagulaveis > 180

Fonte: Proprio autor (2024).

O TAP é um teste para avaliar a via extrinseca, ou seja, os fatores VII, X, V, Il e 0
fibrinogénio, enquanto o TTPa avalia os fatores da via intrinseca, sendo eles XII, X1, IX e VI,
além de outros fatores da via comum, como X, V, Il e fibrinogénio (Brasil, 2016).

A recuperacdo ou ndo ap6s a administracdo da soroterapia antibotrdpica desses

parametros foram fundamentais para definir uma eficacia clinica do soro antiveneno.

4.6 Coleta e processamento das amostras bioldgicas

As amostras dos pacientes que sofreram mordedura de serpente Bothrops erythromelas,
foram coletadas em trés tempos diferentes (até 8 horas antes da administracdo do antiveneno,
12 a 16 horas ap6s a administracdo do antiveneno e 24 a 28 horas ap6s a administracdo do
antiveneno), sendo a escolha desses tempos baseada no fluxograma segmentado de pacientes
apos soroterapia antibotrépica, que sugere coletas além da internacdo, nas primeiras 12 e 24
horas apds administracdo da soroterapia antibotropica, com o objetivo de realizar maior
acompanhamento clinico e soroterapico dos pacientes.

Cada amostra coletada foi armazenada em recipientes adequados para obtencdo do
sangue total (tubos com EDTA), soro (tubos com ativador de codgulo e gel separador) e plasma
(tubos com citrato de sodio tamponado 3,8%), dos quais foram retiradas aliquotas e congeladas
em freezer — 20°C. Em seguida, as amostras foram encaminhadas para o Laboratorio de
Bioprospeccdo Farmacéutica e Bioquimica Clinica da Universidade Federal do Cearéd (UFC) e
armazenadas a -80 °C para posterior anélise de biomarcadores endoteliais e de coagulagéo,
conforme a figura 8.

Importante ressaltar que as amostras de sangue com EDTA foram utilizadas para

realizacdo dos exames de plaquetas, leucocitos, hemoglobina, hematdcrito e eritrocito,
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enquanto, as amostras de soro foram utilizadas para realizar os exames de glicose, sodio,
potéssio, cloreto e célcio, ja as amostras de plasma citrato foram realizados os exames de TAP,
TTPA e os biomarcadores (ANG-1 e 2, IL-33, VCAM-1, Syndecan-1 e VWFA2).

Figura 12 - Coleta e processamento de amostras sangue para o estudo dos novos biomarcadores.

4T
—_— COLETA 1 (0-8h) ' [
Chegada do paciente no ANASS esleat
IJF — Acidente botrépico | L
B w 3
@ 1 = COLETA : COLETA 2 (12-16h) | ' )
ﬁ ) Apoés a soroterapia .
== 1ye
—_— COLETA 3 (24-28h) - § =
Apo6s a soroterapia
E 4 /
Parimetros laboratoriais b= - v $
7 *  Novos biomarcadores .+ Centrifugagido 3500 rpm — 15min g (s
endoteliais e de coagulagio fgr v

i Centrifugagdo 3500 rpm — Smin

¢  Criopreservacao (-80°C)

Fonte: Proprio autor (2024).

4.7 Biomoléculas analisadas

Angiopoietina-1, Angiopoietina-2, Sindecano-1 (Syndecan-1), Proteina de Adesdo
Celular Vascular 1 (VCAM-1), Interleucina 33 (IL-33) e Fator de Von Willebrand (VWF-A2).

4.8 Dosagem das biomoléculas através da técnica de ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay)

Os biomarcadores foram quantificados em amostras de soro isoladas obtidas nos
primeiros dias de internagdo. Os ensaios para medidas foram baseados em ensaio
imunoenzimatico (ELISA) utilizando kits especificos para cada biomarcador. Os
procedimentos foram seguidos de acordo com as instrugdes do fabricante. Os biomarcadores
realizados foram Angiopoietinas 1 e 2, Syndecan-1, VCAM-1, IL-33 e VWF-A2. E importante
destacar que o kit VWF-A2 possui especificidade para o dominio A2 (anti-A2).
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Inicialmente, as placas foram sensibilizadas com anticorpos especificos (anticorpos de
captura) para cada um dos biomarcadores analisados overnight. Apds, as placas foram lavadas,
sendo entdo, adicionada a solucéo de bloqueio (Albumina sérica bovina — BSA 1% em PBS).
Apods realizada a lavagem, as amostras dos pacientes, e as solu¢fes padréo, foram adicionadas
e incubadas novamente. Em seguida, foram adicionados os anticorpos de deteccao biotinilados
(conjugados a biotina).

Apbs a realizacdo de mais uma lavagem, a estreptavidina (afinidade pela biotina)
conjugada com a enzima peroxidase foi adicionada, e, ap6s a incubacdo, uma nova lavagem foi
feita para retirar anticorpos que ndo se ligaram aos analitos da amostra. Por fim, foi adicionado
um substrato colorimétrico 3,30,5,50-tetrametilbenzidina (substrato TMB, ABCAM, Cat. No
ab171523, Cambridge, MA). Posterior a isso, a reacdo foi parada com solucdo de acido
sulfurico (H2S04) e leitura espectrofotométrica realizada em 450 nm. As concentracdes
(ng/mL) dos analitos foram mensuradas por interpolacdo dos dados em curva-padrao para cada
tipo de biomarcador analisado.

4.9 Analise Estatistica

As variaveis qualitativas foram expressas como contagem absoluta e porcentagens,
sendo comparadas através do teste do qui-quadrado ou exato de Fisher. Todas as variaveis
quantitativas foram testadas para distribuicdo normal usando o teste de Shapiro-Wilk. Dados
normais foram entdo expressos como média + desvio padrdo, e dados ndo normais como
mediana e amplitude interquartil. Para comparacdo entre dois grupos independentes foram
utilizados os testes t de Student ou Mann-Whitney de acordo com a normalidade dos dados. O
teste paramétrico analise de variancia (ANOVA) com pos-teste de Tukey foi usado para
comparag0es entre 3 grupos independentes para dados normais, e para dados ndo paramétricos,
foi utilizado teste de Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn.

Além disso, foram feitas anélises pareadas comparando a evolucdo dos biomarcadores
e exames laboratoriais desde a admissdo e durante o internamento hospitalar, totalizando 3
periodos dependentes. Para dados paramétricos foi utilizado o teste do ANOVA com medidas
repetidas. Foi considerada a esfericidade dos dados usando o teste de Mauchly para avaliar
diferencas entre as médias dos diferentes periodos, mas quando ndo houve esfericidade foi
aplicado o teste de Greenhouse-Glisser. Por fim, foi aplicado o p6s-teste de Sidak para definir
quais pares entre 0s periodos estavam diferindo. Para dados ndo-paramétricos, foi usado o teste

de Friedman, com comparac6es multiplas usando o teste de Wilcoxon. O valor de significancia
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estatistica (p<0,05) foi ajustado para p<0,016, nas compara¢Ges multiplas. Para os demais testes
foi considerado p<0,05 como critério de significAncia. Os dados foram analisados no software
SPSS para Macintosh, versdo 23 (Armonk, NY: IBM Corp.).

O fluxograma abaixo mostrara de forma mais didatica a sequéncia de testes realizado
pela anélise estatistica.

Figura 13 — Fluxograma da sequéncia metodoldgica da anélise estatistica.
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Fonte: Proprio autor (2024).
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4.10 Aspectos Eticos

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica (CAAE:
65315122.4.2002.5047). Os pacientes receberam informacdes sobre a importancia da pesquisa,
e conforme aceitacdo foi fornecido o termo de consentimento livre (TCLE) esclarecido por
escrito para participagcdo na pesquisa. Os resultados de todos os testes realizados foram
fornecidos aos pacientes incluidos na pesquisa e a equipe médica responsavel pela assisténcia
aos pacientes. ApoOs assinatura do TCLE, foi realizada a coleta de dados e exames

complementares para a realizagdo da pesquisa.
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RESULTADOS E DISCUSSAO



45

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No total, foram incluidos neste estudo 34 pacientes com mordedura botrépica (Figura
9), onde foram posteriormente divididos em grupos com e sem sangramento, conforme figura

abaixo.

Figura 14 — Desenho da pesquisa de acordo com a classificagdo do paciente.

Casos de mordedura de serpente Bothrops sp.
(n=42)

l

34 pacientes incluidos por mordedura de
serpente Bothrops erythromelas

' }
Com sangramento Sem sangramento
(n=17) (n=17)

Fonte: Proprio autor (2024).

A anélise das caracteristicas gerais e dos parametros de coagulacdo em pacientes com
envenenamento botrépico, comparando com o0s sintomas de sangramento apresentados, é
importante para entender a gravidade do envenenamento e otimizar o tratamento. Essa
abordagem permite identificar padrGes especificos de resposta do organismo ao veneno,
auxiliando na triagem e no manejo clinico individualizado dos pacientes, além de contribuir
para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes. Desta forma, a tabela 05
mostra as variaveis sociodemograficas, laboratoriais e parametros da coagulacdo dos pacientes

que sofreram acidentes por serpentes do género Bothrops erythromelas.
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Tabela 4. Caracteristicas demograficas e parametros laboratoriais de pacientes com envenenamento
botrépico e comparagdes, segundo sintoma de sangramento.

Grupo total (n=34) Sangramento
Nao (n=17) Sim (n=17) p

Idade 46.3+ 145 44.1+16.6 475+12.3 0.502
Género 0.656

Masculino 29 (82.9) 15 (88.2) 13 (76.5)

Feminino 6 (17.1) 2 (11.8) 4 (23.5)
Horas posteriores a mordedura 58+1.7 5.6+23 59409 0.675
até atendimento de saude
Incoagulagéo 0.034

Coagulavel 7 (20) 6 (35.3) 1(5.9)

Incoagulavel 28 (80) 11 (64.7) 16 (94.1)
TAP (s) 121 (20.7 - 121) 121 (22.1 - 121) 121 (0 -121) 0.736
TAP ativ% 0(0-0) 0(0-34.8) 0(0-0) 0.127
INR 0(0-0) 0 (0-1.65) 0(0-0) 0.339
TTPA (s) 181 (34.5 - 181) 181 (37.4 - 181) 180 (29.9 - 181) 0.322
Plaguetas (mm3) 181314.3 + 95313.3 211117.6 + 83499.2 151764.7 + 102274.5 0.073
Leucécitos (mm3) 11561.7 + 2946.4 11615.9 + 2588.8 11624.7 + 3389.7 0.993
Hemoglobina (g/dL) 141 +0.9 143+0.9 14+1 0.284
Hematocrito (%) 42.4+3 43+£25 42+34 0.328
Eritrocito (milhdes/pL) 488 +0.42 4,97 +0.48 4.79+0.34 0.214
Glicose (mg/dL) 106.8 + 19.4 99.2+155 109.8 + 21.3 0.297
Na* (mmol/L) 1404+ 25 139.6 £2.2 141127 0.085
K* (mmol/L) 4141044 4.05+0.26 4.28 £ 0.58 0.147
CI- (mmol/L) 103.3+29 102+24 104.3+3.1 0.082
Ca?* (mmol/L) 95+05 9.7+£0.6 9.4+05 0.334

TAP (s): Tempo de Atividade de Protrombina; TAP ativ%: Percentagem de Atividade de Protrombina; INR: Razéo
Normalizada Internacional; TTPA (s): Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada; Plaguetas (mm3): Contagem de
plaquetas por microlitro de sangue; Leucocitos (mmg3): Contagem de leucécitos por microlitro de sangue; Hemoglobina
(g9/dL): Concentracdo de hemoglobina no sangue em gramas por decilitro; Hematocrito (%): Volume de células
vermelhas do sangue em relacdo ao volume total do sangue; Eritrocito (milhSes/pL): Contagem de eritrdcitos por
microlitro de sangue.; Glicose (mg/dL): Concentracdo de glicose no sangue em miligramas por decilitro; Na* (mmol/L):
Concentracdo de sddio; K* (mmol/L): Concentragéo de potassio; Cl- (mmol/L): Concentragéo de cloro; Ca?* (mmol/L):
Concentracdo de célcio;

Dados continuos expressos como média + desvio padrdo ou como mediana e intervalo interquartil entre parénteses.
Dados categoricos expressos como contagem absoluta e percentuais entre parénteses.

* Testes qui-quadrado ou exato de Fisher foram utilizados para dados categéricos e teste t de Student ou teste de Mann-
Whitney para dados continuos, dependendo da normalidade dos dados.

De acordo com a Tabela 4, os pacientes foram divididos em grupos que tiveram
sangramento (n = 17) e grupos que ndo tiveram sangramento (n = 17). Em relag&o aos pacientes
que tiveram sangramento, € possivel perceber que 13 pacientes (76,5%) eram do género
masculino, enquanto 04 (23,5%) eram do género feminino. Em relagdo aos pacientes que ndo
sangraram 15 (88,2%) eram do género masculino e, 2 (11,8%) eram do género feminino. Os
pacientes vitimas de acidente botropico tinham idade média de 46,3 + 14,5 anos, sendo as idades
médias para 0s grupos que nao evoluiram, e os que evoluiram para sangramento de 44,1 + 16,6
anos e 47,5 + 12,3 anos, respectivamente, caracterizando uma populacéo de adultos e idosos
(20 a 60 anos ou mais).

Em relacdo aos dados demograficos dos pacientes, foi observada uma maior frequéncia

de acidentes ofidicos em individuos do sexo masculino. Isso se deve ao fato de que, comumente,
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homens da zona rural realizam atividades como agropecudria, de caga, pesca, entre outros, e
tem um maior contato com serpentes e animais peconhentos e venenosos, o que leva a maiores
chances de ocorréncia de acidentes com esses animais (Bertolozzi et al., 2015). Essa maior
frequéncia de acidentes foi vista na populacao adulta (20 a 59 anos). Alguns trabalhos apontam
isso ao fato de que a populacdo nessa faixa etaria se encontra mais ativa econémica e
funcionalmente (Saraiva et al., 2012; Bochner et al., 2014).

De acordo com os dados levantados sobre a distribuicdo dos acidentes e dbitos por
ofidismo, taxa de letalidade e Odds Ratio no Brasil em 2022, foi constatado que 67,02% dos
casos ocorreram em individuos do sexo masculino, enquanto 32,98% foram registrados em
individuos do sexo feminino. Além disso, € importante ressaltar que a maioria dos acidentes
ocorreu em areas rurais, representando 76,72% dos casos, em compara¢cdo com 17,02% em
areas urbanas. Esses numeros enfatizam a necessidade de medidas preventivas e de uma atencéo
especial voltada para as regides rurais, visando mitigar os riscos associados aos acidentes por
ofidismo (Ministério da saude, 2023).

Um outro estudo realizado nas cidades de Crato, Juazeiro do Norte e Barbalha, buscou
diagnosticar o perfil sociodemografico de produtores ruais que sofreram acidentes ofidicos,
indicando a predominancia do sexo masculino (61,7%), em uma faixa etaria de 46 a 65 anos de
idade (48,3%) (Feitosa; Oliveira, 2020). Nesse, essa maior frequéncia de acidentes ofidicos,
principalmente botrdpico, pode ser favorecida pelo comportamento ndo cuidadoso de homens
guanto ao uso de equipamentos de protecdo individual (Silveira; Machado, 2017). Resultados
similares foram encontrados por Silva e colaboradores (2019) e Feitosa e colaboradores (2015).

Quando observada a populacdo em geral, essa demorou até 7,5 horas (5,8 + 1,7 (7,5)
para chegar ao servigo médico apds a mordedura, havendo diferenca de tempo de deslocamento
entre 0s pacientes que sangraram [5,9 + 0,9 (6,8) horas] e os que ndo sangraram [5,6 + 2,3 (7,9)
horas]. Em relacdo aos sintomas apresentados, em todos os pacientes atendidos foram relatados
dor, edema local, rubor no local da picada e anormalidades na coagulacdo sanguinea,
principalmente nos exames de Tempo de Atividade da Protrombina (TAP/TP) e Tempo de
Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa/KTTp).

Ainda na analise da condicdo dos pacientes, foram evidenciados longos periodos entre
a mordedura da serpente e a prestacdo de socorro médico e administracdo de soro antiofidico,
em torno de 6 horas, devido a distancia entre os locais dos acidentes e o centro de referéncia
mais préximo (Silva et al., 2017; Silva; Bernarde; Abreu, 2015; Saraiva et al., 2012). Conforme
estudo de Baldassin et al. (2021), uma parcela expressiva dos pacientes acometidos com

mordedura de serpentes ¢ atendida em até 1 hora do ocorrido (47,5%), mas alguns sdo atendidos
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em até 6 horas (37,2%). A partir disso, pode vir a acontecer sangramentos como um dos
principais sinais e sintomas que aparecem, podendo provocar a leséo, estando esses eventos
associados com a composi¢do dos venenos das serpentes.

Os mecanismos pelos quais 0 envenenamento botropico resulta em trombocitopenia ndo
sdo claros. Esses distdrbios sdo atribuidos principalmente a proteinas do veneno, como
metaloproteinases e serino proteinases de veneno de serpente (Rosa et al., 2019). O endotélio
faz parte de um importante sistema do corpo humano, e sua disfuncdo desempenha um papel
critico no envenenamento ofidico. No que diz respeito ao envenenamento por Bothrops,
componentes especificos do veneno foram identificados como principais contribuintes para a
disfuncéo endotelial (Rosa et al., 2019; Mota et al., 2021). Metaloproteinases (SVMPs) e serino
proteinases (SVSPs) do veneno de Bothrops interferem na integridade e funcéo endotelial (Rosa
etal., 2019). Esses componentes do veneno podem levar a ruptura do glicocalix endotelial, uma
camada protetora essencial que reveste 0s vasos sanguineos, bem como induzir a apoptose das
células endoteliais e romper as jungdes célula-célula. Consequentemente, a funcdo endotelial
prejudicada pode contribuir para 0 aumento da permeabilidade vascular, inflamacdo e dano
tecidual, exacerbando a progresséo dos disturbios de coagulacdo (Asega et al., 2020).

Compreender a intrincada interacdo entre os componentes do veneno e a disfuncédo
endotelial é crucial para elucidar os mecanismos que contribuem para os distarbios da
coagulacdo no envenenamento botrépico, e pode abrir caminho para potenciais intervencées
terapéuticas. Além disso, em casos de coagulopatia por consumo induzida pelo veneno, a
eficacia do antiveneno varia, enquanto a heparina se mostra ineficaz e os efeits hematoldgicos
podem persistir por dias a semanas, 0 que pode exigir doses adicionais de antiveneno (Seifert
et al., 2020).

Um resultado encontrado € sobre o grau de coagulacdo dos pacientes, sendo que a
grande maioria, cerca de 80% (n = 28) dos individuos, apresentaram incoagulabilidade
sanguinea, enquanto apenas 7 pacientes apresentaram sangue coagulavel. Demais
caracteristicas gerais, parametros laboratoriais e de coagulagdo foram comparados entre o grupo
com sangramento, e o grupo sem sangramento. N&o foi observada significancia estatistica com
todos os parametros avaliados, incluindo plaquetas.

E relatado na literatura que o envenenamento botrépico comumente causa sangramento,
incoagulabilidade sanguinea, trombocitopenia e disfuncdo plaquetaria. A trombocitopenia
isolada ou em combinagdo com outras coagulopatias devido ao envenenamento botropico grave

esta associada ao aumento da mortalidade (Magalhaes et al., 2022).
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O envenenamento por mordedura de serpente € um problema significativo de saude
publica em muitas regides, afetando frequentemente individuos em &reas rurais, onde pode ser
dificil ter acesso a cuidados médicos imediatos. A gravidade da mordedura é influenciada por
fatores como o tempo decorrido desde a mordedura da serpente até a internacao hospitalar, e 0
atraso na internacdo pode piorar os distirbios de coagulacdo. No presente estudo, verificou-se
que existem grandes implicagGes clinicas potenciais de sintomas hemorragicos e distarbios de
coagulacdo, principalmente porque o veneno botropico é composto por uma série de toxinas
que agem em conjunto, deslocando o estado de equilibrio de vérios sistemas fisiologicos,
incluindo a hemostasia. Os pacientes frequentemente apresentam disturbios hemorrégicos,
como sangramento gengival, petéquias, hematdria, entre outros (Chippaux, 2017; Santoro et
al., 2008; Ribeiro e Jorge, 1997). No laboratorio, os niveis de fatores de coagulacdo, fatores
inflamatdrios, hematocrito, hemoglobina, eritrocitos e principalmente plaquetas estdo alterados
(Wellmann et al., 2020; Malaque et al., 2016).

Em relacdo aos parametros laboratoriais avaliados neste estudo, é possivel perceber que
todos os parametros, sendo eles plaquetas, leucécitos, hemoglobina, hematocrito, eritrécito,
glicose, sodio, potassio, calcio e cloreto ndo apresentam diferencas entre os individuos com e
sem sangramento.

A perda de sangue pode diminuir a concentracdo de hemacias e, consequentemente, a
concentracdo de hemoglobina, porém, ainda ndo podemos dizer que esses individuos estejam
com anemia. O efeito no hematdcrito pode estar associado, tanto com a hemorragia, quanto
com a perda de liquido para o espaco extravascular. O processo inflamatdrio intenso ativa as
células do sistema imune, mesmo ndo alterando significativamente as concentracBes de
leucdcitos no estudo, podendo ainda diminuir o tempo de meia-vida das heméacias (Burdmann
etal., 1993).

Biomarcadores endoteliais (Angiopoietinas, Syndecan-1 e VCAM-1), niveis de VWF-
A2 e IL-33 foram comparados entre 0s grupos de sangramento em cada periodo de internacéo
de acordo com o uso de antiveneno (antes do uso do antiveneno, até 8h); 12 a 16 horas ap0s o
uso do antiveneno; 24 a 28 horas ap6s o0 uso do antiveneno). Antes do uso do antiveneno e 24
a 28 horas ap06s o0 uso, ndo foi observada significancia estatistica com nenhum biomarcador
entre 0s grupos com, e sem sangramento. Somente no segundo momento, a 1L-33 apresenta
niveis reduzidos no grupo sanguineo (64,99 [11Q: 61,21 - 72,96] vs 76,49 [11Q: 71,35 - 79,49],
p=0,016) (Tabela 5).
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Tabela 5 — Niveis de biomarcadores endoteliais de pacientes com envenenamento botrépico e comparacoes
de acordo com sintoma de sangramento.

Sangramento
Grupo total (n=34)
Nao (n=17) Sim (n=17) p*

Coleta 1 (até 8 horas

apos a picada, sem

antiveneno)
Angiopoetin 1 7.66 (1.27 - 21.8) 11.33 (2.64 - 20.34) 7.66 (1.17 - 24.2) 0.563
Angiopoetin 2 1.5 (0.73 - 3.95) 1.1(0.79 - 2.73) 2.73(0.73 - 4.32) 0.394
Ang-2/Ang-1 0.19 (0.08 - 0.54) 0.14 (0.07 - 0.47) 0.27 (0.11 - 0.51) 0.231
Syndecan - 1 63.8 (50.5 - 100.7) 53.2 (46.3 - 92.6) 79.3(53.4-135.4) 0.17
VCAM -1 1105.8 (837.4 - 3096.1) 1126.8 (838.3 - 2087.2) 17755 (818.3 - 3612.9)  0.287
IL-33 (ng/mL) 71.2 (53.6 - 76.16) 59.48 (54.99 - 75.07) 72.71 (51.44 - 76.44) 0.697
VWF-A2 21827.2 (23.2-46787.3)  36.1 (16.5-39869.7)  25751.3(7830.1 - 41164.2) 0.433

Coleta 2 (entre 12 e

16 horas apds a

picada, com

antiveneno)
Angiopoetin 1 21.52 (1.06 - 32.57) 13.13 (1.47 - 21.85) 28.75 (3.31 - 51.95) 0.231
Angiopoetin 2 1.79 (0.77 - 5.25) 1.3 (0.66 - 3.22) 3.87 (1.13 - 6.35) 0.132
Ang-2/Ang-1 0.13 (0.07 - 0.81) 0.14 (0.07 - 1.17) 0.12 (0.07 - 0.24) 0.655
Syndecan - 1 71.9 (47.3-95.3) 54.4 (42.6 - 79.8) 82.1(57.1-110.7) 0.029
VCAM -1 1187.1 (810 - 2004.1) 1105.8 (783.6 - 1596) 1735.8 (976.2 - 2435.5)  0.179
IL-33 (ng/mL) 72.96 (63.69 - 77.71) 76.49 (71.35 - 79.49) 64.99 (61.21 - 72.96) 0.016
VWF-A2 224745 (22.4 - 45068) 31091.2 (22.5 - 47353.7)  9084.2 (22.3 - 24780.4)  0.138

Coleta 3 (entre 24 e

28 horas apés a

picada, com

antiveneno)
Angiopoetin 1 19.47 (0.96 - 27.27) 9.54 (1.29 - 22.57) 23.6 (0.3 -43.78) 0.427
Angiopoetin 2 1.53 (0.33 - 2.85) 1.12 (0.21 - 2.05) 2.62 (0.83 - 3.35) 0.202
Ang-2/Ang-1 0.1 (0.05-1.01) 0.12 (0.06 - 1.44) 0.08 (0.04 - 0.14) 0.720
Syndecan - 1 55.4 (46.1 - 76.1) 52.3(44.6 - 70.9) 69.6 (52 - 90) 0.265
VCAM -1 1580.5 (844.7 - 1943) 1050.1 (790 - 1754) 1676.1 (1565.9 - 2559.8)  0.104
IL-33 (ng/mL) 74.87 (67.3 - 78.31) 77.46 (62.6 - 79.21) 72.1(68.55 - 77.02) 0.408
VWF-A2 11956.4 (9.6 - 28623.5)  12441.9 (7.9 - 42499.2) 11693.5 (2714.6 - 22919.5) 0.820

Dados continuos expressos em mediana e intervalo interquartil entre parénteses.
* Foi utilizado o teste de Mann-Whitney.

Com base nos dados apresentados na Tabela 5, pode-se observar uma diferenca nos
niveis de Syndecan-1 entre os grupos analisados na coleta 2. No grupo controle, os niveis
médios de Syndecan-1 foram de 71.9 (47.3 - 95.3), enquanto no grupo sem sangramento, 0S
niveis foram ligeiramente mais baixos, com uma média de 54.4 (42.6 - 79.8). Ja no grupo com
sangramento, os valores de Syndecan-1 foram significativamente mais altos, atingindo uma
média de 82.1 (57.1 - 110.7) com um valor de p de 0.029. Esses resultados sugerem que 0
Syndecan-1 pode desempenhar um papel importante na resposta ao envenenamento botropico,
especialmente em relacdo ao desenvolvimento de sangramento.

Na comparacdo pareada entre os periodos de acordo com o uso do antiveneno botropico
dos niveis dos biomarcadores endoteliais VWF-A2 e IL-33 em pacientes com ou sem sintomas

hemorragicos, observou-se que no grupo hemorrdgico a angiopoietina-1 aumentou
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significativamente entre 12-28h em relacdo ao periodo anterior ao uso do soro antiofidico
(p=0,008) (Figura 10). A angiopoietina-2 também aumentou, mas apenas no periodo entre 12-
16h em relacdo ao periodo anterior ao uso do soro antiveneno (p<0,001) e permaneceu em
niveis elevados até o ultimo periodo (Figura 11). Além disso, 0 VWF-A2 diminuiu no periodo
entre 12-16h em relag&o ao periodo anterior ao uso do soro antiveneno e voltou a aumentar no
ultimo periodo (p=0,008) (Tabela 6) (Figura 12). Em relacdo ao grupo sem sangramento, ndo
foram observadas diferencas estatisticas entre os periodos avaliados para todos os niveis de

biomarcadores (Figura 10, 11, 12).

Tabela 6 — Comparacdo pareada entre os periodos de acordo com o uso do antiveneno dos niveis de
biomarcadores endoteliais em pacientes com ou sem sintoma hemorrdgico.

Coleta 1 (até 8 horas apos Coleta 2 (entre 12 e 16 Coleta 3 (entre 24 ¢ 28

a picada, sem antiveneno) horas apé§ a picada, horas apé§ a picada, com p*
com antiveneno) antiveneno)

Sem sangramento

Angiopoetin 1 11.33 (2.64 - 20.34) 13.13 (1.47 - 21.85) 9.54 (1.29 - 22.57) 1.000
Angiopoetin 2 1.1(0.79 - 2.73) 1.3 (0.66 - 3.22) 1.12 (0.21 - 2.05) 0.223
ANG2_ANG1_ratio 0.14 (0.07 - 0.47) 0.14 (0.07 - 1.17) 0.12 (0.06 - 1.44) 0.607
Syndecan - 1 53.2 (46.3 - 92.6) 54.4 (42.6 - 79.8) 52.3 (44.6 - 70.9) 0.257
VCAM -1 1126.8 (838.3 - 2087.2) 1105.8 (783.6 - 1596) 1050.1 (790 - 1754) 0.526
IL33_ngmL 59.48 (54.99 - 75.07) 76.49 (71.35 - 79.49) 77.46 (62.6 - 79.21) 0.368
VWE-A2 36.1 (16.5 - 39869.7) 31091.2 (22.5 - 47353.7) 12441.9 (7.9 - 42499.2) 0.070
Com sangramento

Angiopoetin 1 7.66 (1.17 - 24.2) 28.75(3.31 - 51.95) 23.6 (0.3-43.78) 0.008
Angiopoetin 2 2.73(0.73 - 4.32) 3.87(1.13 - 6.35) 2.62(0.83 - 3.35) <0.001
ANG2_ANG1_ratio 0.27 (0.11 - 0.51) 0.12 (0.07 - 0.24) 0.08 (0.04 - 0.14) 0.232
Syndecan - 1 79.3(53.4-135.4) 82.1(57.1-110.7) 69.6 (52 - 90) 0.168
VCAM -1 1775.5 (818.3 - 3612.9) 1735.8 (976.2 - 2435.5) 1676.1 (1565.9 - 2559.8)  0.368
IL33_ngmL 72.71 (51.44 - 76.44) 64.99 (61.21 - 72.96) 72.1 (68.55 - 77.02) 0.049
VWEF-A2 25751.3 (7830.1 - 41164.2) 9084.2 (22.3-24780.4)  11693.5 (2714.6 - 22919.5) 0.008

Dados continuos expressos em mediana e intervalo interquartil entre parénteses.
* Foi utilizado o teste de Friedman e p<0,016 foi considerado significativo para evitar erro tipo .
#p<0,016 entre coleta 2 vs coleta 1.

A IL-33 reduziu no periodo entre 12-16h no grupo com sangramento. A IL-33 é
produzida em células endoteliais e epiteliais, e através de fibroblastos durante processos
hemostaticos e inflamatdrios, e é expressa em niveis fisiolégicos em 6rgdos como coracao,
pulmdes, pele, figado, baco, ganglios linfaticos, entre outros. Além de suas fungdes de
modulacdo da resposta imune, a IL-33 também atua nas respostas aos linfécitos T auxiliares

dos tipos 1 e 17 (Th1l e Th17), induzindo a producdo de citocinas anti-inflamatorias (Kunisch
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et al., 2012). As celulas endoteliais contribuem para a circulagdo do VWF e para a modulagéo
das respostas hemostaticas (Randi; Laffan, 2017).

Desta forma, o manejo clinico do envenenamento resultante de mordeduras da serpente
Bothrops continua sendo uma preocupacao, especialmente dada a apresentacdo variada de
sintomas e o potencial para coagulopatia com risco de vida. Pela primeira vez, o presente estudo
mostra o envolvimento do VWF-A2 e de biomarcadores endoteliais em pacientes com
envenenamento botrépico que apresentaram sintomas de sangramento espontaneo e o papel do
tratamento antiveneno, principalmente o equilibrio do VWF-A2 e das angiopoietinas que foi
influenciado pelo tratamento antiveneno apontando possiveis vias de agdo das toxinas
botrépicas para causar distlrbios de coagulagdo. O acompanhamento dos biomarcadores
endoteliais e do VWF-A2 durante todo esse processo pode fornecer informacdes que poderiam
contribuir para estratégias terapéuticas mais eficazes para 0 envenenamento por picada de
serpente.

A figura 15 mostra os niveis de angiopoietina-1 antes e ap6s a administracdo do
antiveneno comparado com 0s grupos de pacientes que apresentaram e nao apresentaram
sangramento.

Figura 15. Niveis de angiopoietina-1 entre 12-28h antes e apds a administragdo do antiveneno.
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Fonte: Proprio autor (2024).

Conforme mostra a figura 15, a angiopoietina-1 esté elevada entre 12-28h em relagéo
ao periodo anterior ao uso do antiveneno. A Ang-1 funciona para promover a reorganizagdo das

celulas endoteliais e manter a integridade estrutural dos vasos sanguineos, principalmente
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através do recrutamento e interacdo com células periendoteliais (Augustin et al., 2009). Além
disso, inibe a ativagdo da barreira endotelial vascular, reduzindo assim, o sangramento e a

migracao de leucdcitos induzida por agentes inflamatorios (Kappou et al., 2015).
Figura 16. Niveis de angiopoietina-2 entre 12-16h antes e ap6s a administracdo do antiveneno.
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Fonte: Proprio autor (2024).

Conforme mostra a figura 16, a angipoietina-2 também esta alterada, mas apenas no
periodo entre 12-16 horas anteriores ao uso do soro antiofidico, permanecendo aumentada até
0 ultimo periodo. A Ang-2 atua como antagonista das a¢des da Ang-1, rompendo as conexdes
entre o endotélio e as células perivasculares, promovendo morte e regressdo vascular. Além
disso, a Ang-2 torna as células endoteliais mais acessiveis ao VEGF, o que promove maior
neovascularizacdo (Scharpfenecker et al., 2005). Porém, é importante destacar que se houver

estimulos angiogénicos insuficientes, a Ang-2 induz a morte das células endoteliais (Dunk et
al., 2000).
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Figura 17. Niveis de fator de von Willebrand (VWF-A2) entre 12-16h antes e apds a
administracdo do antiveneno.
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Conforme mostra a figura 17, o VWF-A2 diminui dentro de 12 a 16 horas apds a
administracdo do antiveneno. Assim, a formacdo do tamp&o plaquetario depende da funcdo do
fator de von Willebrand, pois é essencial na hemostasia primaria, agindo unindo as ligac6es das
plaquetas ao endotélio, promovendo a agregacao plaquetaria (Chen, 2017). Um fator importante
é que apds a administracdo do soro antibotrdpico, os niveis devem ser regulados apos 6 horas
(Santoro et al., 2008; Santoro; Sano-Martins; Chamone, 2008). Portanto, quanto maior o tempo
ap6s uma mordedura de serpente que o paciente leva para chegar ao hospital, maior serd a
gravidade, pois pode contribuir para um maior sangramento e, consequentemente, também para
a coagulopatia causada pela serpente.

Os venenos das serpentes do género Bothrops sp. sdo compostos, principalmente, por
fosfolipases, principalmente PLA2, metaloproteases, serinoproteases e L-aminoacido proteases
(Santos et al., 2016; Azevedo et al., 2019). Esses componentes afetam processos fisioldgicos,
homeostaticos, provocando, por exemplo, a destruicdo do endotélio e das membranas dos
capilares dos vasos sanguineos, provocando extravasamento de liquido para o espaco
extracelular, afetando a circulagdo corporal e diminuindo a perfusdo para érgdos como 0s rins
(Aye et al., 2018).

O VWF-AZ2 possui especificidade para o dominio A2 (anti-A2), dominio que é clivado
por metaloproteases produzidas pelo veneno botrépico. Tais marcadores foram utilizados por
serem 0s principais marcadores das doencas endoteliais, e de coagulacdo causadas

principalmente por Bothrops erythromelas (Starke et al., 2011).



55

Portanto, o aumento nos niveis de VWF-A2 pode ter implicagfes criticas no contexto
do envenenamento. A angiogénese desempenha um papel crucial na recuperacdo dos tecidos
apos o envenenamento, ajudando a restaurar 0 suporte sanguineo nas areas afetadas. Porém,
guando os niveis de VWF-A2 estdo elevados, essa proteina pode levar a uma maior tendéncia
a formacdo de coagulos, que podem obstruir vasos e prejudicar o processo de angiogénese. Em
pacientes vitimas de intoxicacao, essa dificuldade pode resultar em complicacBes adicionais,
como necrose localizada e disfuncdo do Orgdo afetado, intensificando a gravidade do
sangramento (Kuniyoshi, 2017; Starke et al., 2011).

A atuagdo continua das toxinas do veneno promove 0 consumo exacerbado de
fibrinogénio, além de outros fatores plasmaticos como o Il, V e VIII. No entanto, niveis
acentuados de antitrombina, anticoagulante natural da trombina, sdo encontrados no sangue
desses individuos (Seidel et al., 2017). A normalizacdo dos niveis séricos dos fatores de
coagulacdo tende a se regularizar ap6s o tratamento soroterapico especifico, nesse caso,
antibotropico, porém para alguns fatores como V, VIII e 1l, o retorno desses niveis ocorre
somente apds 24 horas da neutralizagdo do veneno, podendo chegar ainda a 36 horas para
recuperacdo completa desses individuos (Pasotti et at., 2013; Favaloro; Oliver, 2017; Seidel et
al., 2017; Yamashita et al., 2014).

O VWF-A2 tem uma importante participacdo na hemostasia priméria na ligacdo de
plaquetas, principalmente no auxilio da formacdo do tampéo plaquetario. Ele atua no processo
hemostatico, proporcionando adesdo plaquetaria por ligacdo ao colageno exposto do tecido
subendotelial apos injaria vascular, contribuindo também para a agregacéo plaquetaria (Lopes;
Soares; Maeda, 2002; Ott et al., 2010; Laffan; Manning, 2011).

Um estudo recente demonstrou a menor eficacia do soro antibotropico fabricado no
Brasil em neutralizar algumas toxinas, principalmente as do tipo serinoproteases. O veneno da
serpente B. erythromelas é capaz de hidrolisar a maioria dos peptideos ativos, com excec¢do para
as encefalinas, sendo mais susceptiveis a hidrélise por serinopeptidases ao invés de
metalopeptidases, que sdo 0s constituintes de maior abundancia neste veneno (Nicolau et al.,
2017; Kuniyoshi, 2017). Além disso, é importante destacar que a efetividade do soro vai
depender de outros fatores que controlam a composic¢ao do veneno, como a alimentacéo, a idade
e 0 habitat no qual a serpente se encontra (Seabra Filho et al., 2022; Resende et al., 2021; Santos
et al., 2016; Cunha, 2017).

O estudo analisou altera¢Ges longitudinais nos niveis de angiopoietina-1, angiopoietina-
2 e VWF-A2 em dois grupos distintos: aqueles que sofreram sangramento e aqueles que néo

tiveram sangramento apds envenenamento. Os resultados sugerem que variagdes nos niveis



56

destes biomarcadores podem desempenhar um papel crucial na patogénese do sangramento
induzido por Bothrops erythromelas. Alterac@es significativas nos niveis de angiopoietina-1 e
angiopoietina-2 podem indicar desequilibrios na regulacdo da permeabilidade vascular e
também no processo inflamatorio. Portanto, a analise do VWF-A2, que € uma proteina essencial
para a coagulacdo do sangue, pode fornecer informagdes cruciais sobre a capacidade do corpo
de conter esse sangramento induzido por serpentes.

Portanto, compreender e analisar os niveis de biomarcadores pode ajudar a identificar
quais biomarcadores terdo bons prognosticos, podendo ser usados para prever a gravidade da
intoxicagcdo e também orientar a tomada de decisdo clinica, permitindo tratamentos mais
eficazes e personalizados. Além disso, esta analise longitudinal pode permitir o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas que visem modular os niveis de
biomarcadores, melhorando potencialmente o manejo clinico e os resultados dos pacientes
afetados por esta intoxicacao.

Finalmente, biomarcadores como angiopoietina-1, angiopoietina-2 e VWF-A2
apresentam notavel potencial para revolucionar as intervencBes terapéuticas e clinicas
relacionadas ao envenenamento por serpentes do género Bothrops erythromelas. Eles
desempenham um papel importante na regulacdo do sistema vascular e na coagulacdo
sanguinea. Além disso, a detec¢do e quantificacdo podem fornecer informacdes valiosas sobre
o0 estado de salde do paciente, ou seja, quando monitorados, os profissionais de salde podem
adaptar as melhores estratégias terapéuticas de forma personalizada, otimizando o tratamento e
melhorando significativamente os resultados clinicos dos pacientes.

Os biomarcadores angiopoietina-1, angiopoietina-2 e VWF-A2 tém potencial para
aprimorar as intervencgdes terapéuticas em casos de envenenamento por serpentes Bothrops
erythromelas. Entre os grupos estudados, aqueles sem sangramento mostraram niveis menores
de syndecan-1 na segunda coleta, enquanto o grupo com sangramento teve niveis menores de
IL-33 na terceira coleta. Comparando as coletas, os biomarcadores angiopoietina-2, syndecan-
1 e VWF-A2 apresentaram diferencas estatisticamente significativas, possivelmente devido a
falta de neutralizacdo do veneno apds a administracdo de soro antibotrépico, sugerindo areas
de estudo futuro. O grupo com sangramento teve niveis significativamente elevados de
biomarcadores como angiopoietina-1, angiopoietina-2, IL-33 e VWFAZ2, correlacionados com
exames de hemoglobina, hematocrito e eritrocitos, indicando uma relacdo com a coagulopatia
induzida pelo veneno da Bothrops, caracterizada por anormalidades em testes de coagulagéo

em grande parte dos individuos estudados.



57

Em resumo, o trabalho podera possibilitar a incorporagdo futura destes biomarcadores
na pratica clinica, melhorando a eficécia dos tratamentos apds acidentes por serpentes do género
Bothrops, evitando a evolucdo do quadro para sangramento e morte. Além disso, o0 presente
estudo faz uma avaliacdo no pré e pds-administracao do antiveneno, podemdo ainda auxiliar no
ajuste da dose administrada.

Os principais achados relacionados aos biomarcadores séo representados de forma

esquematica de acordo com a figura abaixo.

Figura 18 — Resumo geral dos achados dos biomarcadores no estudo.

Biomarcadores

ANG-1 ANG-2 VWF-A2

. Atua como antagonista
Intervalo 12-28h Reorganizacio da Ang-1, rompendo as Diminuigo entre 12-16h

aumentada, endotelial e Intervalo 12-16h conexdes entre o
permanecendo até o integridade estrutural aumentada endotélio, promovendo

ultimo periodo (28h) dos vasos sanguineos morte e regressdo plaquetdrio
vascular

Formagéo do tampao

Fonte: Proprio autor (2024).
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6 LIMITACOES DO ESTUDO

e Numero limitado de pacientes, devido estudo ser unicéntrico;
e Auvaliacdo do desfecho dos pacientes apos alta hospitalar (estudo follow-up);
e Necessarios estudos multicéntricos a longo prazo com a finalidade de comparar com

outras serpentes do mesmo género e de outros géneros.
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7 CONCLUSAO

e Os resultados sugerem que o veneno botropico pode desencadear uma resposta
sistémica que afeta tanto a coagulacdo sanguinea quanto o funcionamento endotelial.

e O grupo com sangramento, e sem sangramento apresentaram caracteristicas
sociodemogréficas semelhantes entre si. O grupo com sangramento apresentou um nivel
menor de hemoglobina e eritrocito, mas ainda ndo se caracterizando como anemia grave.

e Novas biomoléculas sdo uma importante ferramenta diagndstica no envenenamento por
serpentes do género Bothrops erythromelas.

e Os biomarcadores angiopoietina-1, angiopoietina-2 e VWF-A2 apresentam notavel
potencial para melhorar as intervencdes terapéuticas e clinicas relacionadas ao
envenenamento por serpentes Bothrops erythromelas.

e Quando comparados ambos 0s grupos, 0 grupo sem sangramento apresentou indices
menores de syndecan-1 na coleta 2, enquanto 0 grupo com sangramento apresentou
niveis menores de 1L-33 na coleta 3.

e Quando comparadas as coletas, os biomarcadores angiopoietina-2, syndecan-1 e VWF-
A2 apresentaram niveis estatisticos de significancia, ocasionados pela ndo neutralizagdo
do veneno da serpente ap6s administracdao de soro antibotrépico, sendo um importante
alvo de estudos posteriores.

e O grupo com sangramento apresentou niveis estatisticos de significancia para os
biomarcadores angiopoietina-1, angiopoietina-2, IL-33 e VWFAZ2, 0s quais aumentaram
em comparagdo com 0 grupo que ndo apresentou sangramento. Esses niveis foram
correlacionados com os exames de hemoglobina, hematdcrito e eritrocito.

e A coagulopatia induzida pelo veneno da Bothrops, caracterizada por TAP e TTPa

anormais e/ou incoagulaveis em grande parte dos individuos foi elevada.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Os disturbios endoteliais e de coagulacdo sdo manifestacdes clinicas observadas apos
envenenamento por serpentes do género Bothrops, e 0 uso do soro antibotrépico é uma medida
essencial no tratamento. No entanto, mesmo com o tratamento adequado, podem surgir
complicagdes, incluindo alteragdes no sistema de coagulacao e reagdes adversas ao antiveneno,
aumentando a gravidade do quadro clinico.

Os biomarcadores angiopoietina-1, angiopoietina-2 e VWF-A2 poderdo auxiliar nas
intervencdes terapéuticas relacionadas ao envenenamento por serpentes do género Bothrops,
otimizando o tratamento, e evitando evolugéo para quadro de sangramento grave.

Além disso, o estudo avaliou 0 envenenamento por serpentes do género Bothrops no pré
e pos-administracdo do antiveneno. A monitorizacdo continua e cuidados intensivos durante o
tratamento desses pacientes € importante, devido a possibilidade de distarbios endoteliais e
coagulopatias. A compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos nessas

complicacdes é essencial para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes.
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