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Resumo

Na Ultima década o nimero de acidentes por serpentes no Brasil variou de 26.000 a 30.000
por ano (Sistema de Informacdo de Agravos e Notificagdes — SINAN, 2018). Segundo o
(SINAN) cerca de 89% a 98% dos casos de acidentes por serpentes no pais é
representado pelo o género Bothrops. A soroterapia ainda é o método mais eficiente
utilizado para o tratamento de pacientes picados por serpentes. Entretanto, esse método
de tratamento exige especificidade, onde ao qual, cada género de serpentes tem um
antiveneno especifico. Além disso, o tratamento pode acarretar algumas reacdes que
podem agravar o quadro clinico do paciente, como choque anafilatico, doengas do soro
ou até mesmo a ndo neutralizacdo do veneno. Isso pode estar relacionado a alguns fatores
como: quantidade de antiveneno administrado, a velocidade de infusdo, sensibilidade do
paciente ou até mesmo a exatiddo do antiveneno utilizado. Pois sabe-se que nem todos 0s
venenos de espécimes estdo inseridos na composic¢do do pool desses antivenenos, o que
pode estar relacionado com a possivel falha terapéutica em alguns casos de
envenenamento. Tendo em vista os adventos e as possiveis complicacfes causadas pelos
0s antivenenos utilizados no Brasil, faz-se necessario ensaios experimentais para o
entendimento da falha terapéutica e o possivel aprimoramento destes antivenenos
utilizados. Assim, o presente estudo teve por objetivo investigar a patogénese local antes
e apos a utilizacdo da soroterapia modulada pelo veneno de B. erythromelas e B. jararaca,
a partir de andlises histologicas, hematoldgicas, bioguimicas. Para isso, utilizou-se o
modelo experimental em murinos (camundongos swiss) fémeas. Onde realizou-se a
injecdo de 25ug de veneno intradermicamente no dorso de camundongos, para tratamento
apos 5 minutos de realizar a lesdo hemorréagica, utilizou-se 40 uL de antiveneno Botrdpico
intravenenoso caudal. Apos 2 horas foi verificada a resposta hemorragica antes e ap0s o
tratamento. Para obtencdo do material biolégico a ser analisado, foi realizada pulsao
cardiaca para obtencdo do sangue, plasma e soro destes animais, aos quais, foram
submentidos a analises hematoldgicas e bioquimicas (colesterol, triglicerideos, LDL,
HDL E VLDL), os tecidos lesionados foram dissecados e submetidos a anélise
histopatolégica. Ambos os venenos induziram um quadro hemorragico, que foi percebida
na hipoderme, causando alteracdes na pele dos camundongos, o efeito edematogénico
comprometeu a juncdo dermo-epidérmica e degradacéo de colageno no tecido lesionado.

Além de causar alteracdes plaquetarias, bioquimicas como os mediadores lipidicos que



podem estimularem a resposta imune. O antiveneno botropico inibiu parcialmente essas
alteracOes, as quais se demostraram irreversiveis apds o tratamento.

Palavras-chaves: Lesdo hemorragica, género bothrops, soroterapia, falha terapéutica



Abstract

In the last decade the number of snake accidents in Brazil has ranged from 26,000 to
30,000 per year (Accident and Notification Information System - SINAN, 2018).
According to (SINAN) about 89% to 98% of cases of snake accidents in the country is
represented by the genus Bothrops. Serotherapy is still the most efficient method used for
the treatment of snake-bitten patients. However, this method of treatment requires
specificity, where each genus of snakes has a specific antivenom. In addition, treatment
may lead to some reactions that may aggravate the patient's clinical picture, such as
anaphylactic shock, serum diseases or even non-neutralization of the poison. This may be
related to some factors such as: amount of antivenom administered, infusion speed,
patient sensitivity or even the accuracy of the antivenom used. For it is known that not all
poisons of specimens are inserted in the pool composition of these antivenoms, which
may be related to possible therapeutic failure in some cases of poisoning. In view of the
advents and possible complications caused by the antivenoms used in Brazil,
experimental trials are necessary to understand the therapeutic failure and the possible
improvement of these antivenoms used. Thus, the present study aimed to investigate the
local pathogenesis before and after the use of serotherapy modulated by the venom of B.
erythromelas and B. jararaca, from histological, hematological, biochemical and
coagulation tests. For this, the experimental model was used in female murines (Swiss
mice). Where, 25ug of poison intradermically was bloodshot in the back of the mice, for
treatment after 5 minutes of performing the hemorrhagic lesion, 40 uL of intrapoisonous
Botropic Antivenom was used in the tail of the animal. After 2 hours, the hemorrhagic
response was verified before and after treatment. To obtain the biological material to be
analyzed, cardiac drive was performed to obtain the blood, plasma and serum of these
animals, to which hematological and biochemical analyses were subdued, the injured
tissues were dissected and submitted to histopathological analysis. Both poisons induced
a hemorrhagic picture, which was perceived in the hypodermis, causing changes in the
skin of mice, the edematous effect compromised the dermoepidermal junction and
collagen degradation in the injured tissue. In addition to causing platelet, biochemical and
coagulation cascade changes. Bothropic antivenom partially inhibited these changes,

which proved irreversible after treatment.

Keywords: Hemorrhagic injury, genus bothrops, serotherapy, therapeutic failure
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Introducgéo

O envenenamento por serpentes tem representado o principal problema de salde
publica negligenciado em paises tropicais e subtropicais (Chippaux, 2017; Chippaux et
al., 2019; Gutierrez et al., 2017; Longbottom et al., 2018). Injetado através de presas, 0
veneno desencadeia um amplo espectro de manifestacdes fisiopatoldgicas na vitima
(Cardoso et al., 2019; Gutierrez et al., 2017) e coopta as vias de sinalizag&o do organismo
envenenado para amplificar sua toxicidade (Bickler, 2020).

A mistura de toxinas que co-evoluiram com um mecanismo ativo de liberacdo
(glandula e sistema de inje¢do) sdo chamadas de “venenos”, uma mistura de proteinas,
peptideos, aminoacidos, entre outros componentes, que interrompem multiplos processos
bioquimicos e bioldgicos, sendo prejudiciais a outros organismos. Além disso, é
reconhecida uma grande variagdo na composicao dos venenos de serpentes, que tem sido
atribuida a multiplos fatores, tais como: pressdo evolutiva, distancia filogenética e
similaridade taxon6mica, dieta, desenvolvimento ontogenético, sexo, distribuicdo
geografica e habitat (Mikheyev et al., 2020; Casewell et al., 2014; Jackson et al., 2016;
Amazonas et al., 2018; Casewell et al., 2020).

No Brasil, as espécies de serpentes do género Bothrops sdo responsaveis pela
maioria de casos de envenenamentos humano (Moreira; Morato, 2014). A fisiopatologia
induzida pelo veneno por essas espécies abrange varias manifestacdes complexas a nivel
local e sistémica, entre elas, edema, dor, hemorragia, necrose e distirbios hemostaticos
(Magalhdes et al., 2017; Valle et al., 2018) A serpente Bothrops erythromelas,
comumente chamada “jararaca da seca”, tem sido apontada como o principal agente
causador de acidentes ofidicos no Nordeste brasileiro (Oliveira et al., 2010), regido onde
seus habitantes elencam a espécie como uma das mais perigosas (Fernandes-Ferreira et
al., 2012). B. erythromelas apresenta em seu veneno cinco principais familias de toxinas:
snake venom metaloproteases (SVMPs), fosfolipases A2 (PLA2), snake venom
serinoproteases (SVSPs), lectinas do tipo C (CTL), peptideos potencializadores de
bradicinina (BPP) e desintegrinas (Jorge et al., 2015). Dentre este coquetel quimico, as
SVMPs sdo abundantes em seu veneno, assim como relatado para outras espécies de
Bothrops (Tasoulis; Isbister, 2017) e, responsaveis pela hemorragia no envenenamento
(Gutiérrez et al., 2016).

O mecanismo da hemorragia induzida por venenos de serpentes tem sido

investigado em varios estudos. Os primeiros registros sdo dados por Lacerda, em 1984
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(De Lacerda, 1984), trabalhando no Brasil descreveu os efeitos hemorréagicos induzidos
por venenos botrépicos em animais. Em seu relato sobre os efeitos patoldgicos
encontrados experimentalmente, ele relatou: "O tecido celular subcutaneo é todo
infiltrado e apresenta de um lugar para outro, manchas pretas, manchas arroxeadas e
dispersas, nuances difusas, vivas e muitos extravasamentos sanguineos. O tecido celular
que trabalha os muasculos também é infiltrado, tem uma aparéncia gelatinosa e € mais ou
menos encharcado de sangue negro, parcialmente coagulado”. Outros esforcos dos
cientistas em investigarem o processo hemorragico dos venenos de serpentes viperideas
transpassaram até os dias atuais. Tais investigacGes deram luz ao conhecimento do
mecanismo da atividade supramencionada, descrevendo observa¢fes macroscopicas em
tecidos afetados e introduzindo a anélise histologica de lesdes hemorragicas demostrando
as alteragdes tissulares em decorréncia do envenenamento (Baldo et al., 2010).

Ap0s envenenamento, as SVMPs hemorragicas localizam-se preferencialmente na
membrana basal de vénulas pds-capilares, arteriolas e capilares permanecendo
funcionalmente ativas (Herrera et al., 2015). Um evento fundamental para a génese
hemorragica proposto consiste na degradacdo dos componentes da membrana basal
vascular (Herrera et al., 2015; Gutiérrez et al., 2016), constituida principalmente por
colageno tipo IV, laminina, nidogénio/entactina e perlecan (Kalluri, 2003; LeBleu et al.,
2007). Dessa forma, a acdo hidrolitica de toxinas do veneno sobre os componentes
supramencionados, comprometeria a estabilidade mecénica do endotélio resultando em
sangramento (Gutierrez et al., 2016). Apesar da solida evidéncia experimental que
sustenta a hipotese de que a degradacéo da membrana basal é o passo chave na patogénese
dos danos nos microvasos, uma Visdo alternativa emergiu recentemente, baseada na
observacdo de que uma SVMP hemorragica cliva os receptores relacionados a
lipoproteina de baixa densidade 5 e 6 (LRP5 / 6) em células endoteliais, causando uma
realocacdo de VE-caderina e y-catenina, com a consequente abertura das juncles
intercelulares e extravasamento (Seo et al., 2017).

Outro mecanismo que parece contribuir para a hemorragia é a incoagulabilidade
sanguinea. As toxinas do veneno catalisam a ativacdo de zimogénios de fatores de
coagulacdo e precursores das integrinas ou receptores o que resulta, consequente, em uma
coagulacdo intravascular disseminada seguida de uma coagulopatias de consumo (Kini;
Koh, 2016). Entretanto, a relacdo entre este fendbmeno e a hemorragia ainda ndo estdo
bem esclarecidos. SVMPs também interagem com proteinas contendo dominios VWF-

Al, através do seu dominio rico em Cys. Isso sugere um mecanismo pelo qual os SVMPs
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interferem na adesdo plaquetaria resultando consequentemente em manifestaces
hemorragicas. As SVMPs de classe P-1l e P-11l apresentam atividade inibitoria da
agregacdo plaquetéria, sendo que a da calasse P-111. A atividade € induzida por clivagem
do colageno. Em adicdo, estas, interferem a ativacdo de plaquetas dependentes de VWF
por ligacdo e/ou hidrolise do receptor VWF e GPIb (Sajevic et al., 2011).

Muitas sdo as especulacbes e estudos que abordam como temética a génese
hemorrégica deflagrada por venenos de serpentes, no entanto, os eventos moleculares e
celulares precisos associados a ruptura dos microvasos permanecem desconhecidos. Um
estudo com abordagem protedbmica indica a degradacdo de proteinas da matriz
extracelular (principalmente colagenos e proteoglicanos), proteinas citosolicas, do
citoesqueleto e ativacdo de colagenases em lesdes hemorragicas induzidas por um
SVMPs. No plasma, evidenciou-se a degradacdo da fibronectina e presenca em maiores
concentragdes de inibidores da proteinase plasmatica (Paes Leme et al., 2017).

Modelos animais foram desenvolvidos para experimentacdo e seu uso abrange
todos os campos da pesquisa biomédica atual. Em Toxinologia, 0s primeiros
experimentos com animais visavam identificar um modelo que se apresentasse como
ideal para as manifestacGes fisiopatoldgicas de venenos como as observadas em vitimas
humanas. Assim, Vital Brazil (1914; 1918) verificou que os venenos Bothrops e Crotalus
apresentavam elevada toxicidade para animais de sangue quente, especialmente grandes
herbivoros e aves, enquanto porcos e gatos apresentavam resisténcia a esses venenos. Por
via intramuscular, os cavalos apresentaram alta sensibilidade aos venenos Bothrops e
Crotalus, induzindo rapida letalidade, ndo havendo tempo de sobrevivéncia suficiente
para observar rea¢@es no local da injecéo. Por outro lado, 0s ovinos também apresentaram
alta sensibilidade, letalidade e formacéo de edema.

Segundo Frangois Jacob (1993) “a abordagem alternativa da historia da Biologia
envolve a tentativa de descobrir como 0s objetos se tornam acessiveis a investigacao,
permitindo entdo que novos campos cientificos sejam desenvolvidos”. Como muitos
campos cientificos, a “Toxinologia” apareceu como uma ciéncia descritiva, e as
limitacBes técnicas restringiam o entendimento do mecanismo do veneno. No entanto, a
toxinologia evoluiu devido a necessidade de entender como as toxinas agem, como
neutralizad-las e como tratar a fisiopatologia induzida, principalmente nos
envenenamentos por serpentes, que causam grande nimero de mortes anualmente em

todo o0 mundo.
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Apesar de que, durante o envenenamento, multiplos efeitos tdxicos irrompem
simultaneamente no organismo, os estudos experimentais de envenenamento tém se
limitado ao uso de conjuntos de testes voltados a um unico efeito, sejam alteracdes locais
ou sistémicas, necessitando de um repertério experimental diversificado, envolvendo
modelos para o estudo da dor, edema, lesdes hemorragicas, miotoxicidade,
neurotoxicidade, entre outros efeitos. Aqui estd uma breve descricdo das metodologias
empregadas para avaliar esses efeitos.

O primeiro ensaio para o estudo de les6es hemorragicas foi desenvolvido em 1960,
baseado em um ensaio cutaneo utilizando coelhos como modelo experimental.
Previamente (um dia antes do teste), a area dorsal foi submetida a depilacdo com sulfeto
de bério e, uma vez finalizada a depilacdo, a area correspondente foi esfregada com 6leo
de zinco. Para o ensaio, foram feitas mdltiplas injecdes intracutaneas com solugdes
contendo diferentes quantidades de veneno no mesmo animal, obedecendo a um
espacamento de 2,5 cm entre as injecdes, simulando um tabuleiro de xadrez. Os grupos
experimentais corresponderam a 2 ou 3 coelhos, e 24 horas apds o0 envenenamento, a pele
foi retirada, espalhada e fixada em uma placa de vidro, e os didmetros horizontais das
manchas hemorragicas foram medidos, obtendo-se uma media entre os 2 didmetros de
uma coloracéo (Kondo et al., 1960).

Mais tarde, com a publicagdo de “Desenvolvimento de procedimentos de ensaio
padrdo simples para a caracterizagcdo de veneno de serpente”, em 1983, os coelhos foram
substituidos por ratos como modelo experimental. Com base no ensaio cutaneo de Kondo
et al. (1960), o novo método também se baseava na injecdo de diferentes quantidades de
veneno na pele dorsal tricotada. No entanto, ap6s 24 horas, 0s animais foram submetidos
a eutanasia, sua pele dorsal foi retirada e o diametro da lesdo foi medido em duas direcdes
perpendiculares, com auxilio de paquimetro e iluminacdo de fundo. Além disso, pela
primeira vez, falou-se da Dose Hemorragica Minima (MHD), definida como a menor
quantidade de veneno (peso seco) que causa uma lesdo hemorragica de 10 mm de
diametro, 24 horas apds sua administracdo (Theakston e Reid, 1983).

Em seguida, os modelos hemorragicos induzidos por venenos tiveram outro salto,
em que o MHD passou de cumprir apenas um papel Unico na caracterizacdo do potencial
hemorréagico dos venenos, para um papel de mensuracdo, na validacdo de antivenenos
para o tratamento dos venenos. Em 1985, o método de Kondo et al. (1960) foi modificado
quanto ao tempo de avaliacdo apds o envenenamento e ao modelo animal utilizado. Tal

modificacdo, utilizando camundongos e um tempo de duas horas como parametro de
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avaliacdo, tornou-se amplamente utilizada para quantificar o efeito hemorréagico e sua
neutralizacdo até os dias atuais. Neste protocolo, diferentes doses de veneno em um
volume de 0,1 ml sdo injetadas por via intradérmica em camundongos e, duas horas ap6s
0 envenenamento, 0s animais sdo sacrificados, sua pele € removida e o halo hemorrégico
medido. Os diametros séo calculados e 0 MHD permaneceu como a dose de veneno que
induziu uma leséo de 10 mm de didametro.

Para validar os soros, esse método foi incorporado as Diretrizes da Organizacao
Mundial da Saude, compondo o repertdrio de testes “essenciais” e “recomendados” para
avaliacdo pré-clinica de soros. Mas, apesar do trabalho original apresentar dois
delineamentos experimentais: (i) experimentos com veneno e incubagéo do soro antes da
injecéo e (ii) experimentos com injecdo do veneno e posterior administragdo do soro em
diferentes intervalos de tempo ap0s o envenenamento. No entanto, apenas o primeiro tem
sido utilizado para identificar o volume/quantidade de antiveneno que causa uma
mitigacdo de 50% da lesdo hemorragica (Gutiérrez et al., 1985).

Apesar de ser um método amplamente utilizado, seu uso tem, entre suas limitacdes,
a precisdo na determinagdo da DMH, uma vez que lesdes hemorrégicas com didmetros
semelhantes frequentemente tendem a variar em profundidade e intensidade. Mesmo apds
ser relatado o possivel uso da hemoglobina liberada entre as camadas da pele sobre o halo
hemorréagico, tal facanha exige um movimento econdmico para a aquisi¢do de reagentes
e aparelhos espectrofotométricos adequados. Nesse contexto, Jenkins et al. (2017),
considerando a variabilidade de area, profundidade e intensidade da hemorragia, ampliou
a metodologia da pele murina, ao sugerir uma analise de quantificacdo hemorragica por
meio da aplicacdo de ferramentas computacionais e analise de imagens.

A compreensdo sobre venenos de serpentes cresceu exponencialmente na Gltima
década, devido ao uso de metodologias combinadas com espectrometria de massas que
possibilitaram o conhecimento das composi¢Bes dos venenos, bem como suas variagdes
inter e intra-especificas. A complexidade dos venenos, aliada as limitacdes das
ferramentas mais convencionais utilizadas para estudar a fisiopatologia dos
envenenamentos, representam um verdadeiro desafio a ser superado. No entanto, estamos
otimistas de que o progresso em direcdo a tal entendimento serd possivel através da
aplicacdo de técnicas “Omicas” para este fim.

A espectrometria de massa, em particular, deu uma grande contribuicdo para a
compreensdo da composi¢do dos venenos; no entanto, sua aplicacdo ao entendimento

detalhado de disturbios em moléculas que estdo associadas a processos enddgenos
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contribuira para novos conhecimentos. Em ultima andlise, se a nova abordagem e os
processos de disseccao especifica da via bioguimica mudarem durante o envenenamento
por picada de cobra, isso permitird que os sistemas sejam compreendidos em sua
totalidade funcional, desde protedmica, metabolémica e lipidomica, ampliando o
conhecimento sobre mecanismos ja conhecidos, mas também relatando aqueles além do
nosso pensamento. Juntas, “6micas” baseadas em espectrometria de massa podem gerar
novos direcionamentos terapéuticos e desenvolvimento de ferramentas para diagndstico
e monitoramento.

Paralelamente a expansdo da protedmica, o desenvolvimento de instrumentacéo de
espectrometria de massa e ferramentas de investigacdo de proteinas, também permitiram
novas aplicagdes no campo da 'vendmica' (Melani et al., 2017; Patra et al., 2017; Andrade-
Silva et al., 2018; Ghezellou et al., 2019). A espectrometria de massa de tempo de voo
por dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI-TOF) permite a analise de venenos
brutos sem a necessidade de fracionamento, enquanto a analise de veneno por ressonancia
de ciclotron idnico de transformada de Fourier (FT-ICR) LC/MS/ MS expandiu o grau de
cobertura do proteoma do veneno (Fox et al., 2006), enquanto FT-ICR MS/MS usando
dissociacdo por captura de elétrons (ECD), dissociagdo multiféton infravermelho
(IRMPD) e dissociacdo induzida por colisao (CID) tém sido empregadas no estudo de
modificacbes pos-traducionais (revisado por Escoubas et al., 2008).

Os antivenenos tém a funcéo béasica de neutralizar a acdo das toxinas, presentes nos
venenos, que desencadeiam uma série de sintomas fisiologicos nos individuos
acometidos. S&o compostos basicamente por anticorpos, ou fragmentos destes que atuam
sobre as toxinas do veneno (Gutiérrez, 2017; Laustsen et al., 2018). Os antivenenos sao
produzidos a partir da imunizacdo de modelos animais, com pools de venenos de certas
espécies de serpentes (Gutiérrez, 2019). Em 2019, a OMS lancou uma campanha
priorizando o desenvolvimento de novos antivenenos eficazes, acessiveis e de baixo custo
(Minghui et al., 2019). Atualmente, existem desafios relacionados a capacidade de
neutralizacdo dos antivenenos atuais, que nao apresentam todos os anticorpos capazes de
reconhecer e neutralizar as proteinas presentes nos venenos. Devido a isso, 0
desenvolvimento de novas terapias e estudos de venenos mais aprofundados sdo
necessarios para o desenvolvimento de novos tratamentos (Calvete et al., 2016; Gomez-
Betancur et al., 2019; Alangode et al., 2020).

Como resultado das avaliagbes pré-clinicas dos antivenenos, é possivel obter

informacdes, como a dose efetiva capaz de neutralizar os diversos efeitos toxicos
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induzidos pelos venenos (Habib e Warrell, 2013; Gutiérrez et al., 2017); quais
componentes sdo reconhecidos pelos anticorpos utilizados na produgdo dos antivenenos;
ou que n&o estejam ligados a anticorpos, possibilitando a caracterizacdo do perfil de
reatividade dos antivenenos (Pla et al, 2012). Além dos ensaios pré-clinicos para avaliar
a capacidade de neutralizacdo dos soros, nos ultimos anos, o desenvolvimento de soros
tornou-se mais elaborado, devido a aplicacdo de ferramentas protedmicas para a anélise
da imunorreatividade dos soros (Laustsen et al., 2018; Deka, 2019).

Assim, surge a antivendmica, empregando ferramentas protedmicas para identificar
proteinas de veneno que carregam epitopos reconhecidos por soro especifico (Calvete, et
al., 2009). Um pré-requisito para a execugdo de antivenenos é a caracterizacdo dos
proteomas do veneno a serem analisados (Whiteley, 2019). Em seguida, é necessario
classificar amplamente o perfil de toxinas dos venenos de interesse, sendo essencial a
aplicacdo de estudos de protedmica (Bermddez-Méndez et al., 2018).

A antivenémica tem proporcionado uma melhor investigacao do perfil imunolégico
dos antivenenos, permitindo a quantificagdo da reatividade quanto aos venenos
homologos e heterdlogos, seguindo protocolos baseados em analises protedmicas
(Lomonte et al, 2008; Calvete et al., 2018). Juntamente com 0s ensaios pré-clinicos de
neutralizacdo padréo, os antivenenos representam uma ferramenta importante para avaliar
a possivel adequacdo e o alcance da aplicacdo clinica de antivenenos comerciais ou
experimentais (Gutiérrez, 2013; Calvete et al, 2016). Além disso, auxilia na determinagéo
da quantidade de antiveneno necessaria para neutralizar os efeitos desencadeados pelo
veneno (Pla., et al 2019).

A antivenbmica de primeira geracdo consiste na imunoprecipitacdo ou
imunodeplecao in vitro de uma solugé@o contendo complexos antigeno-anticorpo (Calvete,
2009). De acordo com o protocolo original para antivenenos de primeira geracao, apos a
determinacdo protebmica da fracdo de toxina que permanece sollvel apos a
imunoprecipitacdo, a imunorreatividade do soro pode ser inferida diretamente (Pla et al.,
2012), sendo possivel identificar proteinas em condi¢Ges cromatogréaficas idénticas de
venenos (Calvete et al., 2007). No entanto, a aplicacdo do protocolo antiveneno de
primeira geracdo foi recomendada principalmente para o perfil imunolégico de soros
antivenenos IgG inteiros.

Apesar de demonstrar sua utilidade em muitos projetos que reconheceram multiplos
antivenenos homélogos e heter6logos, a técnica de imunodeplecéo é um fator limitante

para a exploracdo detalhada de antivenenos (Calvete et al, 2009; Pla et al., 2012). Dessa
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forma, o protocolo de primeira geragéo foi redesenhado em 2012 para incluir a avaliagéo
de antivenenos baseados em Fab e Fab2 (Pla et al., 2012). O grande diferencial desta
atualizacdo foi a imobilizacdo das moléculas do soro antiofidico em uma matriz
cromatogréfica, para gerar uma coluna de imunoafinidade.

A segunda geragdo de antivendmica € baseada na cromatografia de afinidade, que
produz tragos cromatograficos mais leves do que o protocolo de imunodeplecéo original,
fornecendo uma descrigdo mais detalhada das proteinas ligantes e ndo ligantes do veneno
(Pla et al., 2012; Sintiprungrat et al., 2016). Inicialmente, as moléculas do soro séo
imobilizadas em uma matriz cromatografica, apés o uso de uma coluna contendo
Sepharose, em seguida, um tampéo de acoplamento é disposto a coluna, juntamente com
IgG e moléculas especificas do soro (Calvete et al., 2018).

Por meio da cromatografia de afinidade, € possivel analisar Fab2 antiveneno e
reutilizar colunas de afinidade, o que permite maior reprodutibilidade e economia. No
entanto, limitagdes ainda sdo encontradas, uma vez que as fragcdes do veneno ndo podem
se ligar a coluna de afinidade (Pla; Gutiérrez; Calvete, 2012; Sintiprungrat et al, 2016).
Apos a incubagédo do soro antiofidico com o veneno de interesse, é possivel obter as
fracdes eluidas (imunocapturadas), ou seja, proteinas que foram retiradas da coluna
devido a sua afinidade pelas moléculas do soro antiofidico ou fragcdes nédo retidas (néo
imunocapturadas) ou ndo imunogénicas proteinas analisadas por HPLC. Esta técnica
permite obter resultados qualitativos e quantitativos de conjuntos de proteinas de veneno
homologas e heter6logas que exibem epitopos reconhecidos pelo antiveneno e aqueles
que apresentam imunorreatividade prejudicada (Pla et al., 2012; Pla et al., 2017). Dessa
forma, fornece informacdes diretas sobre toxinas ligadas e ndo ligadas previamente
caracterizadas, com base na imunoafinidade do soro antiofidico estudado. Essas
atualizacGes permitiram uma melhor resolucdo e uma quantificacdo mais precisa de um
perfil de imunoreconhecimento do antiveneno do que o protocolo de imunodeplecdo
original.

A antivendmica de terceira geracdo € um método mais refinado e sensivel (Deka
et al, 2019; Pla et al, 2019). Essa geracdo de antivenenos permite uma melhor indicacdo
da capacidade maxima de ligacdo do antiveneno para neutralizar as toxinas do veneno,
bem como a quantificacdo da fracdo de anticorpos especificos para toxinas presentes no
antiveneno. Entdo, por meio de equac@es especificas, € possivel quantificar a fracdo de
moléculas de antiveneno com imunoafinidade contra toxinas de veneno. e outros, 2019).

Essa geracdo de antivenenos indica maior precisdo e quantificacdo por toxina resolvida
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271 com base em perfil imunoldgico reconhecido, bem como sua capacidade maxima de
272 ligacdo ao veneno e o célculo da fracdo de moléculas antiveneno especificas das toxinas.
273  Esses paradmetros fornecem forte suporte para a identificacdo de antivenenos com
274  potencial terapéutico mais adequado (Laustsen et al., 2015).
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Resumo

Popularmente conhecida como jararaca-da-seca a espécie Bothrops erythromelas, é uma
serpente endémica da Caatinga brasileira. O envenenamento pelo género Bothrops é
conhecido por causar disturbios de hemostasia, dor local, eritema, edema, equimose e em
casos mais graves disturbios renais e até necrose do membro afetado. O tratamento
consiste na administracdo do antiveneno botropico. O antiveneno se apresenta eficaz na
neutralizacdo dos processos fisiopatoldgicos e sistémicos, porém ineficaz no tratamento
dos danos tissulares. Tendo em vista a importancia de tais fatores citados anteriormente
para a patologia do envenenamento, 0 presente estudo teve por objetivo investigar 0s
processos hematoldgicos, histopatoldgicos e bioquimicos causados pelo veneno de B.
erythromelas antes da soroterapia e apds o tratamento com o antiveneno botrépico. Para
isso, utilizaram-se testes de lesdo hemorragica (in vivo). Foram realizadas injecOes de
25ug do veneno de B. erythromelas intradermicamente no dorso de camundongos swiss,
os animais foram separados em trés grupos, grupo controle salina (n=6) grupo
envenenados (n=6) e grupos envenandos e tratados (n=6) com soro antibotropico, 0s
grupos de animais que foram tratados receberam 40ulL de soro (intravenoso) via caudal.
Apos o periodo de 2 horas os animais foram anestesiados e eutanasiados via pulséo
cardiaca, sendo coletado o sangue destes para as analises bioquimicas e hematoldgicas.
De forma complementar, tecidos lesionados foram dissecados e submetidos a analise
histopatoldgica. Como resultado observou-se hemorragia deflagrada, principalmente, na
hipoderme. O efeito hemorragico no tecido lesionado foi discretamente neutralizado pelo
o0 antiveneno. Os dados hematoldgicos demostraram alteracdes plaquetarias e na cascata
de coagulacéo, ja as analises bioquimicas demostraram pequenas alteraces no colesterol
total e triglicerideos. Apos o tratamento os animais apresentaram poucas alteracfes na
lesdo formada, porém apresentaram alteracdes nos testes de coagulacdo e hematoldgico,
sendo o antiveneno incapaz de inibir totalmente o efeito hemorréagico do veneno de B.

erythromelas.

Palavras-chave: jararaca da seca, hemorragico, antiveneno, danos tissulares, coagulacao
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Abstract

Popularly known as jararaca-da-seca the species Bothrops erythromelas, is a snake
endemic to the Brazilian Caatinga. Bothrops poisoning is known to cause disorders of
hemostasis, local pain, erythema, edema, ecchymosis and in more severe cases of the
affected limb. Treatment consists of the administration of bothropic antivenom.
Antivenom is effective in neutralizing pathophysiological and systemic processes, but
ineffective in the treatment of tissue damage. In view of the importance of such factors
mentioned earlier for the pathology of poisoning, the present study aimed to investigate
the hematological, histopathological and biochemical processes caused by the poison of
B. erythromelas before serotherapy and after treatment with botropic antivenom. For this,
hemorrhagic injury tests (in vivo) were used. Injections of 25ug of B. erythromelas
venom were performed intraderically into the back of Swiss mice, the animals were
separated into three groups, saline control group (n=6) poisoned group (n=6) and
enonandant and treated groups (n=6) with antibotropic serum, groups of animals that were
treated received 40uL of serum (intravenous) via caudal. After the 2-hour period, the
animals were anesthetized and euthanized via cardiac drive, and their blood was collected
for biochemical and hematological analyses. In addition, injured tissues were dissected
and submitted to histopathological analysis. As a result, hemorrhage was observed,
mainly, in the hypomendum. The hemorrhagic effect on the injured tissue was mildly
neutralized by the antivenom. Hematological data showed platelet and coagulation
cascade alterations, while biochemical analyses showed small changes in total cholesterol
and triglycerides. After treatment, the animals presented few alterations in the formed
lesion, however, they showed changes in the coagulation and hematological tests,

antivenom is unable to fully inhibit the hemorrhagic effect of B. erythromelas venom.

Keywords: jararaca da seca, haemorrhagic, antivenom, damage to the liver, coagulation
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1. INTRODUCAO

No Brasil, as espéecies de serpentes do género Bothrops séo responsaveis pela
maioria de casos de envenenamentos humano (Moreira, 2014). A fisiopatologia induzida
pelo veneno por essas espécies abrange varias manifestacdes complexas a nivel local e
sisttmica, entre elas, edema, dor, hemorragia, necrose e distirbios hemostaticos
(Magalhdes et al., 2017; Valle et al., 2018). A serpente Bothrops erythromelas,
comumente chamada “jararaca da seca”, tem sido apontada como o principal agente
causador de acidentes ofidicos no Nordeste brasileiro (Oliveira et al., 2010), regido onde
seus habitantes elencam a espécie como uma das mais perigosas (Fernandes-Ferreira et
al., 2012) B. erythromelas apresenta em seu veneno cinco principais familias de toxinas:
snake venom metaloproteases (SVMPs), fosfolipases A2 (PLA2), snake venom
serinoproteases (SVSPs), lectinas do tipo C (CTL), peptideos potencializadores de
bradicinina (BPP) e desintegrinas (Jorge et al., 2015). Dentre este coquetel quimico, as
SVMPs séo abundantes em seu veneno, assim como relatado para outras espécies de
Bothrops (Gay et al., 2016; Gongalves-Machado et al., 2016; Tasoulis & Isbister, 2017),
responsaveis pela hemorragia no envenenamento (Gutiérrez et al., 2016).

O mecanismo da hemorragia induzida por venenos de serpentes tem sido
investigado em varios estudos. Os primeiros registros sdo dados por Lacerda, (1984),
trabalhando no Brasil descreveu os efeitos hemorragicos induzidos por venenos
botropicos em animais. Em seu relato sobre os efeitos patolégicos encontrados
experimentalmente, ele relatou: "O tecido celular subcutaneo é todo infiltrado e apresenta
de um lugar para outro, manchas pretas, manchas arroxeadas e dispersas, nuances difusas,
vivas e muitos extravasamentos sanguineos. O tecido celular que trabalha os musculos
também ¢ infiltrado, tem uma aparéncia gelatinosa e € mais ou menos encharcado de

sangue negro, parcialmente coagulado”. Outros esforgos dos cientistas em investigarem
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0 processo hemorragico dos venenos de serpentes viperideas transpassaram até os dias
atuais. Tais investigacbes deram luz ao conhecimento do mecanismo da atividade
supramencionada, descrevendo observagdes macroscopicas em tecidos afetados e
introduzindo a analise histoldgica de leses hemorragicas demostrando as alteracGes
tissulares em decorréncia do envenenamento (Baldo et al., 2010).

Apos envenenamento SVMPs hemorragicas localizam-se preferencialmente na
membrana basal de vénulas poés-capilares, arteriolas e capilares permanecendo
funcionalmente ativas (Herrera et al., 2015). Um evento fundamental para a génese
hemorragica proposto consiste na degradacdo dos componentes da membrana basal
vascular (Herrera et al., 2015; Gutiérrez et al., 2016), constituida principalmente por
colageno tipo 1V, laminina, nidogénio/entactina e perlecan (Kalluri, 2003; LeBleu, 2007).
Dessa forma, a acgdo hidrolitica de toxinas do veneno sobre 0s componentes
supramencionados, comprometeria a estabilidade mecénica do endotélio resultando em
sangramento (Gutiérrez et al., 2016)

Apesar da sélida evidéncia experimental que sustenta a hipOtese de que a
degradacdo da membrana basal é o passo chave na patogénese dos danos nos microvasos,
uma viséo alternativa emergiu recentemente, baseada na observacédo de que uma SVMP
hemorrégica cliva os receptores relacionados a lipoproteina de baixa densidade 5 e 6
(LRP5/ 6) em células endoteliais, causando uma realocagéo de VE-caderina e y-catenina,
com a consequente abertura das juncdes intercelulares e extravasamento (Seo et al.,
2017). Outro mecanismo que parece contribuir para a hemorragia € a incoagulabilidade
sanguinea. As toxinas do veneno catalisam a ativacdo de zimogénios de fatores da
coagulacdo e precursores das integrinas ou receptores o que resulta, consequente, em uma
coagulacdo intravascular disseminada seguida de uma coagulopatias de consumo (Kini;

koh, 2016). Entretanto, a relacdo entre este fenébmeno e a hemorragia ainda ndo estdo bem
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esclarecidos. SVMPs tambem interagem com proteinas contendo dominios VWF-AL,
através do seu dominio rico em Cys. Isso sugere um mecanismo pelo qual os SVMPs
interferem na adesdo plaquetaria resultando consequentemente em manifestacGes
hemorrégicas. As SVMPs de classe P-11 e P-lll apresentam atividade inibitoria da
agregacdo plaquetéria, sendo que a da calasse P-111. A atividade € induzida por clivagem
do colageno. Em adicdo, estas, interferem a ativacdo de plaquetas dependentes de VWF
por ligacdo e/ou hidrolise do receptor VWF e GPIb (Sajevic, 2011).

Muitas sdo as especulacdes e estudos que abordam como temética a génese
hemorrégica deflagrada por venenos de serpentes, no entanto, os eventos moleculares e
celulares precisos associados a ruptura dos microvasos permanecem desconhecidos. Um
estudo com abordagem protedmica indica a degradacdo de proteinas da matriz
extracelular (principalmente colagenos e proteoglicanos), proteinas citosolicas, do
citoesqueleto e ativacdo de colagenases em lesBes hemorragicas induzidas por um
SVMPs. No plasma, evidenciou-se a degradacdo da fibronectina e presenca em maiores
concentragdes de inibidores da proteinase plasmatica (Paes Leme et al., 2011).

A necessidade de se obter um conhecimento mais detalhado a neutralizacdo dos
efeitos locais, e se obter um indicador para 0 monitoramento da resposta terapéutico do
individuo ao antiveneno nos levou a estudar o plasma de camundongos envenenados por
B. erythromelas para avaliar a eficacia do antiveneno na neutralizacdo da hemorragia
local causada por esse veneno. Este estudo propds identificar quais proteinas e processos
bioldgicos sdo alterados no plasma de camundongos em resposta ao veneno e ao
tratamento com antiveneno. Nosso estudo oferece novos insights moleculares sobre a
génese da lesdo hemorragica causada pelo veneno de B. erythromelas, sua neutralizacédo

e as limitacGes do antiveneno.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Selecdo e obtencéo das amostras do plasma de murinos

Para isolar o plasma, maximizar a pureza da amostra, minimizar a lise dos
glébulos vermelhos e acomodar o deslocamento de 6rgdos de tumores, a cavidade toracica
dos animais foram abertas e usando uma agulha de calibre 23 milimetros. Em torno de
500-700 uL de sangue foram coletados de cada animal por puncéo cardiaca. O sangue foi
imediatamente transferido para tubos contendo EDTA ou citrato de sédio e foram
mantidos em banho de gelo. Para obtengdo de plasma, tubos com o sangue EDTA ou
citrato de sédio foram centrifugados a 1.000 rpm por 10 min a 4 ° C. Para as analises por
espectrometria de massas 10uL a cada duas amostras de plasma foram agrupadas, ou seja,
amostras de dois animais formaram um pool (3 repeticdes bioldgicas por grupo
experimental) e o restante foram estocados em freezer -80 o C. O numero de amostras
utilizados no agrupamento foi realizado na combinacdo de duas amostras levando em
consideracéo a (i) reducdo do efeito da variabilidade biologica, uma vez que resulta em
média bioldgica para proteinas e menor variabilidade geral e (ii) evitar que amostras

especificas pudessem dominar o sinal de todo o seu pool (Maes et al., 2016).

2.2 Animais e envenenamento experimental

Para identificar o perfil neutralizante do antiveneno brasileiro frente a leséo
hemorragica causada pelo veneno de B. erytromelas, trés grupos amostras foram
adotados nesta investigacdo de forma similar aos estudos de Rucavado et al., 2011: (i)
GC — grupo controle (n=6 animais) que receberam 15 uL de salina estéril a 0,9% (m/v);
(ii) GV — grupo envenenado com 25ug de veneno em 15uL de salina estéril a 0,9% (m/v)
e (ii) GA — grupo tratado com antiveneno botrépico pentavalente comercial (fabricante
Instituto Vital Brasil) (n=6 animais), onde os animais que receberam 40 pL do antiveneno

cinco minutos apds a inje¢do de 25ug de veneno de B. erythromelas em 15uL de salina
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estéril & 0,9% (m/v). Apoés a incubacdo, a mistura foi injetada via intradérmica no dorso
dos camundongos. Apds duas horas das injeces, os camundongos foram anestesiados
com ketamina e xilazina e o sangue foi coletado via puncéo cardiaca. Os procedimentos
experimentais com os animais foram aprovados pelo Comissao de Etica e Uso de Animais
(CEUA, do Nucleo de Pesquisa de Novos Medicamentos (NPDM) da Universidade
Federal do Ceara sob nimero 03090221-0).
2.3 Analises histoldgicas

As regides que receberam as injecOes indicadas anteriormente e que continham
halos hemorrégicos, foram excisadas, cortados em duas metades no meio e uma parte

fixado em solucéo de formol a 10% (v/v).

Os tecidos correspondentes ao sitio de injecdo do veneno e suas areas adjacentes
foram fixadas em solucéo de paraformaldeido a 4% (v/v) (PFA) suplementada com 0,1
M de tampéo fosfato (pH 7,4) submetidas a uma bateria de desidratacdo em solucbes
crescentes de alcool etilico e, por fim, diafanizadas em xilol, emblocadas em parafina e
submetidas a microtomia. Posteriormente os cortes de 5 pm foram processados
rotineiramente para coloragdo utilizando Hematoxilina/Eosina e Tricomico de Masson e
analisados por microscopia Optica de luz, microscopio optico ZEISS AXIO LAB.A1 com
camera digital AxioCam MRc. Todo o diagnostico foi realizado em objetiva Optica com
aumento de 10X.
2.4 Niveis de hemoglobina e metahemoglobina

A outra parte do halo hemorragico foi fragmentado e homogeneizado com 2 mL
de agua Mili-Q para extracdo de hemoglobina de acordo com Félix-Silva e colaboradores
(2017). Apoés incubacdo por 48 h a 8°C, as amostras foram homogeneizadas e
centrifugadas a 16000x g por 10 min em temperatura ambiente. Em seguida, 1 mL deste

sobrenadante foi centrifugado a 16000xg por 30 min a 4°C. Por fim, o sobrenadante
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limpido obtido foi lido a 540 nm e 630nm em um leitor de microplacas utilizando agua
Mili-Q. Essas porcentagens de hemoglobina oxidados a metemoglobina foram calculados
de acordo com a equagédo (Naoum & Moraes, 2004). A hemorragia foi expressa como o
contetido de hemoglobina extraida do halo hemorragico excisado formado apds a injecao
subcutanea de veneno. As amostras de cada animal foram analisadas em triplicata e a
média dessas determinacdes foi utilizada para expressar o resultado como média + erro
padrdo da média.

2.5 Anélises hematoldgicas e lipidicas

As amostras de sangue contendo EDTA foram analisadas em um contador
hematoldgico automatizado BC-5000 (Mindray®). Os parametros medidos incluiram
contagem de globulos vermelhos (RBC), hemoglobina (HGB), hematécrito (HCT),
volume corpuscular médio (MCV), hemoglobina corpuscular media (HCM),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (MCHC), contagem de globulos
brancos (WBC), neutréfilos (Neu), linfocitos (Lym) e plaquetas (PLT). Além disso,
amostras de soro foram usadas para medir colesterol, triglicerideos, colesterol de
lipoproteina de alta densidade (HDL), colesterol de lipoproteina de baixa densidade
(LDL) e colesterol de lipoproteina de muito baixa densidade (VDL). A anélise estatistica
foi realizada por meio do teste T, one Way-ANOVA, seguido do teste de comparagédo

multipla (p < 0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

E sabido que nos casos de envenenamento humano por B. erythromelas,
manifestagdes hemorragicas sistémicas nos pacientes ocorrem mesmo apos a soroterapia
e, dessa forma, isto nos motivou a estudar a neutralizacdo frente o efeito hemorréagico
causado por esse veneno. A dose minima hemorragica (MHD) do veneno de B.
erythromelas é estimada em 5.0ug, mas para estudos da neutralizacdo do efeito
hemorrégico por antivenenos, utiliza-se uma dose de desafio de veneno correspondente a

cinco MHDs (Gutiérrez et al., 2017).

Assim, validou-se, inicialmente, a alteragdo deflagrada pela a salina que
apresentou apenas um pequeno ponto hemorragico no local da injecdo (Figura 1) no grupo
controle. Essa alteracdo foi observada na amostra durante o tempo estabelecido (Figura
1A). Apos verificar que a salina solugéo utilizada para a dissolucao do veneno ndo induziu
hemorragia, procedeu-se a investigacao das amostras com injecao do veneno. Ja no grupo
experimental com veneno, uma intensa hemorragia pode ser observada apds duas horas
da injecdo do veneno (Figura 1 B). Para estimarmos a area das lesdes induzidas pelo
veneno, utilizou-se ferramentas computacionais. Desta forma, verificamos que a area

hemorragica variou entre 93 mm?e 233 mm? (Figura 1 C) entre os intervalos observados.
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Figura 1. A. Fotografias de lesbes hemorragicas de tamanhos comparaveis induzidas
pela injecdo de 15 pL solucdo salina 0,9% (m/v). B. Fotografias de lesGes hemorragicas
no dorso de camundongos induzidas por 25ug de veneno de Bothrops erythromelas. C.
Determinacdo da gravidade da hemorragia apenas por area no dorso de camundongos
envenenados.

Nas analises histopatoldgicas do grupo envenenado, foi possivel verificar que o
veneno de B. erythromelas causou hemorragia drastica na hipoderme de camundongos,
levando ao comprometimento do arranjo espacial do tecido evidenciado pela alteracéo
dos foliculos e afrouxamento das fibras colagenas (Figura 2). Ja no grupo envenenado e
tratado com antiveneno, os efeitos toxicos na pele de camundongos persistiram, embora
em menor intensidade, mostrando que o antiveneno tem a capacidade de neutralizar

parcialmente o efeito hemorragico do veneno de B. erythromelas (Figura 2).
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Figura 2. As setas indicam acdo do veneno de Bothrops erythromelas na pele do
camundongo e sua neutralizacdo, imagem de microscépio éptico aumento 10x. A e D:
Visdo microscopica da pele do camundongo 120 minutos apds a injecéo i.d. de salina.
Né&o foi observada hemorragia nas amostras controle, nem outras alteracdes. B e E: Visdo
microscopica da pele do camundongo 120 minutos apés a injecdo i.d. de veneno de
Bothrops erythromelas. O veneno induziu sangramento na hipoderme, alteracdo no
arranjo espacial da matriz extracelular devido a degradacdo de colageno e
hiperqueratinacdo. C e F: Visdo microscopica da pele do camundongo 120 minutos apds
a injecdo i.d. de veneno e coinjeccao de antiveneno. Mesmo com o tratamento, 0 veneno
foi capaz de induzir hemorragia hipodérmica ascendente, alteracdo no arranjo espacial da
matriz extracelular devido a degradacdo de colageno e hiperqueratinacéo.

A deflagracéo da hemorragia na hipoderme e o afrouxamento do tecido decorrente
da acdo do veneno de B. erytromelas nas fibras colagenas ja foram investigados
anteriormente. Baldo e colaboradores (2010) constataram que a toxina jararagina, uma
metaloprotease (SVMP) de classe 11, induz um quadro hemorragico na hipoderme de
camundongos, na qual a toxina é responsavel por causar afrouxamento dos feixes

colagenos. Assim, os efeitos histopatologicos encontrados neste estudo, provavelmente,
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podem resultar da agédo da jararagina sobre os componentes da matriz extracelular e, em

maior predominancia, sobre o colageno.

Assim, pode-se inferir que, o mecanismo hemorragico do veneno de B.
erythromelas é devido a combinacédo de efeitos sobre a parede capilar em sinergimo com
a hidrolise de componentes da matriz extracelular, o que causa o0 enfraquecimento
mecanico dos vasos. Sabe-se que o fracionamento e a caracterizacdo de toxinas
hemorrégicas para o veneno de B. erythromelas ainda sdo desconhecidos. Segundo
investigacOes, as SVMPs da classe P-111 s&o as principais toxinas envolvidas na génese
hemorragica (Fox; Gutiérrez, 2018; Gutierrez et al., 2016). Porém, a SVMP da classe P-
I11 chamada Berytractivase, apresenta-se destituida de tal atividade sendo um potente

ativador de protrombina (Silva et al., 2003).

Ja a analise da neutralizacdo do efeito hemorragico do veneno de B. erythromelas
utilizando o antiveneno botropico pentavalente comercial no grupo envenenado e tratado
com antiveneno, pode-se observar uma reducdo da lesdo hemorragica, o que foi
perceptivel pela regido centralizada em torno do sitio de injecdo (Figura 3 B). Verificou-
se uma menor variacdo entre os dados da area da lesdo em relacdo aos animais
envenenados e ndo tratados. A area hemorragica nos animais tratados com antiveneno

variou entre 119 mm? e 182 mm? (Figura 3 C) nos diferentes tempos observados.
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Figura 3. A: Fotografias de lesdes hemorragicas de tamanhos comparaveis induzidas
pela injecdo de solucdo salina. B: Fotografias de lesdes hemorragicas no dorso de
camundongos tratados com antiveneno de tamanhos comparaveis, mas intensidades
variadas, induzidas por 25ug de veneno de Bothrops erythromelas. C: Determinacédo da
gravidade da hemorragia por medida da area no dorso de camundongos tratados com soro
antibotropico.

Nos dias atuais, 0 envenenamento da vitima é avaliado através de parametros
hematoldgicos utilizados para o acompanhamento do quadro clinico, diagnéstico e
evolucdo do caso. Assim, com base nas analises dos hemogramas de camundongos
envenenados, percebe-se que o veneno de B. erythromelas e suas toxinas ndo tém como
alvo os eritrocitos. Todos os valores da série vermelha, numero de eritrdcitos,
hemoglobina e hematocrito, permaneceram dentro dos valores normais quando

comparados ao grupo controle (Figura 4).
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Figura 4. Contagem de leucadcitos totais (WBC), linfécitos (Lym), Glébulos Vermelhos
(RBC), Hematécrito (HCT), Hemoglobina (HGB), Volume Corpuscular Médio (MCV),
Hemoglobina Corpuscular Média (MCH), Concentracdo Corpuscular Média de
Hemoglobina (MCHC) e plaquetas (PLT) circulantes no sangue de camundongos
injetados com veneno de B. erythromelas e tratados com antiveneno. As células em
amostras de sangue foram contadas em um analisador hematoldgico automatizado. As
colunas representam a média £ DP (n = 6/grupo). *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,005 e
****p < 0,0005 para as comparacgdes indicadas (ANOVA one-way).
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No presente estudo, ap6s a inje¢do do veneno de B. erythromelas, os
camundongos ndo apresentaram um quadro de trombocitopenia até 120 minutos da
aplicacdo. Cavalcante e colaboradores (2016) ao estudar os dados plaquetimétricos de
pacientes envenenados por B. erythromelas, constataram que 2 horas ap6s
envenenamentos, ocorria um quadro trombocitopénico. Assim, a presente investigagdo
fornece dados que alertam para a importancia do rapido atendimento ao paciente. A partir
do exposto, sugere-se que 0 quadro trombocitopénico, induzido pelo veneno de B
erythromelas, ocorra em um periodo de tempo entre 1 e 3 horas ap6s a exposicdo do
individuo. Provavelmente, essa manifestacdo sistémica ja relatada, poderia ser

parcialmente ou totalmente inibida com a introducéo precoce da soroterapia.

Ja os para@metros hematoldgicos obtidos neste estudo, foram analisados apds a
injecdo do veneno de B. erythromelas no dorso dos animais e tratados com antivenenos.
Yamashita et al. (2011) obtiveram resultados contraditorios aos aqui apresentados ao
constatarem uma reducdo de cerca de 25% do edema modulado pelo veneno de B.
jararaca em ratos trombocitopénicos, sugerindo assim, uma interface plaguetas-edema
no modelo de envenenamento. Além disso, Yamashita (2013) identificou um quadro de
leucocitose induzida pelo veneno de B. jararaca apds 3 e 6 horas decorridas do
envenenamento. De forma similar, Santoro e colaboradores (2008) identificaram um
quadro de leucocitose em pacientes picados por B. jararaca. Entretanto, corroborando
com o presente estudo, Oliveira e colaboradores (2017) identificaram um quadro de
leucopenia induzido de forma dose-resposta pelo veneno de Philodryas olfersi em

camundongos.

Os venenos animais sdo considerados uma inovacdo predatdria no reino animal
(Casewell et al., 2013). Assim, em contrapartida, a defesa fisiolégica da presa/vitima

contra a agao do envenenamento é tentar capturar as toxinas perto do local da picada, com
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a mobilizacdo de leucdcitos para gerar uma armadilha extracelular (Katkar et al., 2016).
E importante mencionar que o processo de migragdo celular, como uma estratégia de
defesa para captura de toxinas presentes no tecido local consiste também em um
mecanismo de ativacdo do sistema de reparo tecidual (Gutiérrez et al., 2018). Uma vez
que o sistema de entrega do veneno, em associacao a toxinas citotoxicas danifica o local
(Jackson; Fry, 2016), ha como resultado a presenca de um gradiente de substancias

quimiotaticas no sitio lesado (Rucavado et al., 2016).

A migracdo de leucdcitos esta relacionada a uma resposta inflamatoria, assim
como o extravasamento de liquidos e a vasodilatacéo arteriolar. Stock e Hoffman (2000)
mostram que a leucopenia é uma queda global do nimero de células relacionadas a
resposta imunologica do organismo. Frequentemente, essa manifestacdo é desencadeada
pela reducdo no namero circulante de neutrofilo, seguido da reducdo de leucocitos.
Neutrofilos e mondcitos desempenham um importante papel na defesa do organismo
através da fagocitose e liberacdo de mediadores inflamatdrios. Entretanto, o neutrofilo é
o tipo celular predominante durante a fase aguda do processo inflamatorio, sendo depois

substituido pelos mondcitos (Abbas; Kumar; Fausto, 2005).

Wanderley e colaboradores (2014) identificaram um quadro de neutropenia
induzido pelo veneno de B. jararacussu via intraplantar. 1sso deve-se ao fato de que os
neutrofilos sdo uma das primeiras células a deixar a vasculatura e migrar para o tecido
durante o processo inflamatorio. Essas células sdo atraidas por quimiocinas e mediadores
inflamatdrios, como IL-8 e INF-g liberados pelas células endoteliais ativadas, macréfagos
e mastécitos, e pelos produtos C3a e Cb5a do complemento ativado por veneno
(Delafontaine et al., 2017, 2018; Owen et al., 2013). A migracdo € orientada pelo
gradiente de concentracdo de mediadores (mecanismo denominado quimiotaxia) que sdo

reconhecidos por receptores de superficie dos neutréfilos. Esta interacdo favorece o
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deslocamento dos neutrofilos pela matriz extracelular e sua rapida chegada ao sitio

inflamatorio (Mesquita et al., 2008).

No que se refere a populacéo linfocitaria neste estudo, foi identificado um quadro
de linfopenia induzido pelo veneno de B. erythromelas no tempo de analise. Quando
investigada a diferenciacdo das populacfes linfocitérias, foi revelado que o quadro de
linfopenia deu-se devido a queda do numero de linfocitos atipicos. Um quaro de
linfopenia também foi verificado em camundongos envenenados por P. olfersi por
Oliveira e colaboradores (2017). Entretanto, os autores néo realizaram a diferenciagéo
linfocitaria. J& Luna (2010), através da identificacdo de marcadores da superficie de
ceélulas do sangue periférico, observou uma queda em relacdo ao percentual de linfécitos
T 12 horas ap0s o tratamento soroterapico. Subsequentemente, ocorreu a manutencao de
niveis semelhantes nos pacientes leves e um ligeiro aumento seguido de leve diminuicdo
ou manutencdo de niveis semelhantes antes do tratamento em pacientes graves ou

moderados (Luna, 2010).

O quadro de linfopenia sugere que, a queda do nimero de linfocitos indicaria a
migracdo dessas células para os tecidos e sistemas afetados, contribuindo e/ou regulando
o0s quadros inflamatorios observados; com isso, sua diminuicdo no sangue periférico, mas
aqui ndo foi identificado alteraces no namero de linfocitos. No entanto, com o fim do
tratamento e a remissdo dos sintomas e o equilibrio percentual desses linfdcitos seria

estabelecido.

As manifestacdes hemorragicas locais em casos de envenenamento humano
podem ser os principais indicadores do género que inferiu danos ao paciente, dependendo
da localidade e o ambiente onde o individuo foi lesionado. No Brasil o género Bothrops,
tem sido um dos principais causadores de acidentes, e, tais manifestacdes hemorragicas

podem indicar a terapéutica a ser aplicada. Diante dessa observagdo, procurou-se
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quantificar a hemoglobina livre e a hemoglobina oxidada no modelo experimental deste

trabalho (Figura 5).
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Figura 5. Determinacdo da hemoglobina livre e da hemoglobina oxidada, a partir da
utilizacao de 25ug de veneno bruto de Bothrops erytromelas, em murinos. Os resultados
foram expressos como nas colunas representam a média + DP (n = 6/grupo). *p < 0,05,
**p < 0,01 e ***p < 0,005 e ****p < 0,0005 para as comparacdes indicadas (ANOVA
one-way).

A metemoglobina é a forma oxidada de oxihemoglobina, onde o Fe2+ do grupo
heme € oxidado para o férrico (Fe3+), ndo podendo assim, se ligar ao oxigénio (Baraka
et al, 2001). Na atividade oxidante, a quantidade de veneno da serpente Bothrops
erytromelas, utilizada de 25ug promoveu a formacdo de metemoglobina. Atualmente
alguns estudos tentam compreender a acdo oxidativa dos venenos de serpentes nas

hemoglobinas, tal acdo pode estar correlacionada a presenca do L-aminoacido oxidases

(svVLAAOS) e/ou o perdxido de hidrogénio (H202) (Melendez-Martinez et al, 2017).

Os LAAOs séo glicoenzimas diméricas ou flavoenzimas que interagem atraves de
ligacGes ndo covalentes com as enzimas, a glicosilacdo pode ser responsavel pela a

interacdo enzima-célula, sendo a liberagdo do peroxido de hidrogénio concentrado em um
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ponto da célula o que poderia levar a um dano mais rapido na célula devido a alta
concentracdo de peroxido de hidrogénio nesse ponto (Moustafa et al, 2006). Na literatura
ja se encontra descrito a presenca (LAAOS) no veneno do género Crotalus. Acredita-se
que as L-aminoacido oxidases (LAAOs) estdo presentes no veneno crotélica
essas flavoenzimas catalisasm a  oxidacdo de  L-amino&cidos, produzindo,

concomitantemente, peroxido de hidrogénio e aménia (Moustafa et al, 2006).

Sabe-se que a avaliacdo do quadro clinico, diagnostico e evolucdo de vitimas
envenenadas por serpentes é realizada a partir da observacdo de alteraces locais e
parametros hematologicos e exames complementares, 0s quais, sdo 0s meios efetivos de
diagnosticos atuais. A partir disso, é importante a utilizacdo de novos métodos de
diagnostico para se avaliar as alteragcdes sofridas durante o0 envenenamento por serpentes.
Assim, a analises do perfil lipidico de pacientes envenenados pode ser uma dessas

ferramentas de diagndstico.

Com base nas analises realizadas em camundongos envenenados e camundongos
envenenados e tratados com soro antibotrépico, percebe-se que o veneno de B.
erythromelas e suas toxinas causam pequenas alteraces no perfil lipidico, onde os
valores de HDL, VLDI, LDL, colesterol e triglicerideos, sofreram pequenas alteracdes

nos animais envenenados e em relacdo aos animais do grupo controle (Figura 6).
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Figura 6. Perfil lipidico do soro de camundongos injetados com 25ug de veneno de B.
erythromelas e tratados com 40uL de antiveneno Botrdpico. Foram analisados, Colesterol
total (CT), Triglicerideos (TG), Lipoproteina de alta densidade (HDL), Lipoproteina de
baixa densidade (LDL), Lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL). As amostras
de soro foram processadas em um analisador automatizado. As colunas representam a
média = DP (n = 6/grupo). *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,005 e ****p < 0,0005 para
as comparacdes indicadas (ANOVA one-way).

E sabido que os mediadores lipidicos sdo fortes estimuladores da resposta imune
(Rogerio et al., 2015), portanto, colesterol, LDL e HDL podem estar relacionados a

gravidade do envenenamento. Entretanto, existe uma divergéncia entre métodos
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utilizados o que pode estar relacionada com a sensibilidade destes. A espectrometria
detecta e infere proteinas em uma amostra de forma mais sensivel, enquanto ensaios

bioquimicos analisam as concentracdes de marcadores lipidico (Cavalcante, 2022).

4. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos neste trabalho corroboram com os achados na literatura sobre aa
clinica, sobre o tratamento e sobre a falha terapéutica com antiveneno botrépico em
pacientes envenenados por B. erythromelas. As analises demostraram alteracdes nos
animais que sofreram envenenamento, assim como a a¢ao do antiveneno nos animais
lesionados. Entretanto, verificou-se que o antiveneno ndo é capaz de sanar completamente

a acdo deflagrada pelo veneno botrépico.

Nossas descobertas fornecem uma nova visdo acerca da necessidade de
desenvolvimento novos tratamentos e métodos de diagndsticos mais eficazes para o
tratamento de envenenamentos por serpentes, assim, como a necessidade de averiguar
mais a fundo a agdo do veneno durante 0 envenenamento, buscar possiveis
biomarcadores, explorar as proteinas envolvidas no envenenamento por Bothrops e quais

proteinas ndo sdo neutralizadas pelos os antivenenos atuais.

Contudo isso, prevemos um avanco no desenvolvimento de ensaios clinicos
baseados nas patologias presentes no envenenamento, sendo possivel monitorar a
gravidade e a complexidade da acdo do veneno nos pacientes afligidos, assim como, a
possivel falha no tratamento atual, ndo apenas B. erythromelas mas também para outros

Venenos.
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Resumo

A andlise do plasma sanguineo representa uma ferramenta valiosa para investigar a
patologia tecidual e avaliar o sucesso terapéutico de varias intervengdes. Neste estudo, a
foi avaliada a capacidade de neutraliza¢&o do antiveneno brasileiro constituido por F(ab)2
derivados de cavalos, sobre a lesdo hemorrégica induzida pelo veneno da serpente
Bothrops jararaca. A partir, de analises histoldgicas, bioquimicas e hematoldgicas do
plasma sanguineo de camundongos swiss fémeas. Pode-se acompanhar as alteragdes
causadas pelo veneno B. jararaca, antes e a ap0s o tratamento com o antiveneno
botrdpico, em experimentos envolvendo a injecdo independente (primeiro o veneno, e
ap6s o antiveneno). A atividade hemorragica foi significativamente reduzida pelo

antiveneno.

Palavras-chaves: Atividade hemorragica, tratamento, veneno botrdpico, patologia

tecidual.
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Abstract

Blood plasma analysis is a valuable tool for investigating tissue pathology and evaluating
the therapeutic success of various interventions. In this study, the neutralization capacity
of the Brazilian antivenom consisting of F(ab)2 derived from horses on the hemorrhagic
lesion induced by the venom of the snake Bothrops jararaca was evaluated. From
histological, biochemical and hematological analyses of blood plasma of female Swiss
mice. Changes caused by B. jararaca poison can be followed before and after treatment
with bothropic antivenom in experiments involving independent injection (first the
poison, and after the antivenom). Hemorrhagic activity was significantly reduced by

antivenom.

Keywords: Hemorrhagic activity, treatment, bothropic venom, tissue pathology.
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1. INTRODUCAO

Bothrops jararaca é uma serpente semi-arbdrea que apresenta uma ampla distribuigdo no
Brasil, e representa uma das maiores causadoras de acidentes ofidicos em algumas regides
do pais, particularmente em areas densamente povoadas do sudeste do Brasil, onde é
responsavel pela maioria dos envenenamentos humanos (Puorto; Franga; Fan, 1992;
Gutiérrez & Rucavado, 2000; Chippaux, 2015). O veneno dessa espécie induz um quadro
clinico que inclui edema local, petéquias, equimose, e bolhas no membro afetado,
sangramento sistémico espontaneo em varios Orgdos, hemorragia subconjuntival e
disturbios de coagulacdo (Roodt, 1997; Cardoso et al., 2019; Gutierrez et al., 2017). Além
disso, outras manifestagdes fatais envolvendo disturbios hemostaticos, hemorragia

intracraniana, choque e insuficiéncia renal tambem séo relatados (Kouyoumdjlan, 1986;).

A patogénese dos distdrbios hemorragicos causados pelo veneno de B. jararaca tem sido
investigada a nivel local, evidenciando lesdo celular, comprometimento do sistema de

vasos sanguineos e linfaticos e degradacéo da matriz extracelular (MEC) (Sanchez et

al., 2015). Concomitante ao dano tecidual direto, desenvolve-se uma reagdo inflamatéria
que pode potencializar a degradacéo do tecido de forma exacerbada, porém estes efeitos
tem sido estudados por ferramentas reducionistas (Rucavado et al., 2016;). Dessa forma,
os efeitos sisttmicos associados aos envenenamentos por serpentes exigem de novas
ferramentas para investigacdo dos aspectos mais sutis do dano tecidual e seu reflexo no

sistema.

A necessidade de se obter um conhecimento mais profundo da neutralizacdo dos
efeitos locais, e se obter uma plataforma mais abrangente para o monitoramento da
resposta terapéutico do individuo ao antiveneno nos levou a estudar o plasma de

camundongos envenenados por B. jararaca para avaliar a eficacia do antiveneno na
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742 neutralizagdo da hemorragia local causada por esse veneno. Este estudo propds identificar
743 quais proteinas e processos biologicos sdo alterados no plasma de camundongos em
744  resposta ao veneno e ao tratamento com antiveneno. Nosso estudo oferece novos insights
745  moleculares sobre a génese da lesdo hemorragica causada pelo veneno de B. jararaca,
746  sua neutralizacéo e as limitagOes do antiveneno.

747

748 2. MATERIAIAS E METODOS

749 2.1 Obtencao do veneno de Bothops jararaca

750 O pool de veneno de Bothrops jararaca foi obtido de 50 espécimes capturados no interior
751  do estado de Séo Paulo (Figura 1) e mantidos no serpentario do Centro de Estudos de
752 Venenos e Animais Peconhentos (CEVAP) da Universidade Estadual Paulista (UNESP)
753  sob autorizacdo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
754  Renovaveis (IBAMA 35/1/92/0044-1, Proc. n° 02001.005670/90-77). Este projeto de
755  pesquisa esta registrado no Sistema Nacional do Patriménio Genético e do Conhecimento
756  Tradicional Associado (SISGEN) sob o n°® A54E8ES8. Para a extracdo do veneno, as
757  serpentes foram anestesiadas com CO2, e 0 veneno preparado de acordo com Santos et

758 al. (2021).
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Figura 1. Mapa demonstra o local no Estado de S&o Paulo onde foi realizada a captura

dos espécimes de serpentes de B. jararaca utilizadas para coleta de veneno e a obtencédo
do pool

2.2 Animais e envenenamento experimental

Para identificar o perfil neutralizante do antiveneno brasileiro frente a lesdo hemorragica
causada pelo veneno de B. jararaca, dois tipos de desenho experimental foram usados:
(i) incubacdo de veneno e antiveneno, antes da inje¢cdo em camundongos, e (ii) injecdo
independente de veneno e antiveneno, ou controle (Rucavado et al., 2011). Os
experimentos foram aprovados pelo Comissdo de Etica e Uso de Animais (CEUA), do

Nucleo de Pesquisa de Novos Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal do Ceara.

Para os experimentos com (i) incubacéo de veneno e antiveneno antes da inje¢do, misturas
contendo 40uL de antiveneno foram adicionados a uma solucéo fisioldgica salina estéril
(NaCl) contendo 25ug (15uL) de veneno de B. jararaca e incubadas a 37 C por 30 min.

Ap0s a incubacdo, a mistura foi injetada via intradérmica no dorso dos camundongos
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(n=6). O grupo controle recebeu apenas NaCl ou antiveneno. Duas horas ap6s a injecao,
os camundongos foram anestesiados e 0 sangue coletado via puncéo cardiaca (Cavalcante

et al., 2022).

As regides contendo o halo hemorrégico foram excisadas, cortados em duas metades no
meio e uma parte fixado em solucéo de formol a 10% (v/v), processados e incluidos em
parafina. Cortes de tecido foram coletados e corados com hematoxilina-eosina para
observacao microscopica. A outra metade correspondente foi armazenada em agua MiliQ
(3 - 4°C) para dosagens de hemoglobina. Para os experimentos de (ii) injecéo
independente, aliquotas de 25ug (15uL) de veneno de B. jararaca foram injetadas por via
intradérmica no dorso dos animais. Cinco minutos apds a injecdo, 0s camundongos
receberam uma segunda injecdo contendo o antivenenos (40uL) e o protocolo seguiu

conforme descrito anteriormente.

2.3 Medicéo de hemoglobina e metemoglobina

O potencial de oxidacdo de venenos brutos de Bothrops jararaca na hemoglobina de
camundongos Swiss foram realizados, in vitro. Utilizando o tecido do dorso envenenado
destes animais, a parte do halo hemorragico foi fragmentado e homogeneizado com 2 mL
de agua MiliQ para extracdo de hemoglobina (Félix-Silva et al., 2017). Apds incubacéo
por 48 h a 8°C, as amostras foram homogeneizadas e centrifugadas a 16000x g por 10
min, em temperatura ambiente. Em seguida, 1 mL deste sobrenadante foi centrifugado a
16000x g por 30 min, a 4°C. Por fim, o sobrenadante obtido foi lido a 540 nm e 630nm
em um leitor de microplacas utilizando agua MiliQ. A hemorragia foi expressa como o
conteudo de hemoglobina extraida do halo hemorragico excisado formado ap6s a injecédo

subcutanea de veneno. As amostras de cada animal foram analisadas em triplicata e a
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média dessas determinacdes foi utilizada para expressar o resultado como média + erro

padrdo da média.

2.4 Analise hematologica e lipidica

Para obtencdo do sangue, ap6s 30 minutos a inducdo da lesdo hemorrégica, todos 0s
camundongos receberam cetamina (80 mg/kg, ip) e xilazina (8 mg/kg, ip), e foram
sangrados via puncdo cardiaca. Amostras de sangue contendo EDTA foram analisadas
em um contador automatizado de hematologia BC-5000 (Mindray®). Os parametros
medidos incluiram contagem de hemécias (RBC), hemoglobina (HGB), hemat6crito
(HCT), volume corpuscular medio (MCV), hemoglobina corpuscular média (CMH),
concentragdo media de hemoglobina corpuscular (MCHC), contagem de leucocitos
(leucdcitos), neutréfilos (Neu), linfocitos (Lym) e plaquetas (PLT). Além disso, amostras
de soro foram utilizadas para medir colesterol, triglicerideos, colesterol de lipoproteina
de alta densidade (HDL), colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL) e colesterol
de lipoproteina de muito baixa densidade (VDL). A analise estatistica foi realizada por

meio do teste T, one Way-ANOVA, seguido do teste de comparag¢do multipla (p < 0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na constituicdo do veneno botrépico, podemos encontrar algumas proteinas que
podem apresentar atividade catalitica e outras ndo, como fosfolipases A2, L-aminoacido
oxidase, lectinas tipo C, proteases (metaloproteases e serina proteases), hialuronidases,
acetilcolinesterases, crescimento fatores e ativadores da proteina C (Markland, 1998;

Jorge et al., 2015).
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E sabido que nos casos de envenenamento humano por B. erythromelas,
manifestagdes hemorragicas sistémicas nos pacientes ocorrem mesmo apos a soroterapia
e, dessa forma, isto nos motivou a estudar a neutralizacéo frente o efeito hemorragico
causado por esse veneno. A dose minima hemorragica (MHD) do veneno de B.
erythromelas é estimada em 5.0ug, mas para estudos da neutralizacdo do efeito
hemorrégico por antivenenos, utiliza-se uma dose de desafio de veneno correspondente a

cinco MHDs (Gutiérrez et al., 2017).

Assim, validou-se, inicialmente, a alteracdo deflagrada pela salina que apresentou
apenas um pequeno ponto hemorragico no local da injecdo (Figura 1) no grupo controle.
Essa alteracdo observada na amostra durante o tempo observado (Figura 1A). Apos
verificar que a salina solucdo utilizada para a dissolu¢cdo do veneno n&o induziu
hemorragia, procedeu-se a investigacao das amostras com injecao do veneno. Ja no grupo
experimental grupo envenenado, uma intensa hemorragia pode ser observada apds duas
horas da injecdo do veneno (Figura 1 B). Para estimarmos a area das lesdes induzidas
pelo veneno, utilizou-se ferramentas computacionais. Desta forma, verificamos que a area

hemorragica variou entre 345 mm?e 557 mm? (Figura 1 C) entre os intervalos observados.
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Figura 1. A. Fotografias de lesdes hemorragicas de tamanhos comparaveis induzidas
pela injecdo de 15 pL solucgdo salina 0,9% (m/v). B. Fotografias de lesGes hemorragicas
no dorso de camundongos induzidas por 25ug de veneno de Bothrops jararaca. C.
Determinacdo da gravidade da hemorragia apenas por area no dorso de camundongos
envenenados.

Nas andlises histopatoldgicas do grupo com veneno, foi possivel verificar que o
veneno de B. jararaca causou hemorragia na hipoderme de camundongos, levando ao
comprometimento do arranjo espacial do tecido evidenciado pela alteracéo dos foliculos
e afrouxamento das fibras colagenas (Figura 2). Ja no grupo veneno e tratamento com
antiveneno. os efeitos tdxicos na pele de camundongos persistiram, embora em menor
intensidade, mostrando que o antiveneno tem a capacidade de neutralizar parcialmente o

efeito hemorragico do veneno de B. jararaca (Figura 3).
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Figura 2. Acdo do veneno de Bothrops jararaca na pele do camundongo e sua
neutralizacdo as setas indicam as alteracfes. A e D. Visdo microscépica da pele do
camundongo 120 minutos apo6s a injecdo i.d. de salina. Nao foi observada hemorragia nas
amostras controle, nem outras alteracdes. B e E. Visdo microscopica da pele do
camundongo 120 minutos apos a injecdo i.d. de veneno de Bothrops jararaca. O veneno
induziu sangramento na hipoderme, alteracdo no arranjo espacial da matriz extracelular
devido a degradacdo de colageno e hiperqueratinacdo. C e F. Visdo microscopica da pele
do camundongo 120 minutos ap0s a injecdo i.d. de veneno e coinjec¢do de antiveneno.
Mesmo com o tratamento, o veneno foi capaz de induzir hemorragia hipodérmica
ascendente, alteracdo no arranjo espacial da matriz extracelular devido a degradacéo de
colageno e hiperqueratinacao.

A deflagracéo da hemorragia na hipoderme e o afrouxamento do tecido decorrente
da acdo do veneno de B. jararaca nas fibras colagenas ja foram investigados
anteriormente. Baldo e colaboradores (2010) constataram que a toxina jararagina, uma
metaloprotease (SVMP) de classe 11, induz um quadro hemorragico na hipoderme de
camundongos, na qual a toxina é responsavel por causar afrouxamento dos feixes

colagenos. Assim, os efeitos histopatologicos encontrados neste estudo, provavelmente,
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podem resultar da acédo da jararagina sobre os componentes da matriz extracelular e, em

maior predominancia, sobre o colageno.

Assim, pode-se inferir que, 0 mecanismo hemorragico do veneno de B. jararaca
é devido a combinacédo de efeitos sobre a parede capilar em sinergismo com a hidrolise
de componentes da matriz extracelular, o que causa o enfraguecimento mecénico dos
vasos. Sabe-se que o fracionamento e a caracterizagdo de toxinas hemorragicas para o
veneno de B. erythromelas ainda séo desconhecidos. Segundo investigacoes, as SVMPs
da classe P-111 s&o as principais toxinas envolvidas na génese hemorragica (Fox;
Gutiérrez, 2018; Gutiérrez et al., 2016). Porém, a SVMP da classe P-l1Il chamada
Berytractivase, apresenta-se destituida de tal atividade sendo um potente ativador de

protrombina (Silva et al., 2003).

Ja a analise da neutralizacdo do efeito hemorragico do veneno de B. jararaca
utilizando o antiveneno botrdpico pentavalente comercial no grupo enevenenado e tratado
pode-se observar uma reducdo da lesdo hemorragica, o que foi perceptivel pela regido
centralizada em torno do sitio de injecdo (Figura 3 B). Verificou-se uma menor variagdo
entre os dados da area da lesdo em relacdo aos animais envenenados e nao tratados (rupo
envenenado). A area hemorragica nos animais tratados com antiveneno variou entre 140

mm? e 494 mm? (Figura 3 C) nos diferentes tempos observados.
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Figura 3. A. Fotografias de lesdes hemorragicas de tamanhos comparaveis induzidas
pela injecdo de solucdo salina. B. Fotografias de lesdes hemorragicas no dorso de
camundongos tratados com antiveneno de tamanhos comparaveis, mas intensidades
variadas, induzidas por 25ug de veneno de Bothrops jararaca. C. Determinacdo da
gravidade da hemorragia por medida da area no dorso de camundongos tratados com soro
antibotropico.

Nos dias atuais, 0 envenenamento da vitima é avaliado através de parametros
hematoldgicos utilizados para o acompanhamento do quadro clinico, diagnostico e
evolucdo do caso. Assim, com base nas analises dos hemogramas de camundongos
envenenados, percebe-se que 0 veneno de B. jararaca e suas toxinas ndao tém como alvo
os eritrocitos. Todos os valores da série vermelha, nimero de eritrocitos, hemoglobina e
hematocrito, permaneceram dentro dos valores normais quando comparados ao grupo

controle (Figura 4).
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Figura 4. Contagem de leucaocitos totais (WBC), linfdcitos (Lym), Globulos Vermelhos
(RBC), Hematdcrito (HCT), Hemoglobina (HGB), Volume Corpuscular Médio (MCV),
Hemoglobina Corpuscular Média (MCH), Concentracdo Corpuscular Média de
Hemoglobina (MCHC) e plaquetas (PLT) circulantes no sangue de camundongos
injetados com veneno de B. jararaca e tratados com antiveneno. As células em amostras
de sangue foram contadas em um analisador hematologico automatizado. As colunas
representam a média + DP (n = 6/grupo). *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,005 e ****p
< 0,0005 para as comparac0es indicadas (ANOVA one-way).

Contrapondo os dados obtidos no presente trabalho, Senise e colaboradores (2015)
identificaram a presenca de hemolise intravascular, que durou 6 horas apdés a
administracdo do veneno de B. jararaca na pata dos animais. Os autores relatam que a
cor das amostras do plasma e da urina de camundongos envenenados era avermelhada,
sugerindo hemoglobinemia. Consequentemente, foi observado que o0s niveis de

hemoglobina no plasma estavam notavelmente elevados, especialmente as 3 e 6 horas,

com retorno a normalidade as 24 horas.

No presente estudo, apds a injecdo do veneno de B. jararaca, 0os camundongos
ndo apresentaram um quadro de trombocitopenia até 60 minutos da aplicacdo. Santoro e

Sano-Martins (2004) constataram que o veneno de B. jararaca induzia uma diminuicao
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acentuada das plaguetas em 1 hora ap06s o envenenamento e que esse quadro de
trombocitopenia permanecia até 96 horas. Cavalcante e colaboradores (2016) ao estudar
os dados plaquetimétricos de pacientes envenenados por B. erythromelas, constataram
que 3 horas apds envenenamentos, ocorria um quadro trombocitopénico. Assim, a
presente investigacdo fornece dados que alertam para a importdncia do rapido
atendimento ao paciente. ocorra em um periodo entre 1 e 3 horas ap06s a exposi¢do do
individuo. Provavelmente, essa manifestacdo sistémica ja relatada, poderia ser

parcialmente ou totalmente inibida com a introducéo precoce da soroterapia.

Ja os parédmetros hematoldgicos obtidos neste estudo, foram analisados apds a
injecdo do veneno de B. jararaca no dorso dos animais e tratados com antivenenos.
Yamashita et al. (2011) obtiveram resultados contraditorios aos aqui apresentados ao
constatarem uma reducdo de cerca de 25% do edema modulado pelo veneno de B.
jararaca em ratos trombocitopénicos, sugerindo assim, uma interface plaquetas-edema
no modelo de envenenamento. Além disso, Yamashita (2013) identificou um quadro de
leucocitose induzida pelo veneno de B. jararaca apds 3 e 6 horas decorridas do
envenenamento. De forma similar, Santoro e colaboradores (2008) identificaram um
quadro de leucocitose em pacientes picados por B. jararaca. Entretanto, corroborando
com o presente estudo, Oliveira e colaboradores (2017) identificaram um quadro de
leucopenia induzido de forma dose-resposta pelo veneno de Philodryas olfersi em

camundongos.

Os venenos animais sdo considerados uma inovacdo predatdria no reino animal
(Casewell et al., 2013). Assim, em contrapartida, a defesa fisiologica da presa/vitima
contra a acdo do envenenamento é tentar capturar as toxinas perto do local da picada, com
a mobilizacao de leucdcitos para gerar uma armadilha extracelular (Katkar et al., 2016).

E importante mencionar que o processo de migracdo celular, como uma estratégia de
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defesa para captura de toxinas presentes no tecido local consiste também em um
mecanismo de ativacdo do sistema de reparo tecidual (Gutiérrez et al., 2018). Uma vez
que o sistema de entrega do veneno, em associacao a toxinas citotoxicas danifica o local
(Jackson; Fry, 2016), ha como resultado a presenca de um gradiente de substancias

quimiotéticas no sitio lesado (Rucavado et al., 2016).

A migracdo de leucdcitos esta relacionada a uma resposta inflamatoria, assim
como o extravasamento de liquidos e a vasodilatacdo arteriolar. Stock e Hoffman (2000)
mostram que a leucopenia € uma queda global do nimero de células relacionadas a
resposta imunologica do organismo. Frequentemente, essa manifestacdo é desencadeada
pela redugdo no numero circulante de neutrdfilo, sequido da redugdo de leucocitos.
Neutrofilos e mondcitos desempenham um importante papel na defesa do organismo
através da fagocitose e liberacdo de mediadores inflamatorios. Entretanto, o neutrofilo €
o tipo celular predominante durante a fase aguda do processo inflamatorio, sendo depois

substituido pelos mondcitos (Abbas; Kumar; Fausto, 2005).

Wanderley e colaboradores (2014) identificaram um quadro de neutropenia
induzido pelo veneno de B. jararacussu via intraplantar. 1sso deve-se ao fato de que os
neutrofilos sdo uma das primeiras células a deixar a vasculatura e migrar para o tecido
durante o processo inflamatorio. Essas células séo atraidas por quimiocinas e mediadores
inflamatdrios, como IL-8 e INF-g liberados pelas células endoteliais ativadas, macréfagos
e mastdcitos, e pelos produtos C3a e Cbha do complemento ativado por veneno
(Delafontaine et al., 2017, 2018; Owen et al., 2013). A migracdo é orientada pelo
gradiente de concentracdo de mediadores (mecanismo denominado quimiotaxia) que sdo
reconhecidos por receptores de superficie dos neutrofilos. Esta interacdo favorece o
deslocamento dos neutrofilos pela matriz extracelular e sua rapida chegada ao sitio

inflamatdrio (Mesquita et al., 2008).
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No que se refere & populacéo linfocitaria neste estudo, foi identificado um quadro
de linfopenia induzido pelo veneno de B. jararaca em ambos os tempos de anélise.
Quando investigada a diferenciacdo das populacdes linfocitérias, foi revelado que o
quadro de linfopenia deu-se devido a queda do numero de linfécitos atipicos. Um quaro
de linfopenia também foi verificado em camundongos envenenados por P. olfersi por
Oliveira e colaboradores (2017). Entretanto, os autores néo realizaram a diferenciagéo
linfocitaria. J& Luna (2010), através da identificacdo de marcadores da superficie de
células do sangue periférico, observou uma queda em relacdo ao percentual de linfécitos
T 12 horas ap6s o0 tratamento soroterapico. Subsequentemente, ocorreu a manutencao de
niveis semelhantes nos pacientes leves e um ligeiro aumento seguido de leve diminuigéo
ou manutencdo de niveis semelhantes antes do tratamento em pacientes graves ou

moderados (Luna, 2010).

O quadro de linfopenia sugere que, a queda do nimero de linfocitos indicaria a
migracdo dessas células para os tecidos e sistemas afetados, contribuindo e/ou regulando
os quadros inflamatorios observados; com isso, sua diminui¢ao no sangue periférico, mas
aqui ndo foi identificado alteraces no numero de linfocitos. No entanto, com o fim do
tratamento e a remissdo dos sintomas e o equilibrio percentual desses linfdcitos seria

estabelecido.
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Figura 5. Perfil lipidico do soro de camundongos injetados com 25ug de veneno de B.
jararaca, Veneno de B. jararaca (BjV), Veneno de B. jaraca + o tratamento com
antiveneno antibotropico (BjV+Av) tratados com 40uL de antiveneno botropico,
Colesterol total (CT), Triglicerideos (TG), Lipoproteina de alta densidade (HDL),
Lipoproteina de baixa densidade (LDL), Lipoproteina de densidade muito baixa
(VLDL). As amostras de soro foram processadas em um analisador automatizado. As
colunas representam a média £ DP (n = 6/grupo). *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,005 e
****p < 0,0005 para as comparacOes indicadas (ANOVA one-way).

A avaliacdo do quadro clinico, diagnoéstico e evolucao de vitimas envenenadas

por serpentes € realizada a partir da observacdo de alteracdes locais e parametros

A partir exames de hematoldgicos e complementares, 0s quais, S&0 0S meios
efetivos de diagnosticos atuais. A partir disso, € importante a utilizacdo de novos métodos
de diagnostico para se avaliar as alteracdes sofridas durante o envenenamento por
serpentes. Assim, a analises do perfil lipidico de pacientes envenenados pode ser uma

dessas ferramentas de diagnostico.

De acordo com analises realizadas em camundongos envenenados e camundongos
envenenados e tratados com soro antibotrépico, percebe-se que o veneno de B. jararaca

e suas toxinas causa pequenas alteracdes no perfil lipidico. Onde os valores de HDL,
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VLDI, LDL, colesterol e triglicerideos, sofreram algumas pequenas alteracdes de animais

envenenados e tratados com base no controle (Figura 5).

Segundo Rogerio et al (2015) alguns mediadores lipidicos sdo fortes
estimuladores da resposta imune, a partir disso, colesterol, LDL e HDL podem estar
relacionados a gravidade do envenenamento. Entretanto, existe uma divergéncia entre
métodos utilizados o que pode estar relacionada com a sensibilidade destes. A
espectrometria detecta e infere proteinas em uma amostra de forma mais sensivel,
enquanto ensaios bioquimicos analisam as concentracdes de marcadores lipidico

(Cavalcante, 2022).

E sabido que o veneno bruto de Bothrops jararaca em de diferentes concentracoes
pode oxidar a hemoglobina e desencadear a formacéo de metemoglobina. Para a analise
utilizou-se 25ug de veneno de B. jararaca, esta concentracdo apresentou oxidagdo

significativa e efeito sobre a hemoglobina de murinos.

metHb

a0

R

4%1077 =
—
3%10 7+
X 2x107-
-1
1%1074
0 .

T T
Saline  Veneno Antiveneno

Figura 5. Atividade oxidante de 25ug do veneno de B. jararaca sobre a hemoglobina de
murinos exibidos na porcentagem de formacdo de metemoglobina, a partir da
hemoglobina livre e oxidada. Os resultados foram expressos como nas colunas
representam a média £ DP (n = 6/grupo). *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,005 e ****p
< 0,0005 para as comparag0es indicadas (ANOVA one-way).
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Alguns estudos tentam compreender o efeito oxidativo causado pelos venenos
ainda é mal descrito e interagOes entre veneno ofidico e hemoglobinas ndo s&o totalmente
compreendidas ( Sunitha, 2015; Williams, 2018). Segundo Melendez-Martinez (2017) o
efeito oxidante causado por venenos ofidico pode estar relacionados a acdo do L-

aminodcido oxidases (svLAAQS) e/ou o peroxido de hidrogénio (H202).

4. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo permitiu uma melhor compreensdo dos mecanismos pelos quais ocorrem 0s
processos fisiopatologicos decorrentes da acdo do veneno de B. jararaca e como a
terapéutica atua para neutralizagcdo do veneno botrépico. No entanto, necessita-se da
elucidacdo dos mecanismos de acdo do veneno de B. jararaca, assim como, 0S processos

de neutralizagdo dos antivenenos brasileiros atuais.

Pode-se salientar que a investigacdo das moléculas envolvidas nesses mecanismos que
resultam nas alteracOes fisiopatologicas e de distarbios de hemostasia, ainda néo
esclarecidos para o0 envenenamento botropico, € de grande valia para o desenvolvimento
de uma terapéutica mais eficiente. Assim como o entendimento sobre a eficacia dos

antivenenos.

A partir disso, sera possivel o desenvolvimento de novos protocolos terapéuticos para a
evolucdo dos quadros clinicos de pacientes que sofreram acidentes ofidicos, como
melhoramento e/ou desenvolvimento de um produto mais eficazes. Isto viabilizara um

tratamento mais eficiente e seguro para pacientes acometidos.
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