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RESUMO

A serpente Bothrops atrox (B. atrox) € responsavel por grande parte das notificacGes de
acidentes ofidicos na regido norte do Brasil. A reacdo inflamatdria desencadeada pelo veneno
é responsavel pelos sinais clinicos, com efeitos locais e sistémicos observados nos pacientes.
O remodelamento da matriz extracelular (MEC) nesses acidentes é regulado por enzimas
como as metaloproteinases de matriz (MMPSs), podendo ser influenciado pelo processo
inflamatorio. Nesse estudo, avaliamos pela primeira vez o envolvimento das MMPs (MMP-1,
MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-10), TIMPs (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4) e
mediadores inflamatérios (IL-1pB, IL-6, TNF-alfa IL-10, 11-2 e IL-4) em pacientes vitimas de
acidente ofidico botrépico. Realizamos um estudo observacional, longitudinal e prospectivo
de pacientes que sofreram envenenamento botrépico e procuraram atendimento na Fundacéo
de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD). A populacdo de estudo
(N=30) foi dividida em 2 grupos de acordo com 0s sinais e sintomas apresentados (leve e
grave). A coleta de amostras de sangue periférico foi realizada em trés momentos: antes da
soroterapia (T0), 24h e 48h e apos a soroterapia (T1 E T2). O estudo contou com um grupo
controle (N=20), composto por individuos que ndo sofreram acidente ofidico. A quantificagdo
das moléculas citadas foi feita através da técnica de Luminex. Nossos resultados apontam que,
nos pacientes, ha uma resposta inflamatoria complexa, com altera¢cdes hematoldgicas, como a
leucocitose neutrolfilica a esquerda, que refletem a gravidade do quadro clinico. O aumento
das citocinas IL-6 e IL-10 em comparacdo ao grupo controle, aliado a diminuicdo dos niveis
de IL-1pB, TNF, IL-2 e IL-4, sugere um perfil imunoldgico especifico diante o envenenamento.
A correlagdo entre os niveis de citocinas e metaloproteinases de matriz (MMPS) sugere que a
resposta inflamatdria inicial é uniforme entre os pacientes, independentemente da gravidade
do envenenamento, mas que a MMP-10 pode servir como um biomarcador promissor para
quadros graves. A elevacdo dos TIMPs indica uma resposta regulatéria do organismo,
enquanto a reducdo progressiva de MMPs e TIMPs , principalmente TIMP-1 no grupo Grave,
aponta para uma adaptacdo fisiologica que estabiliza a inflamacdo e promove a recuperacao
tecidual. Esses achados ressaltam a importancia do monitoramento de MMPs e TIMPs como
biomarcadores de prognéstico e a necessidade de estratégias terapéuticas que considerem a

complexidade da resposta imunolégica, contribuindo para um manejo clinico mais eficaz.

Palavras-chave: Bothrops atrox; inflamacéo; citocinas; MMPS; TIMPS



ABSTRACT

The snake Bothrops atrox (B. atrox) is responsible for most reports of snakebite accidents in
northern Brazil. The inflammatory reaction triggered by the venom is responsible for the
clinical signs, with local and systemic effects observed in patients, in addition to their
classification as mild, moderate and severe. The remodeling of the extracellular matrix (ECM)
in these accidents is regulated by proteolytic enzymes such as matrix metalloproteinases
(MMPs), and may be influenced by the inflammatory process. In this study, we evaluated for
the first time the involvement of metalloproteinases (MMP1, MMP-2, MMP-7, MMP-9,
MMP-10), TIMPs (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 and TIMP-4) and inflammatory mediators (IL-
1b, IL-6, TNF-alpha IL-10, IL-2 and IL-4) in patients who are victims of Bothrops snakebite
accidents. This is an observational, longitudinal, and prospective study of patients who
suffered Bothrops envenomation and sought care at the Fundacdo de Medicina Tropical
Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD). The study population was divided into 2 groups
according to the signs and symptoms presented (mild and severe). Peripheral blood samples
were collected at three time points: before serotherapy (TO0), during (24h), and after
serotherapy (48h). The study included a control group composed of individuals who had not
suffered a previous snakebite. The quantification of the molecules was performed using the
Luminex technique. Our results indicate that, in patients, there is a complex inflammatory
response, with hematological changes that reflect the severity of the clinical picture. The
correlation between cytokines and matrix metalloproteinases (MMPs) suggests a uniform
initial inflammatory response, highlighting MMP-1 as a biomarker for severe cases. The
elevation of inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) indicates a regulatory response of the
organism, while the progressive reduction of MMPs and TIMPs points to a physiological
adaptation that stabilizes inflammation and promotes tissue recovery. These findings highlight
the importance of monitoring MMPs and TIMPs as prognostic biomarkers and the need for
therapeutic strategies that consider the complexity of the immune response, contributing to a

more effective clinical management.

Keywords: Bothrops atrox: inflammation; cytokines; MMPS; TIMPS.
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1. INTRODUCAO

Em diversas regides brasileiras, envenenamentos por serpentes sdo um problema de
salde publica, devido a grande incidéncia anual e pelos casos de morte ou amputacGes
associadas ao envenenamento (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). A regi&o norte do Brasil
possui 0 maior indice de acidentes causados por envenenamento ofidico no pais, tendo a
espécie Bothrops atrox como a principal responsavel (SINAN, 2019). O acidente botropico
leva a um quadro clinico inflamatorio, variando desde hemorragias locais a efeitos sistémicos,

de acordo com a gravidade do envenenamento. (LARRECHE et al., 2021a).

As manifestacdes clinicas incluem dor, edema no local da picada, extravasamento de
sangue, processos hemorragicos, necrose e formacdo de bolhas (flictenas), decorrentes do
processo inflamatorio, variando de acordo com a classificagdo do acidente. (MONTEIRO et
al., 2020a; MORETTO DEL-REI et al., 2019). Por sua vez, as manifestacdes sistémicas
consistem em principalmente dificuldade na coagulagdo, insuficiéncia renal aguda e
sangramentos (GIMENES et al., 2021).

Os efeitos fisiopatoldgicos sdo de grande interesse, pois a resposta inflamatdria
observada apds envenenamento causado por serpentes do género Bothrops leva a ativacdo do
sistema imune inato, com participacdo das células locais e recrutamento de outras células
como leucdcitos, além da producio de mediadores inflamatdrios e citocinas (ECHEVERRIA
et al., 2018; IBIAPINA et al., 2019a). Estudos vém demonstrando que a peconha de Bothrops
atrox apresenta efeitos locais mais intensos comparados a outras espécies, devido ao grande

processo inflamatorio gerado no local da picada (MOREIRA et al., 2012).

Desde a primeira descoberta de proteinases dependentes de zinco no veneno de
viperideos, os pesquisadores estudam a estrutura e a funcdo dessas proteinases, para entender
seu papel no envenenamento. (TAKAHASHI; OHSAKA, 1970). Metaloproteases ¢ a
principal familia de proteinas em venenos de vibora, presente em todas as espécies de viboras
incluidas, na qual as quantidades méaximas presentes sdo de 85% para Bothrops atrox
(TASOULLIS; ISBISTER, 2017).

A medida que os estudos avancavam, as metaloproteinases de veneno de cobra
(SVMPs), como esse grupo de proteinases € agora chamado, foram posteriormente
categorizadas nas classes Pl, Plla, Pllb, Pllla, Plllb e PIV (FOX; SERRANO, 2005; HITE et

al., 1994). Funcionalmente, as SVMPs exibem uma ampla gama de atividades bioldgicas,



muitas das quais sdo toxicas, e esse escopo de atividades reflete a multiplicidade de produtos
derivados das quatro classes de SVMPs (FOX; SERRANO, 2005).

No entanto, ha outro grupo de metaloproteinases que ndo pertencem as SVMPs, As
metaloproteinases de matriz (MMPSs), também conhecidas como matrixinas, que hidrolisam
proteinas da matriz extracelular (MEC) (LEVIN et al., 2017a). MMPs sdo uma familia de
endopeptidases de degradacdo de MEC dependentes de zinco, que compartilham dominios
funcionais comuns, mecanismos de ativacdo e coletivamente tém a capacidade de degradar
todos os tipos de proteinas de MEC (BODE; GOMIS-RUTH; STOCKLER, 1993a). Além de
desempenhar um papel central no turnover das macromoléculas da MEC, essas enzimas
podem ativar ou degradar proteoliticamente uma variedade de substratos ndo matriciais,
incluindo moléculas sinalizadoras como fatores de crescimento, quimiocinas e citocinas
(BRINCKERHOFF; MATRISIAN, 2002a).

Cada MMP influencia as propriedades da MEC de maneira diferente, gerando
caracteristicas quimicas, biomecanicas e morfologicas distintas da MEC, onde efeitos
produzidos por uma MMP especifica através da degradacdo seletiva da MEC influenciara
exclusivamente o comportamento celular, incluindo migracdo, morfologia, perfil de expressao
génica e ativacdo de cascatas intracelulares (BRINCKERHOFF; MATRISIAN, 2002b). As
MMPs ativadas sdo reguladas por seus inibidores enddgenos conhecidos como inibidores
teciduais de metaloproteinase (TIMP), onde o dominio N-terminal € suficiente para a inibicéo
de MMPs. Todos os TIMPs inibem a atividade das MMPs de maneira ndo seletiva (BODE,
2003a; HUANG et al., 1996).

Na literatura, as alteracbes na homeostase causadas pelo envenenamento botrépico
devido a acdo das SVMPs ja é descrita em diversos estudos, por sua vez as MMPs ndo tiveram
atencdo cientifica, ha poucas informacdes de correlagdo de quadro clinico com os niveis

dessas metaloproteinases ou sua dosagem em acidentes causados pela espécie Bothrops atrox.

Os acidentes causados por Bothrops atrox sdao um problema de saude publica, e as
informacdes presentes na literatura ndo séo suficientes para esclarecer a atividade das MMPs e
seu impacto na inflamacdo desencadeada apds o envenenamento botropico. Portanto,
buscamos avaliar estes mediadores enddgenos e sua acdo, contribuindo assim para melhor

compreensdo e elucidagdo do processo de resposta imune que ocorre nestes pacientes.



O tratamento com o soro antiofidico ndo inibe totalmente os efeitos locais e sistémicos,
sendo amplo o desafio para a comunidade cientifica, especialmente na hemorragia local,
devido a composigéo enzimatica do veneno. O soro antiofidico botropico (SAB) néo é capaz
de reverter a hemorragia local da picada, mesmo quando empregado em grandes quantidades
(GUTIERREZ et al., 2018a).

E de conhecimento que o desenvolvimento da reacéo inflamatéria é acentuado devido
a composicao enzimatica da peconha de serpentes, isto €, a pegonha da serpente é responsavel
pelo efeito promovido principalmente por neutréfilos e fagocitos, pela producdo de espécies
reativas de oxigénio levando a grandes lesdes celulares (GUTIERREZ et al., 2018a).

Mesmo com buscas minuciosas, existem poucos trabalhos descritos na literatura sobre
0 envenenamento causado pela serpente Bothrops atrox, e se ha alguma relacédo da gravidade
do quadro clinico com uma possivel alteracdo dos niveis séricos de metaloproteases apds o
acidente.

Varios estudos buscam compreender 0s mecanismos envolvidos no controle da
inflamacdo e homeostase, bem como no desenvolvimento do quadro clinico grave por
envenenamento botropico, mesmo apds a administracdo do soro antiofidico, buscando
identificar marcadores de progndstico de evolucdo e complicacdes. Nesse contexto, o estudo
das MMPs e TIMPs nos diferentes quadros clinicos do acidente ofidico, em conjunto com
citocinas é de grande importancia para o entendimento da fisiopatologia causada pelo
processo inflamatorio e se novos alvos terapéuticos podem ser identificados para um melhor

tratamento adjuvante, além de uma melhor elucidacdo da resposta imune deste processo.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Epidemiologia

Os envenenamentos por animais pegonhentos, especialmente os acidentes por serpentes,
foram abrangidos pela Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) na classificacdo das doencas
tropicais negligenciadas. Estes estdo relacionados em grande parte com individuos de baixa
renda, residentes em zonas rurais, sendo um problema de saude publica. Devido ao grande
nimero de casos, estes acidentes foram inseridos na Lista de Notificagdo Compulséria do
Brasil, onde todos os casos de acidentes ofidicos devem ser notificados imediatamente apés a
confirmacgdo (TOXICOLOGIA, 2022).



No ano de 2023, o SINAN (Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo)
registrou aproximadamente, no estado do Amazonas o SINAN registrou aproximadamente
3.195 notificacdes de acidentes ofidicos, dos quais 1.463 foram ocasionas por serpentes do
género Bothrops, seguido de Lachesis, com 160 casos, Micrurus com 12 casos e Crotalus com
11 casos (Figura 1). (SINAN, 2023).

Acidentes Por Serpentes na Amazonia Brasileira
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Figura
1: Acidentes por animais peconhentos. Notificagdes registradas no Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo — Amazonas Fonte: Adaptado de: (SINAN, 2023)
Na Amazonia Brasileira, o género Bothrops (Figura 2) ocasionou aproximadamente

59% dos acidentes ofidicos notificados.

Figura 2: Bothrops atrox: Serpente com o maior nimero de acidentes registrados na reunido Norte. Foto: Paulo
Bernarde. Fonte: Adaptado de: (PEREIRA DA SILVA et al., 2017)



As notificacbes demonstram uma incidéncia crescente de acidentes ofidicos apos a
segunda metade da década de 1980, predominantes em adultos (20 - 39 anos; 38%), no sexo
masculino (78,9%) e nos residentes em areas rurais (85,6%) (FEITOSA et al., 2015b).
Levando em consideragcdo que a maior incidéncia dos acidentes com serpentes na regido
amazonica correlaciona-se com o periodo de chuvas mais elevado, sendo nos meses de
dezembro a junho, com taxa de letalidade de 0,6% (Figura 3) (FEITOSA, ESAU L. ET AL,
2015).
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Figura 3: Sazonalidade dos acidentes ofidicos registrados no Estado do Amazonas de 2007 a 2012. Fonte:
Adaptado de ( FEITOSA, ESAU L. ET AL., 2015).

2.2. Tratamento

No ano de 1898, Vital Brazil identificou que a eficacia dos soros antiofidicos estava
relacionada a especificidade do veneno utilizado na producdo do antidoto e de acordo com o
género das serpentes. Inicialmente, a eficacia foi constatada a partir da imunizacdo caes
inoculados com veneno de cascavel e jararaca (BOCHNER, 2013). A administracdo de soro
antiofidico é reconhecida pela OMS como o Unico tratamento recomendado em caso de
acidentes (CHIPPAUX, 2010).

E importante destacar que houve uma crise do soro no Brasil a partir da década de
1970 até o ano de 1986 (METODOS; BIBLIOMETRICOS, 2011). A falta generalizada na
disponibilizacdo se deu devido a oferta ser regulada pelo mercado. Isso significa que as
empresas privadas que forneciam os soros controlavam a oferta que era adquirida pela Central

de Medicamentos do Ministério da Saude. Em 1983, a crise avan¢ou com a saida de um dos


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/antivenom
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/antivenom

laboratdrios produtores por causa de problemas na producédo, o que ocasionou a paralisa¢do de
grande parte da producdo. Apds a morte do filho de um diplomata, no ano de 1986,
institucionalizou-se a “crise do soro” no Brasil (Figura 4) (MORAES; REICHENHEIM,
2002).
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Figura 4: Numero de 6bitos provenientes de acidentes ofidicos no Brasil de 1979 a 2017 Fonte: VAZ; BRAZIL,;

PAIXAO, 2020).

H& mais de um século, o Butantan produz diversos tipos de soros contra toxinas de
animais peconhentos e microrganismos. Sua producdo envolve a imunizacdo de cavalos com
antigenos produzidos a partir de venenos, toxinas ou virus, a obtencdo de diferentes tipos de
plasma, que sdo submetidos a processamento industrial de purificacdo e formulacéo,
resultando em produtos de alta qualidade, seguranca e eficacia. Os soros do Butantan sdo
fracdes de imunoglobulinas purificadas e especificas, com apresenta¢do na forma liquida, em
frascos-ampola de 5, 10 ou 20 mililitros (dependendo do tipo de soro) e que devem ser
conservados em geladeira até o seu uso (BUTANTAN, 2018).

Sabe-se que a maioria dos efeitos sistémicos do envenenamento sdo revertidos apés a
administracdo precoce da soroterapia em dose terapéutica adequada. No entanto, o tratamento
dos efeitos locais continua sendo um grande desafio para a ciéncia, principalmente a
hemorragia local, devido a composicdo enzimatica do veneno. O soro antiofidico contra
envenenamento por serpentes Bothrops atrox ndo é capaz de reverter a hemorragia local,

mesmo quando utilizado em grandes quantidades (GUTIERREZ et al., 2018).



A administracdo do soro antiofidico pode prevenir a morte, mas ndo evita danos
teciduais locais e incapacidades resultantes. A baixa inibicdo dos efeitos locais, pela demora
no recebimento do soro ou pela baixa eficacia, € a principal causa de amputagdes, podendo
levar a graves impactos negativos sociais, econémicos e de salde, visto que a maioria das
vitimas vive em areas rurais (GUTIERREZ et al., 2013). O soro antiofidico, no entanto,
apresenta algumas limitacbes como dificuldade de acesso para sua entrega em algumas
regides, risco de reagdes imunologicas (incluindo doenca do soro), alto custo e eficacia
limitada na melhora do dano tecidual local (DE SILVA, H. ASITA; RYAN; DE SILVA,
2016; SCHESKE; RUITENBERG; BISSUMBHAR, 2015).

2.3. Processo inflamatdrio no envenenamento botrépico

A peconha do género Bothrops é composta por moléculas em sua grande maioria de
carter imunogénico, isto €, capazes de induzirem uma resposta imune. Essa resposta é
amplamente variada, dada a grande complexidade das toxinas, e é responsavel pela
estimulacdo de uma resposta inata e adaptativa, com o objetivo de neutralizar e eliminar as
toxinas (LEON et al., 2011). O processo inflamatorio € um mecanismo fisioldgico de defesa
da imunidade inata que visa uma resposta inespecifica a agentes estranhos. O processo
caracteriza-se pelo direcionamento de leucocitos e moléculas do plasma para locais de
infeccdo ou da leséo tecidual (ABBAS, ABUL K.; LICHTMAN, ANDREW H.; PILLAI,
2015).

A inflamacdo gerada pela acdo das toxinas de serpentes € iniciada pela capacidade de
leucdcitos locais e circulantes em reconhecerem diretamente 0s componentes da peconha,
além de produtos da degradacdo de componentes teciduais. Essa estimulacdo é responsavel
pela producdo de mediadores inflamatorios presentes no plasma (sistema complemento) e
produzidos por células (citocinas, quimiocinas e mediadores lipidicos), culminando em um
infiltrado inflamatério de células e resultando em um edema proeminente e a geracdo de dor,
acompanhado de hemorragia e mionecrose (BURIN et al., 2018; LEON et al., 2011). Dentre
as serpentes do género Bothrops, estudos em modelos animais mostraram que a peconha de
Bothrops atrox apresenta efeitos locais mais intensos comparados a outras espécies
(LARRECHE et al., 2021b; SILVA et al., 2004a)

Os eventos inflamatorios causados pela peconha de Bothrops atrox e seus

componentes isolados sdo caracterizados pela migracdo de neutrofilos, mondcitos e



macrofagos e sintese e liberagdo de diversos mediadores inflamatérios, como as citocinas (IL-
12p70, TNF-a, IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-10 e INF-y), quimiocinas (CXCL-8, CXCL-1 e CXCL-
2), mediadores lipidicos (PGE2, LTB4 e CysLeucotrienos) e componentes do sistema
complemento (Clq, C3a, C4a e C5a) (IBIAPINA et al., 2019a; MENALDO et al., 2017,
MOREIRA et al., 2012).

A reacdo inflamatoria exacerbada induzida pela pegonha de serpentes esta diretamente
associada a um carater degenerativo, isto é, sdo responsaveis por um efeito adverso causado
principalmente por neutréfilos e fagocitos pela producdo de espécies reativas de oxigénio
gerando lesdes celulares (GUTIERREZ et al., 2018a). Associados aos efeitos nocivos das
toxinas, esses efeitos deletérios da inflamacdo podem contribuir para complicacdes locais em
pacientes como necrose, sindrome compartimental, déficit funcional e amputacdo (ALVES et
al., 2018; OLIVEIRA SS., 2017; SACHETT et al., 2017).

Ibiapina e colaboradores observaram que pacientes que sofreram acidente por
serpentes da espécie Bothrops atrox tem um aumento plasmatico dos mediadores
inflamatérios CXCL-8, CCL-5, CXCL-9, CCL-2, CXCL10, IL-6, TNF-a, IL-1p e IL-10, além
da diminuicdo de C3a, C4a e Cbha. Esses pacientes também apresentaram valores aumentados
de CXCL-8, CCL-2, IL-6, TNF-a, IL-1pB, IL-10, IL-5, além da elevagdo de C3a, C4a e C5a no
exsudato das bolhas presentes no local da picada, quando comparados aos valores
plasmaticos. Os autores ainda evidenciaram que niveis aumentados de IL-6, TNF-a ¢ IL-1pB

estavam associados a gravidade do envenenamento (IBIAPINA et al., 2019a).

Em um estudo posterior, também com vitimas de acidente por Bothrops atrox, foi
observado que antes da administracdo da soroterapia, é possivel ver um padrdo de resposta
semelhante entre os pacientes leves e graves, com um aumento de mondcitos inflamatérios,
linfécitos T, células NKT e B, juntamente com as quimiocinas CCL2, CXCL9, CCL5 e
CXCL10, e as citocinas IL-1 e IL-10. ApoOs a administragdo do soro, observou-se a
participacdo dos monacitos patrulhadores e da IL-10 em pacientes leves. Por outro lado, em
pacientes graves, a quimiocina CCL2 apresentou altas concentragcfes a nivel local e sistémico
(Figura 5) (COELHO et al., 2023a).+
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Figura 5. Resumo esquematico da resposta inflamatdria local e sistémica ao envenenamento por B. atrox. Fonte:
(COELHO et al., 2023b)

A CCL2 é um dos principais quimioatraentes de mondcitos e foi previamente descrito
como um potencial biomarcador de complicagOes teciduais graves e complicagcOes sistémicas
como insuficiéncia renal aguda. O processo inflamatério nesta complicacédo esta relacionado a
um efeito citotoxico direto de toxinas nos rins, ou pela producdo de mediadores inflamatorios
e consequente acimulo leucocitario no local (ALVES et al., 2018; JUNIOR et al., 2019;
MEANS et al., 2017; RODRIGUES SGRIGNOLLI et al., 2011a).

A lesdo renal aguda induzida por veneno € uma complicacdo frequente da picada de
serpente botrdpica, acarretando morbidade e mortalidade relevantes, tendo algumas
quimiocinas como CCL-2 e CXCL-8, sendo alvos de estudo para biomarcadores, onde estudos
revelam que estas quimiocinas podem desempenhar um papel biolégico nessa complicagédo
(NEVES et al., 2022a; RODRIGUES SGRIGNOLLI et al., 2011b; SOARES et al., 2022).

Além dos rins, alteragbes morfoldgicas e funcionais pulmonares com a presenca de
infiltrados leucocitarios também foram evidenciadas (DA SILVA SOUZA et al., 2018;
SILVEIRA et al., 2004). Nesse sentido, o processo inflamatorio sistémico induzido pela
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peconha de serpentes do género Bothrops é responsavel pela ativacdo do eixo
inflamacdo/coagulacdo, sendo o processo inflamatorio responsavel pela expressdo do fator
tecidual, molécula causadora da ativagdo da via extrinseca da cascata de coagulacdo
(CEZARETTE; SARTIM; SAMPAIO, 2020; OLIVEIRA SS et al., 2017; SARTIM et al.,
2017).

2.4. Envenenamento

A peconha da serpente consiste em mais de 20 substancias diferentes, cujos efeitos
ainda ndo foram completamente estudados. A fragdo proteica (enzimas, toxinas néo
enziméticas e proteinas ndo tdxicas) compreende 90-95% de seu peso (RODRIGUES
SGRIGNOLLLI et al., 2011b). O veneno botrdpico, apesar da variabilidade de sua composicao
entre espécies de diferentes regides e dentro de uma mesma espécie, dependendo da idade da
serpente, em geral, apresenta um mecanismo caracterizado por acdo proteolitica, coagulante e
hemorragica, levando a manifestagdes caracteristicas locais e sisttmicas (RODRIGUES
SGRIGNOLLI et al., 2011b) (Figura 6).

A acdo de proteases, hialuronidases, fosfolipases e mediadores inflamatdrios leva a
lesdo tecidual local, com inicio precoce de dor, edema, sangramento e lesdes bolhosas, que
podem complicar com abscessos e necrose tecidual. Dentre as manifestagcdes sistémicas, 0s
eventos hemorragicos (epistaxe, gengivorragia, hematdria, hemoptise, sangramento do sistema
nervoso central) estdo associados a disturbios da coagulagdo secundarios & ativacdo do fator X
e a uma acdo semelhante a da trombina, levando ao consumo do fator de coagulacdo, como
ocorre durante o processo de coagulagdo intravascular (GUTIERREZ; THEAKSTON;
WARRELL, 2006; SANTOS et al., 2014a).
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Figura 6: Niveis de toxinas no veneno de viperideos e elapideos. O gréfico destaca os intervalos de niveis de
proteina (expressos como % do proteoma total do veneno) e a distribuicéo distinta das familias de toxinas mais
abundantes em diferentes venenos de espécies de cobras das familias Viperidae (subfamilias Viperinae e
Crotalinae) e Elapidae (subfamilias Elapinae e Hydrophiinae). As barras sdo codificadas por cores de acordo com
as atividades biolégicas mais relevantes da familia de toxinas correspondente. Os gradientes de cor indicam a
dependéncia da concentracdo do efeito bioldgico (mesma cor) ou efeitos diferentes (varias cores; ou seja,
algumas toxinas podem exercer um efeito em doses baixas e outro efeito em doses altas). As estruturas
cristalogréficas ou de ressonancia magnética nuclear de alguns membros de cada familia de proteinas também
sdo mostradas. Fonte: Adaptado de (GUTIERREZ et al., 2017)

2.5. Metaloproteinases associadas a veneno de serpente (SVMPs)

Os sintomas do envenenamento sdo decorrentes da agdo individual ou sinérgica de
diferentes toxinas que compdem o veneno de serpentes, como as Fosfolipases A2 (PLA 25s),
Metaloproteinases (SVMPs), Serinoroteinases (SVSPs), L-aminoacido oxidases (LAAOS),
entre outros (DOLEY; KINI, 2009; VONK et al., 2011). Metaloproteinases de veneno de
serpentes sdo particularmente importantes para a adaptacdo destes animais aos diferentes
ambientes. No veneno da maioria das especies de serpentes viboras, as SVMPs sdo o
componente mais abundante (CALVETE et al., 2009; SOUSA et al., 2013).

Os mecanismos evolutivos permitiram a diversidade estrutural e funcional de SVMPs
em venenos de viboras, fazendo as SVMPs serem capazes de interagirem com diferentes
substratos que controlam a hemostasia ou tecidos relevantes relacionados a funcGes
fisiolOgicas essenciais em presas e predadores (BERNARDONI et al., 2014a; MOURA-DA-
SILVA; BUTERA; TANJONI, 2007a).

O efeito mais evidente das SVMPs € a hemorragia, como resultado de uma ruptura
combinada da integridade dos vasos capilares e comprometimento do sistema de coagulacao
sanguinea, resultando no consumo de fatores plasmaticos de coagulacdo (MOURA-DA-
SILVA; BUTERA; TANJONI, 2007b). Os mecanismos de acdo de distintas SVMPs
envolvem diferentes alvos como, por exemplo, ativagcdo do Fator X da coagulacéo, atividade
fibrinogénio, entre outros (KAMIGUTI et al., 1994; SIIGUR et al., 2001). SVMPs interagindo
com alvos hemostaticos distintos podem ser encontrados no mesmo pool de veneno de uma
Unica espécie e, juntas, essas diferentes enzimas interferem em todo o sistema hemostatico,
subjugando presas geralmente por choque (BERNARDONI et al., 2014b; ESCALANTE et
al., 2011a).
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A diversidade estrutural de SVMPs é bem conhecida e trés classes (PI, P-11 e P-II1),
subdivididas em pelo menos 11 subclasses, foram descritas com base em sua estrutura de
dominio (FOX; SERRANO, 2008a). O mecanismo envolvido na ativacdo das SVMPs (etapa
da biossintese envolvendo a remoc¢do do pré-dominio) ainda é pouco estudado. Além disso,
um eventual papel desempenhado pelo pré-dominio livre (ou seus fragmentos) na atividade
enzimatica ap6s a secrecdo € elusivo. Além dos pré e proé-dominios, um dominio catalitico
estd presente nas classes PI, P-11 e P-111 no terminal C do pré-dominio e € o unico dominio
presente nas classes maduras Pl SVMPs. As classes P-11 e P-11l SVMP diferem da primeira
pela presenca de dominios ndo cataliticos incluidos no C-terminal do dominio catalitico: o
dominio desintegrina na classe P-Il e dominios desintegrin-like, ricos em cisteina na classe P-
Il (FOX; SERRANO, 2008b).

A ativacdo das SVMPs € regulada pela hidrélise de seus pr6-dominios, como ocorre
com as MMPs e as proteinas desintegrinas e metaloproteinases (ADAM). Pr6-dominios de
SVMPs incluem um dominio conservado (PKM C GVT), também encontrado em precursores
de ADAM e MMP (STOCKER et al., 2008a). Neste dominio, um residuo de cisteina livre é
um fator chave para manter a laténcia da enzima por meio de um mecanismo de troca de
cisteina. Este processo controla o estado de ativacdo das enzimas blogueando o sitio catalitico
(estado inativado) antes do processamento proteolitico do pr6-dominio (estado ativo) (BODE;
GOMIS-RUTH; STOCKLER, 1993b; STOCKER et al., 2008b).

As classes Pl e PIIl sdo amplamente expressas em venenos de vibora e bem
caracterizadas por sua acdo pré-inflamatdria, que estd frequentemente associada a sua
atividade catalitica ou a ativacdo de células inflamatdrias como macréfagos que liberam
mediadores pré-inflamatdrios (BARAMOVA et al., 1989a; COSTA et al., 2002; SILVA et al.,
2004b). Devido a sua atividade catalitica, as SVMPs também podem ter acdo sobre pro-
metaloproteinases e pro-citocinas endogenas, como pr6-MMPs e pro-TNF-a, que, apds
clivagem por SVMPs, sdo liberados em sua forma ativa, entanto, a atividade pré-inflamatéria
dessas enzimas ndo se deve apenas a presenca da atividade catalitica, mas também a sua acéo
nos receptores celulares através dos dominios desintegrin-like e/ou ricos em cisteina, que
podem induzir o recrutamento de leucdécitos e a sintese de citocinas (CLISSA et al., 2001;
MOURA-DA-SILVA, ANA MARIA et al., 1996).

Em modelos experimentais, o veneno de B. atrox apresenta atividade pré-inflamatoria
e é capaz de causar o aumento da permeabilidade vascular e importante influxo de leucécitos

para o local da lesdo, caracterizado pela presenca de células polimorfonucleares e
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mononucleares, bem como pela liberacdo do eicosandides PGE 2e LTB 4, e as citocinas
TNF-a ¢ IL-6 (MOREIRA et al., 2012). Um pool de proteinases de baixa massa molecular foi
capaz de induzir a formacdo de edema e infiltrado leucocitario (RODRIGUES,
2004). Considerando as toxinas isoladas, a Batroxase, uma SVMP da classe Pl isolada do
veneno de Bothrops atrox, foi capaz de induzir a migracdo de leucécitos, bem como a
liberacdo de mediadores pro-inflamatorios, como IL-1B, IL-6 e PGE 2, envolvidos nesses
eventos (MENALDO et al., 2017).

A capacidade das SVMPs de degradar diversos componentes da Matriz Extracelular
(MEC) foi investigada em testes in vitro, onde os padrdes de degradagéo dos componentes da
MEC foram observados ao longo de varios intervalos de tempo em que foram incubados com
essas enzimas. Esses estudos revelaram uma variedade de informacgGes valiosas, indicando
que as SVMPs tém uma ampla gama de atividades sobre substratos importantes da MEC,
como laminina, nidogénio/entactina, colageno tipo 1V e fibronectina (BARAMOVA et al.,
1989b, 1990; BJARNASON; HAMILTON; FOX, 1988; MACEDO; FOX, 2014). Além disso,
foi demonstrado que as SVMPs também sdo capazes de hidrolisar proteoglicanos in vitro,
como o proteoglicano de sulfato de heparano e o agrecano (ESCALANTE et al., 2011b;
TORTORELLA etal., 1998).

A miotoxina Il (MT-111) e uma metaloproteinase hemorragica tipo Pl (BaP1), isoladas
do veneno da serpente Bitis asperas, sdo capazes de induzir alteragGes significativas nos
tecidos e causar aumentos notaveis nos niveis de interleucina (IL)-1beta, IL-6 e uma serie de
MMPs, com destaque para a gelatinase MMP-9 (RUCAVADO et al., 2002a).

Enguanto o dominio catalitico de ambas as SVMPs e MMPs compartilham
semelhancas na estrutura que permite a atividade enzimética de clivagem de proteinas, 0s
dominios ndo cataliticos que envolvem essas enzimas sdo diferentes. Esses dominios nao
cataliticos desempenham papeis cruciais na especificidade do substrato, na regulacdo da
atividade enzimaética e nas interagBes com outros componentes da matriz extracelular e tecidos
circundantes (GOMIS-RUTH, 2003; TAKEDA, 2016). Além das diferencas em seus
dominios ndo cataliticos, seus pesos moleculares sdo muito diferentes, como as SVMPs da
classe P-II e P-I11 possuem peso de 30-50 e 50-90 kDa respectivamente, enquanto a MMP-9
(Gelatinase-B, Colagenase Tipo 1V) mais proximas estruturalmente e de origem genética
possui 92KDa (CORDEIRO, 2015; CUI; HU; KHALIL, 2017).
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2.6. Metaloproteinases de matriz e Inibidores (MMPs/TIMPSs)

Um estudo investigou transcriptomas de 58 espécies de cobras avangadas e descobriu
que uma enzima diferente, metaloproteinase de matriz, é na verdade o componente dominante
do veneno em trés tribos de cobras de presas traseiras. As MMPs provavelmente
desempenham uma funcdo semelhante a SVMPs no fendétipo proteolitico do veneno. Um
novo subtipo de MMP altamente expresso, denominado svMMP, foi descoberto e se originou
independentemente em pelo menos trés ocasides de um MMP-9 enddgeno (MOURA-DA-
SILVA etal., 2011)

Os svMMPs perderam dominios néo cataliticos auxiliares presentes em seus ancestrais,
seguindo um caminho evolutivo em direcdo a uma estrutura simplificada. Os resultados
sugerem que caracteristicas fenotipicas relevantes podem ser otimizadas por meio da selecéo
natural em genes ndo homologos, produzindo componentes bioquimicos alternativos
(BAYONA-SERRANO et al., 2020).

O primeiro membro da familia das metaloproteinases, a colagenase, foi descoberto por
Gross e em 1962 na cauda do girino em metamorfose, sendo a enzima crucial para a
reabsor¢do normal do tecido conjuntivo da cauda que acompanha a maturacdo do sapo. Desde
essa descoberta inicial, varias metaloendopeptidases de matriz foram descritas (GROSS;
LAPIERE, 1962).

Cerca de 24 MMPs foram identificadas em humanos (Tabela 01), e apesar de sua alta
homologia estrutural e sobreposicdo na especificidade do substrato, a no¢gdo comum é que nao
ha redundancia funcional entre eles, que por sua vez cada MMP influencia as propriedades da
MEC de maneira diferente, gerando caracteristicas quimicas, biomecénicas e morfologicas
distintas na MEC (LEVIN et al., 2017b). A MEC é uma rede proteica complexa, que da
suporte estrutural a varias células e atua como reservatdrio de uma variedade de proteinas,
incluindo citocinas, quimiocinas , fatores de crescimento e moléculas de sinalizacdo, todas as

quais medeiam o comportamento celular na satde e na doenca (LEVIN et al., 2017c¢).

As MMPs sdo endopeptidases dependentes de zinco pertencentes a superfamilia das
metzicinas e estdo envolvidas na degradagédo e remodelacdo de componentes da MEC, como
fibronectina, laminina, colagenos, elastina e glicoproteinas da membrana basal. As MMPs
desempenham papéis importantes em processos fisioldgicos, como cicatrizacdo de feridas,
angiogénese, desenvolvimento embrionario, plasticidade sinaptica, polaridade celular,
migracao celular e proliferacdo(KLEINER; STETLER-STEVENSON, 1999).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/structural-homology
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/enzyme-specificity
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/protein-complexes
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/chemokine
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Tabela 01: Classificacdo das MMPs, classes, processo fisioldgico e condicdo patoldgica

MMP Classe Condic¢ao patoldgica Processo fisiologico Referéncias
1 Colagenases Resposta imune; Disturbio fibrotico; citocinas (AYUK; ABRAHAMSE;
intersticial cicatrizagdo de feridas  inflamatorias, asteroclerose vascular; HOURELD, 2016a; CHUNG et
cancer al., 2004)
2 Gelatinase A Angiogénese Doengas cronicas venosas; citocinas  (BJORKLUND; KOIVUNEN,
inflamatorias; infecgdes virais; 2005a; KOYAMA et al., 2000a;

asteroclerose vascular; cancer MOROZEVICH et al., 2009)

3 Estromelisinas 1 Remodelacéo tecidual Doencas cronicas venosas; disturbio  (EGUCHI et al., 2008; LI et al.,

fibrotico; doencas hepaticas; osteoartrite; 2014; SI-TAYEB et al., 2006)
asteroclerose vascular; cancer

7 Matrilisinas Apoptose celular Citocinas inflamatorias; asteroclerose (ACIOGLU et al., 2010; JIANG;
vascular; cancer XIE; LIU, 2016; PARKS;
WILSON; LOPEZ-BOADO,
2004)
8 Colagenases de Cicatrizacdo de feridas Citocinas inflamatorias; doencas (AYUK; ABRAHAMSE;
neutrofilos pulmonares HOURELD, 2016b; NAGASE;
FUSHIMI, 2008a; NWOMEH
et al., 1998)
9 Gelatinase B Apoptose celular Doencas cronicas venosas; doencas (AYUK; ABRAHAMSE;
hepéticas; doencas pulmonares; HOURELD, 2016¢;
osteoartrite; astgroclerose vascular; BJORKLUND; KOIVUNEN,
cancer 2005b; DETWILLER et al.,
2013; KOYAMA et al., 2000b;
OLSZEWSKA et al., 2016)
10 Estromelisinas2  Apoptose celular; Doencas crénicas venosas; infecgdes (HIRAKAWA et al., 2013;
remodelacdo tecidual; virais; cancer ROHANI et al., 2015; SOKAI
cicatrizacéo de feridas et al., 2015)
11 Estromelisinas 3 Cicatrizacéo de feridas Doencas neuroldgicas; cancer (LI et al., 2015; LIN et al., 2015;
ZHANG et al., 2016)
12 Metaloelastase Resposta imune Doencas pulmonares; infecgOes virais; (CHELLUBOINA et al., 2015;
de macroéfagos cancer KIM et al., 2013; LI et al., 2009;
MARCHANT et al., 2014)
13 Colagenases Resposta imune; Citocinas inflamatdrias; doencas (DALVIE et al., 2008; KIM et
remodelacéo tecidual pulmonares; osteoartrite; infecgdes al., 2013; MASHIMO et al.,
virais; cancer 2015; NAGASE; FUSHIMI,
2008b)
14 Tipo membrana  Apoptose celular; Asteroclerose vascular; cancer (JOHNSON et al., 2014;
1 (MT-MMP) resposta imune; OHUCHI et al., 1997;
remodelagéo tecidual RADICHEV et al., 2010)
15 Tipo membrana Apoptose celular Céncer (SUN; LI, 2004; ZHANG et al.,
2 (MT-MMP) 2009)
16 Tipo Angiogénese Céancer+ (HADCHOUEL et al., 2008;

membrana3



17

18

19

20

21

22
23

24

25

26

27

28

16

(MT-MMP) LIU et al., 2012; TATTI et al,,
2015)

Tipo Resposta imune Cancer (PUENTE et al., 1996; SOHAIL
membrana4 et al., 2008)
(MT-MMP)

Colagenases Crescimento axonal (NAGASE; FUSHIM], 2008¢;
TOMLINSON et al., 2008;
TONGE et al., 2013)
Estromelisina-4 Cicatrizacéo de feridas; Doencas hepaticas; doengas pulmonares; (BRAUER et al., 2011; JARA et
angiogénese doencas neurologicas; osteoartrite al., 2015; JIROUSKOVA et al.,
2012; SADOWSKI et al., 2005)
Esmaltenisina  Formacéo do esmalte (BARRON et al., 2001;
humana dentario STRACKE et al., 2000)
Xenopus-MMP Embriogenese Cancer (AHOKAS et al., 2003;
SUOMELA et al., 2009; ZHAO
et al., 2014)
MMP de galinha Remodelagdo tecidual Cancer (GURURAJAN et al., 1998)
Arranjo de Apoptose celular, Cancer (HEGEDUS et al., 2008;
cisteina (CA) - reproducdo/menstruacéo VELASCO et al., 1999)
MMP
Tipo membrana Resposta imune Doencas neuroldgicas; cancer (FOLGUERAS et al., 2009;
5 (MT-MMP) KOMORI et al., 2004; LLANO
et al., 1999; PORLAN et al.,
2014)
Tipo membrana  Apoptose celular; Doengas pulmonares; cancer; (FORTIN et al., 2010;
6 (MT-MMP) resposta imune VELASCO et al., 2000)
Matrisilina Remodelagdo tecidual Doencas cronicas venosas; cancer (GUTSCHALK et al., 2013;
URIA; LOPEZ-OTIN, 2000)
Estromelisina-5 Embriogenese; Cancer (BAR-OR, 2003; COMINELLI
reproducao/menstruacao et al., 2014; KOHRMANN et
al., 2009)
Epilisina Embriogenese; Asteroclerose vascular; cancer (LOHI et al., 2001; MA et al.,
remodelacao tecidual 2013; PADMAVATI et al.,
2013)

O pré-dominio contém um residuo de aminoacido de cisteina tiol que interage com o
zinco ligado por trés histidinas no dominio de ligacdo do zinco, e essa interacdo mantém o
estado inativo das MMPs (ProMMPs). A clivagem proteolitica do pré-dominio ou
modificacdo do grupo cisteina tiol ativa as MMPs. Além disso, espécies reativas de oxigénio
(ROS) podem ativar MMPs através da oxidacdo de grupos cisteina tiol do pré-dominio
durante a inflamag&o (FINNSON et al., 2013a; VELASCO-LOYDEN; ARRIBAS; LOPEZ-
CASILLAS, 2004a).
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Além de degradar as proteinas da MEC, as MMPs processam muitos fatores
bioldgicos proeminentes e moléculas ndo pertencentes a MEC, influenciando diretamente
a homeostase tecidual. Como enzimas proteoliticas, as MMPs sdo rigidamente reguladas em
varios niveis, desde a expressdo génica até a ativacdo de zimogénio e inibicdo enddgena
(GAFFENEY et al., 2015).

A disponibilidade de TGF-p também pode ser afetada por MMPs indiretamente, Uma
vez que o TGF-B ativo participa de muitos processos biolégicos importantes, como
aembriogénese e a cicatrizacdo de feridas, sua desregulacdo estd correlacionada com
numerosos estados patolégicos (FINNSON et al., 2013b; VELASCO-LOYDEN; ARRIBAS;
LOPEZ-CASILLAS, 2004b).

Os niveis seéricos de MMP-1 possuem uma correlacao positiva com os niveis séricos de
IL2, que é uma citocina TH1, enquanto uma correlacdo negativa é observada entre os niveis
de MMP1 e IL4 e IL 10, que sdo citocinas TH2, sugerindo que, na homeostase fisioldgica
normal, a MMP-1 aumenta na resposta imune mediada por células e que sua atividade diminui
durante a resposta humoral (AYUK; ABRAHAMSE; HOURELD, 2016a; CHUNG et al.,
2004)

O equilibrio entre citocinas pré e anti-inflamatdrias controla a expressdo e secre¢do de
MMP-2/-9, sendo demonstrado em alguns estudos que essas MMPs possuem um papel
importante na neuroinflamacdo que também € a potencializada devido a expressdo de
mediadores inflamatorios (HANNOCKS et al., 2019a). Citocinas pro-inflamatorias (TNF-alfa,
IL-6) e metaloproteinases de matriz (MMP2 e MMP9) sdo reguladas positivamente através da
ativacdo de STAT3 (LIANG et al., 2018; OH et al., 2008).

Tanto a MMP-1 quanto a MMP-7 facilitam a migracédo epitelial em diferentes tecidos,
reduzindo a afinidade da integrina a2 e 1, mas controlam a atividade desse receptor de matriz
por mecanismos fundamentalmente diferentes, porém a MMP-1 influencia a sinalizacdo de
fora para dentro alterando o ligante, a MMP-7 afeta a sinalizacdo de dentro para fora
controlando a ativagdo de integrinas, auxiliando assim a migracdo celular (HANNOCKS et
al., 2019b).

Foi sugerido que as MMP-9 sdo o produto predominantemente codificado nos
transcriptomas de varios géneros de serpentes, indicando que as MMPs sdo componentes
importantes desses venenos e podem exercer um papel significativo na atividade proteolitica e
hemorrégica dessas serpentes (JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO et al., 2015). No entanto, um


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/zymogen
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/proteoglycan
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/biological-phenomena-and-functions-concerning-the-entire-organism
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/embryogenesis
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grande estudo com diversas espécies de serpentes demonstrou a ndo identificacdo de MMP-9
na composicdo do veneno de 3 espécies do género Bothrops (jararaca, cotiara e fonsecai)
(GOMIS-R"TH et al., 1997).

As MMPs provavelmente participam da resposta inflamatéria, remodelando a matriz
extracelular e promovendo eventos associados ao influxo de células inflamatorias, liberacéo
de fatores de crescimento incorporados na matriz e inicio da regeneracdo tecidual.
(RUCAVADO et al., 2002a).

E interessante notar que a seMMP-9 é uma MMP-9 classica de vertebrados, enquanto a
SVMMP-A é uma semMMP-9 sem o dominio hemopexina e a svMMP-B tem um arranjo mais
compacto, semelhante ao observado na MMP-7 (Matrilysin). No entanto, 0 mais importante é
que a semMMP-9 ¢é geralmente expressa em niveis baixos nas glandulas de veneno e outros
tecidos de muitas espécies de serpentes em toda a filogenia, enquanto as svMMPs sédo
altamente expressas nas glandulas de veneno de trés géneros dentro de Xenodontinae
(Tachymenini, Xenodontini e Conophiini). As seMMPs nédo sdo detectadas, ou sdo detectadas
apenas como um constituinte menor, em outros tecidos além da glandula de veneno dos
mesmos individuos positivos para svMMP. Aléem disso, elas ndo sdo detectadas nas glandulas
de veneno de espécies fora desses trés grupos, mesmo naquelas com alto teor de seMMP-9
(BAYONA-SERRANO et al., 2020).

Inibidores teciduais de metaloproteinases desempenham papéis importantes na
regulacdo das atividades de MMPs ou matrixinas (WOESSNER, 1991). Geralmente, as
MMPs ativadas sdo reguladas por quatro TIMPs que se ligam ao dominio catalitico de
maneira ndo covalente 1:1. Que eventuais desequilibrios entre MMPs e TIMPs podem levar a
inflamacdo e ativa uma resposta imune. O dominio catalitico compreende a liga¢cdo ao zinco
com trés residuos de histidina e um sitio ativo com um residuo de acido glutdmico. O dominio
catalitico determina a especificidade do substrato das MMPs. O dominio HPX esta envolvido
na ligacdo do substrato e modula a atividade das MMPs. TIMP-1 e TIMP-2 se ligam ao
dominio de diversas MMPs (BODE, 2003b)(DENARDO; RUFFELL, 2019).

Esses inibidores interagem com as MMPs, principalmente por meio de seus terminais
N, para inibir sua atividade proteolitica, isso limita a degradacdo excessiva da matriz
extracelular e mantém o equilibrio entre a sintese e a degradagédo de proteinas na matriz, o que
é fundamental para a homeostase dos tecidos, no entanto, sobre condi¢fes patoldgicas, como
inflamagdo cronica ou céncer, pode ocorrer um desequilibrio nessa regulacdo (MOORE;
CROCKER, 2012).
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O aumento na expressdo de MMPs leva a um aumento na degradagdo da matriz, e isso
pode resultar na deplecdo de TIMPs disponiveis para inibir as MMPs (MOORE; CROCKER,
2012). Além disso, os terminais C dos TIMPs também desempenham um papel importante,
interagindo com os receptores de superficie celular. Essa interacdo pode iniciar cascatas de
sinalizacdo intracelular que afetam o comportamento celular. A perda da sinalizacdo mediada
por TIMP devido a deplecdo de TIMPs disponiveis pode ter implicacBes significativas na
patologia da doenca. 1sso pode contribuir para a progressdo de doencas como cancer, doencas
cardiovasculares e disturbios inflamatérios, uma vez que a degradacdo descontrolada da
matriz extracelular pode promover a invasdo de células, metastase, remodelacdo vascular
anormal e inflamacéo crénica (GOMIS-R"TH et al., 1997).

Apesar das diferencas funcionais e estruturais entre as MMPs, cada um dos quatro
TIMPs conhecidos (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4) possui a capacidade de inibir varias
MMPs, embora haja algumas preferéncias e especificidades na inibi¢do (Figura 7).

TIMP-2 TIMP-4

MMP-1 MMP-2 MMP-2
MMP-3 MMP-9 MMP-14
MMP-7 MMP-14 MMP-26

MMP-2

Figura 7: Resumo grafico das preferéncias e especificidades na inibicdo. Fonte: Adaptado de (GOMIS-R"TH et

al., 1997).

Existe uma interacdo bastante fraca entre o TIMP-1 e a maioria dos MT-MMPs, 0s
TIMPs ndo parecem diferenciar muito entre as varias MMPs (BUTLER et al., 1999). Alem
disso, o TIMP-1 é capaz de se ligar a pro-gelatinase B, os TIMPs 2 e 4 tém alguma afinidade
pela pré-gelatinase A, enquanto o TIMP-3 se liga a ambos (BUTLER et al.,, 1997,
KINOSHITA et al., 1996; STRONGIN et al., 1995). O complexo entre os MT1-MMPs e 0
TIMP-2 atua como um “receptor” ligado a superficie celular para a ativagdo da pro-gelatinase

A in vivo, além de apresentar a proMMP-2 ligada de modo que uma molécula MT1-MMP néo



20

inibida adjacente clive o primeiro dominio PRO da MMP-2, seguido pela clivagem de
ativacdo final por outra molécula de MMP-2 (DERYUGINA et al., 2001). A MMP-14 é um
ativador particularmente eficiente, servindo presumivelmente como um exositio especifico da
proMMP-2, enquanto a MMP-15 parece atuar em uma via alternativa independente do TIMP-
2 (DERYUGINA et al., 2001).

2.7 Moléculas imunoldégicas soluveis (citocinas)

O corpo humano é protegido de agentes infecciosos, de danos ocasionados por eles e
de outras substancias nocivas como toxinas, por uma variedade de células e moléculas que
juntas constituem o sistema imune. A resposta imune consiste em uma reagdo a componentes
de microrganismos, bem como macromoléculas (proteinas e polissacarideos), além de
pequenas substancias quimicas, que sdo reconhecidas como elementos estranhos. No processo
de defesa, ha a participacdo primaria de células fagocitarias (neutréfilos e macrdfagos),
células dendriticas, células natural killer (NK), proteinas sanguineas, incluindo o sistema
complemento e outros mediadores inflamatérios, como quimiocinas, citocinas e mediadores
lipidicos (Tabela2) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; MURPHY et al., 2010).

Em relacdo as citocinas, sdo moléculas derivadas de células fagociticas
mononucleares e outras células apresentadoras de antigenos (APCs) sdo particularmente
eficazes na promocao do infiltrado celular e reparos teciduais, caracteristicos da inflamacéo. O
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ¢ produzido por células mononucleares, mas também
por neutrofilos, linfocitos ativados, células NK, células endoteliais e mastécitos. O indutor
mais potente de producdo do TNF pelos mondcitos é o lipopolissacarideos (LPS), atuando
através do toll-like receptor 2 (TLR2) e TLR4. Esta citocina interage com as células
endoteliais para induzir a expressdo de moléculas de superficie, conhecidas como molécula de
adesdo intracelular (ICAM-1), molécula de adesdo celular vascular 1 (VCAM-1) e E-
selectina, permitindo a migracdo de granuldcitos para locais inflamatérios. O TNF é um
potente ativador de neutrdfilos, mediando adesdo, quimiotaxia e degranulacdo (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015; BORISH; STEINKE, 2003a)

A citocina IL-6 é produzida por linfécitos T e B, fibroblastos, células endoteliais,
queratindcitos, hepatdcitos e células da medula 6ssea. Sob a influéncia da IL-6, os linfocitos B
se diferenciam em células plasmaticas maduras e secretam imunoglobulinas. Além disso, ela

medeia a ativacgdo, crescimento e diferenciacdo de células T, induzindo a pirexia e a produgédo
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de proteinas da fase aguda. E considerada o indutor mais importante na sintese de proteinas de
fase aguda por hepatdcitos, podendo também atuar regulando a resposta imune, inibindo a
sintese de IL-1 e TNF (BORISH; STEINKE, 2003a; MURPHY et al., 2010).

Quanto a citocina IL-2, sua produgdo é derivada da interacdo de fatores como a
estimulagdo de linfocitos T por antigenos e de sinais acessorios produzidos pelas citocinas IL-
1 e IL-6. Além de seu papel como fator de crescimento de células T, a IL-2 também esta
envolvida na ativacdo de células NK, células B, células T citotoxicas e macrofagos (BORISH;
STEINKE, 2003a).

A interleucina 4 (IL-4) é uma citocina produzida por Linfécitos T e por mastocitos,
capaz de estimular nos Linfocitos B a troca de is6tipo para IgE, nos Linfocitos T estimula a
diferenciacdo e producéo de linfécitos Th2. Também é capaz de ativar a via alternativa de
macrofagos e inibir a via classica quando em conjunto com a citocina IL-13, além de
estimular a proliferacdo de mastdcitos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

A IL-10 desempenha um papel chave na regulacdo imunologica. Produzida
principalmente por macrofagos e células T, especialmente células T regulatorias, a IL-10 inibe
a producdo de IFN-y e IL-12, além da expressédo de moléculas coestimulatorias, modulando a
intensidade e a duracdo de respostas imunes a processos inflamatdrios, prevenindo respostas
exacerbadas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015; MURPHY et al., 2010).

Tabela 02. Citocinas e suas funcdes bioldgicas

Citocina  Fonte principal Alvo / Efeito biol6gico

Cel. T: Proliferacéo e diferenciacdo de celular

efetoras e de memdria, promove o desenvolvimento
IL-2 Células T de células T, regulacéo, sobrevivéncia e funcéo

Cel. NK: Proliferacéo e ativacao

Cel. B: Proliferacéo + sintese de Ac

Cel B: Is6tipo mudando para IgE

Cel. T: Diferenciagdo Th2, proliferagéo

Cel. TCD4, ) . : o
IL-4 . Macroéfagos: Ativacdo alternativa e inibicdo da
mastacitos o ]
ativacdo classica mediada por IFN-y
Mastécitos: Proliferacdo
Macro6fagos,

IL-6
células endoteliais, Figado: Sintese de proteinas de fase aguda
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célulaT Cél. B: Proliferacéo de células produtoras de Ac

Macrofagos e células dendriticas: Inibicéo da
IL-10 Mondcitos expressao de IL-2, coestimuladores e MHC de classe
.
) Cel. Endoteliais: Ativacdo (inflamacéo, coagulacao)
Macrofagos, . o
TNF Neutrofilo: Ativacao

células NK, cel. T ) )
Figado: Sintese de proteinas de fase aguda

Fonte: Adaptado de Borish et al, 2003(BORISH; STEINKE, 2003b)

O envenenamento botrdpico pode induzir a elevacdo nas concentracdes de TNF-a,
IL-1, IL-6, IL-10, IFN-y e NO, e podem contribuir para a liberagdo de citocinas, com
alteracdes tipicas de inflamagdo. Foi demonstrado em modelo experimental que a
batroxrragina (BATXH - metaloproteinase isolada do veneno botropico) é capaz de induzir a
formagdo de edema, recrutamento de leucdcitos e leva uma maior liberacdo de citocinas,
principalmente TNF-a (DE ALMEIDA et al., 2020; MITRMOONPITAK et al.,, 2013;
PETRICEVICH et al., 2000b).

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

e Avaliar o impacto das metaloproteinases de matriz, inibidores teciduais de
metaloproteinases e citocinas inflamatdrias em pacientes vitimas de acidente ofidico

botropico com diferentes classificagdes clinicas.

4.2. Objetivos especificos

e Realizar a quantificacdo de metaloproteinases (MMP1, MMP-2, MMP-3 MMP-7,
MMP-8, MMP-9, MMP-10, MMP-12 ¢ MMP-13), de TIMPs (TIMP-1, TIMP-2,
TIMP-3 e TIMP-4), no plasma de pacientes vitimas de acidente ofidico botrépico

durante a sua evolucao clinica, antes e apds a soroterapia;
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e Auvaliar os niveis plasmaticos de citocinas (IL-1b, IL-6, TNF, IL-10, IL-2 e IL-4) em
pacientes vitimas de acidente ofidico botrdpico durante a sua evolucéo clinica, antes e
apos a soroterapia;

e Correlacionar a gravidade do acidente e o impacto na resposta inflamatéria com os
niveis plasmaticos de metaloproteinases (MMP1, MMP-2, MMP-7, MMP-9 e MMP-
10), de TIMPs (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4) e citocinas (IL-1b, IL-6, TNF,

IL-10, 112 e LI-4) do plasma de pacientes vitimas de acidente ofidico botrdpico.

5. MATERIAL E METODOS

5.1. Populagéo de Estudo e Elegibilidade

Tratou-se de um estudo observacional, longitudinal e prospectivo, realizado na
Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD). A populacdo de
estudo foi obtida por demanda espontanea composta por individuos que sofreram acidente
ofidico por serpente do género Bothrops e procuraram atendimento médico na FMT-HVD no
periodo de janeiro de 2021 a janeiro de 2023.

De acordo com a classificacdo clinica do acidente ofidico pode ser categorizada como
leve, moderado ou grave, 0 que é importante para orientar as medidas terapéuticas a serem
adotadas (SANTOS et al., 2014b). A classificacdo dos pacientes foi realizada de acordo com
as diretrizes do Ministério da Saude, conforme descrito na tabela 02, estratificando de acordo
com as manifestacBes clinicas, o que é importante para orientar as medidas terapéuticas a
serem adotadas (SANTOS et al., 2014b).

Com base nas manifestacdes clinicas e visando orientar a terapéutica a ser empregada,
os acidentes botrépicos sdo classificados em Leve, Moderado e Grave, estando descrito a
sequir a classificacdo do quadro clinico. Porém nosso estudo conta apenas com pacientes

selecionados para a nossa populacdo de estudo (Leve e Grave).

a) Leve: forma mais comum do envenenamento, caracterizada por dor e edema local pouco
intenso ou ausente, manifestacdes hemorragicas discretas ou ausentes, com ou sem alteracao

do Tempo de Coagulacao.

b) Moderado: caracterizado por dor e edema evidente que ultrapassa o0 segmento anatdmico
picado, acompanhados ou ndo de alteragcbes hemorragicas locais ou sisttmicas como

gengivorragia, epistaxe e hermaturia.
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¢) Grave: caracterizado por edema local endurado intenso e extenso, podendo atingir todo o
membro picado, geralmente acompanhado de dor intensa e, eventualmente com presenca de
bolhas. Em decorréncia do edema, podem aparecer sinais de isquemia local devido a
compressao dos feixes vasculo-nervosos. E efeitos sistémico como distirbios de coagulagéo,
insuficiéncia renal aguda e choque hipovolémico (TAVARES-NETO, 2014).

Tabela 03. Classificacdo quanto a gravidade e soroterapia recomendada

Manifestagdes e Classificacéo
tratamento Leve Moderado Grave
Locais
: Eggma Au_sentes ou Evidentes Intensas
discretas
e Bolhas
Sistémicas
* Herpgrragla grave Ausentes Ausentes Presentes
e Andria
e Choque
x Normal ou Normal ou Normal ou
Tempo de coagulagdo (TC) alterado alterado alterado
Soroterapia (ampolas) 2a4 4a8 12
Via de administracao intravenosa

Acidente botropico. TC: normal (10 min), prolongado (10 a 30 min) e incoagulavel (50 min) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2001).

Além dos pacientes, também foram coletadas 20 amostras do grupo controle em
parceria com a Fundacdo HEMOAM, amostras estas de candidatos a doacdo de sangue,
saudaveis, de ambos os géneros, maiores de 18 anos e que ndo estejam fazendo uso de
medicacdo que possa interferir no processo de coagulacdo (como anti-coagulantes, agentes
antitrombdticos e etc), agentes anti-inflamatorios ou imunossupressores, compondo 0 grupo

controle (Figura 8).

O presente estudo incluiu um grupo controle composto por individuos saudaveis, sem
histdrico prévio de acidentes ofidicos, que concordaram em participar da pesquisa mediante a
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). A coleta de dados do
grupo controle, realizada no decorrer do ano de 2022, envolveu a aplica¢do de questionarios

estruturados.

Esses instrumentos foram elaborados com o objetivo de obter informacdes
sociodemograficas detalhadas dos participantes, bem como investigar a presenca de possiveis

comorbidades ou eventos adversos prévios que pudessem influenciar os resultados da
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pesquisa, mesmo que nao relatados espontaneamente pelos individuos. A aplicacdo dos
questionarios permitiu, portanto, a obtencdo de um perfil abrangente do grupo controle,

essencial para a analise comparativa com o grupo que sofreu envenenamento.

E imperativo destacar que todos os procedimentos delineados neste estudo, desde a
aplicacdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) até a inclusdo dos
pacientes, processamento e armazenamento das amostras bioldgicas, sdo meticulosamente
executados por uma equipe de alunos vinculados ao Biorrepositério Snakebite. Este
biorrepositorio, sob a coordenacdo dos pesquisadores Dr. Marco Sartim, Dra. Jacqueline
Sachett e Dr. Wuelton Monteiro, tem como misséo principal o recrutamento de pacientes
vitimas de acidentes ofidicos e outros acidentes causados por animais peconhentos, tais como

aranhas, escorpides e abelhas.

O Biorrepositério é responsavel por todo o fluxo de trabalho, desde o processamento
inicial das amostras até o armazenamento criterioso, visando facilitar a distribuicdo desses
materiais bioldgicos para os diversos projetos de pesquisa em andamento. A equipe de alunos,
peca fundamental neste processo, opera em regime de escala, garantindo a cobertura de todas
as etapas de coleta e processamento das amostras em um amplo horario de funcionamento, das

8h as 22h, todos os dias da semana.

A atuacdo continua e dedicada dos alunos do Biorrepositorio Snakebite assegura a
qualidade e a integridade das amostras bioldgicas, elementos cruciais para o avanco das
pesquisas no campo da saude e para o desenvolvimento de novas estratégias de diagndstico e

tratamento de acidentes por animais pegonhentos.
4.1.1. Critério de Incluséo

Foram incluidos no estudo, pacientes vitimas de acidente ofidico botropico maiores de
18 anos, que consentiram em participar do projeto assinando o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE), e que procuraram atendimento da Fundacdo de Medicina Tropical Dr.
Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), sem a realizacdo da soroterapia previamente em outra

unidade.
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Figura 8: Fluxograma da estratégia de trabalho. Representacdo esquematica da estratégia de trabalho com os
experimentos realizados.

Foram considerados elegiveis para inclusdo no estudo um total de 30 pacientes, 0s
quais foram alocados em dois grupos distintos com base na evolugdo clinica: o Grupo Leve
(LEVE) e o Grupo Grave (SEVERE). Apdés a admissdo, e mediante a anuéncia dos
participantes, formalizada pela assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), a equipe de pesquisa procedeu ao acompanhamento dos pacientes em trés momentos
especificos: antes da soroterapia (T0), 24 horas ap6s a administracdo da soroterapia (T1) e 48
horas ap6s a soroterapia (T2). A dosagem de citocinas, bem como a quantificacdo de
Metaloproteinases e Inibidores de Metaloproteinases, foi realizada por meio da técnica de
Luminex, em colaboracdo com a Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-Minas. A coleta de
amostras dos participantes do Grupo Controle (HD), contou com 20 participantes, efetuada em
um Unico momento, em parceria com a Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia
do Amazonas (Fundacdo HEMOAM).

4.1.2. Critério de ndo Inclusao

Né&o foram incluidas gestantes, individuos com doenca inflamatoria informada ou em

uso de medicacdo anti-inflamatoria e imunossupressora. Também ndo foram incluidos
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pacientes que realizaram soroterapia em outra unidade, ou vitimas de acidente ofidico ndo
botropico, além daqueles que apresentaram volume insuficiente de amostra para a realizacao

dos testes.

4.2. Coleta de Dados e Amostras

Os participantes foram acompanhados em 3 momentos: antes da administracdo da
soroterapia (T0Q), 24 horas (T1) e 48 horas ap6s (T2), onde foram coletados aproximadamente
4ml de sangue periférico por puncdo venosa, em tubos contendo EDTA (BD Vacutainer®
EDTA). O sobrenadante das amostras foi armazenado em ultrafreezer -80°C, até a realizagéo
dos ensaios. Os dados clinico-laboratoriais dos pacientes foram obtidos nos prontuarios fisicos
e eletrbnicos (sistema iDoctor) da FMT-HVD, visando maior confiabilidade dos dados

adquiridos.

4.3. Obtencgdo das Amostras de plasma

As amostras de plasma dos individuos que sofreram acidente ofidico por serpente do
género Bothrops foi obtida a partir da coleta 4 mL de sangue periférico, coletados em tubos
com sistema a vacuo, contendo anticoagulante EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético). As
amostras de plasma foram obtidas apds centrifugacdo dos tubos de coleta de sangue por 10
minutos a 3.000 rpm, em temperatura ambiente. O plasma foi separado, aliquotado em tubos
tipo eppendorf e armazenados a -80°C para a realizagdo dosagem de citocinas, MMPS e
TIMPs.

4.4. Armazenamento

Todas as amostras de pacientes que sofreram acidente ofidicos foram armazenadas em
ultrafreezer -80°C na FMT-HVD, juntamente com todas as amostras do biorepositorio.
Enquanto as amostras do grupo controle foram coletadas e armazenadas em ultrafreezer -80°C

no laboratério Multidisciplinar de Pesquisa da Fundagdo HEMOAM.

4.5. Quantificacdo de MMP’s, TIMP’s e Citocinas

Foi utilizada a Tecnologia Luminex XMAP, com os Kits Bio-Plex Pro™ Human
MMP and TIMP Assays e o kit Bio-Plex Pro Human Cytokines em parceria com o Instituto

René Rachou, Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-Minas). Esta técnica envolve um
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processo com demarcacdo de microesferas de latex com dois fluoréforos. A diluicdo do
plasma dos pacientes que sofreram acidente ofidico por serpente do género Bothrops e
individuos controle utilizada foi de 1:20 e 1:50 respectivamente, para dosagem de
metaloproteinases de matriz (MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9 e MMP-10), inibidores
teciduais de metaloproteinases (TIMP-1, TIMP-2, TIMP3 e TIMP-4), além de citocinas (IL-
1b, IL-6, TNF-a, IL-10, 112 e IL-4) respectivamente (Figura 9).
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Figura 9: Representacdo da metodologia utilizando o sistema Luminex.

O ensaio se fundamenta na metodologia “sanduiche” convencional de dois-sitios e s&o
realizados em placas de 96 pocos, onde ja se encontra 0 mix de microesferas acoplado a
anticorpos de captura especificos para as citocinas escolhidas para o estudo, além das
metaloproteinases MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-10 e inibidores de
metaloproteinase TIMP-1, TIMP-2, TIMP3 e TIMP-4. Os padrfes e as amostras S&o

adicionados para que ocorra a ligacdo do anticorpo de captura ao analito especifico.

A proxima etapa € a adicao do anticorpo de deteccao biotinilado que se liga ao analito
especifico. O resultado é amplificado através de incubagdo com estreptavidinaficoeritrina
(SAPE). O SAPE se liga ao anticorpo biotinilado e é responsavel pela revelacdo do ensaio,

por meio da emisséo de sinal fluorescente.
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As microesferas sdo adquiridas no equipamento Luminex através de sistema duplo de
lasers que incide sob as microesferas, a medida que estas fluem atraves do fluxo celular. No
equipamento, um feixe de laser detecta a microesfera (0 codigo de cor especifico para o
ensaio) e o outro laser quantifica o sinal de cada microesfera. Ao passarem pelo fluxo celular
Luminex, cada microesfera € identificada e o sinal SAPE associado a elas sera quantificado.
Os valores dos padrdes permitem a constru¢do de uma curva padrdo, a partir da qual € feita a

quantificacdo das amostras. O resultado é obtido em pg/mL (Figura 9).

4.6. Aspectos Eticos

O presente estudo faz parte de um projeto maior que tem como titulo “Avaliagdo do
perfil clinico-inflamatorio dos acidentes botropico”, aprovado pelo comité de ética em
pesquisa (CEP) da Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-
HVD) com o seguinte nimero de CAAE #39345520.9.0000.0005e numero de parecer
#4.478.678.

4.7. Analises Estatisticas

Os dados clinico-laboratoriais dos pacientes fordo apresentados em formas de tabelas e
graficos, elaboradas com o programa Microsoft Excel. Para elaboracdo das analises
descritivas e estatisticas convencionais foi utilizado o software GraphPad Prism (v.8.0.2).
Inicialmente foram realizados testes para verificar normalidade dos dados através do teste de
Shapiro-Wilk. As comparac6es de valores entre dois grupos de dados fordo realizadas com T
student ou Mann-Whitney, enquanto para as comparagdes das variaveis com trés ou mais
grupos, foi realizada por meio dos testes ANOVA One-way ou Kruskal-Wallis, seguido de pos-
teste de Tukey ou Dunn's, para maltiplas comparacdes entre os grupos. Os niveis de
significancia estatistica definidos em ambos os casos foram de p<0,05. As correlacdes

positivas e negativas fordo consideradas significativas quando p <0,05.
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5. RESULTADOS

A Tabela 04 apresenta um resumo das caracteristicas sociodemogréficas e clinicas dos
individuos incluidos até o momento no estudo. Observou-se que o género masculino foi o
mais afetado, representando 92% dos casos de acidentes. Adicionalmente, 0s grupos
analisados apresentaram médias de idade semelhantes, porém no grupo de pacientes, esta na

faixa entre os individuos com idade apita a trabalho.

No que se refere as regides anatbmicas mais acometidas, constatou-se no grupo de
pacientes, que 0s membros inferiores foram os mais afetados em ambos 0s grupos,
correspondendo a 88% dos casos. Essa predominancia sugere uma vulnerabilidade especifica
dessa regido do corpo durante os acidentes. Em relacdo a gravidade dos acidentes, 0s
pacientes foram selecionados a partir de dois grupos: aqueles que apresentaram um quadro

leve (50%) e aqueles que manifestaram um quadro grave (50%).

Tabela 4 — Caracterizagdo sociodemogréfica da populagéo de estudo

VARIAVEIS ch;egges GrupﬁI Szoontrole
Género, n (%)
Masculino 28 (92) 16 (94)
Feminino 2 (8) 4 (6)
Idade anos, mediana (IQR) 39 (18-69) 31 [23-63]
Procedéncia acidente, n (%)
Manaus 15 (50) -
Rural 15 (50) -
Classificacdo do acidente, n (%)
Leve 15 (50) -
Grave 15 (50) -
Local da Picada, n (%)
Membros superiores 4 (12) -
Membros inferiores 26 (88) -

Avaliamos e comparamos o0s valores de hemograma em pacientes que sofreram acidente
ofidico por B. atrox, sendo estes estratificados nos grupos Leve e Grave, e uma analise intragrupo
dos dados hematologicos foi realizada antes e ap0s a administracdo da soroterapia, conforme
descrito na Tabela 5. De forma geral, a anélise intragrupo mostrou diminuicdo significativa nos
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valores das séries vermelha e branca e plaquetas as 48 h apos soroterapia (T2) em comparacao
com os valores antes da soroterapia (T0) e 24 horas ap0ds soroterapia (T1) nos grupos Leve e

Grave.

Tabela 5. Dados de hemograma de pacientes com acidente botropico estratificados em grupo
Leve e Grave, antes e apds soroterapia, em conjunto com o grupo controle (HD).

Leve (n=15) Grave (n=15) HD (n=20)
Parametros
T0 T1 T2 TO T1 T2 TO
Hemacias 5,2 (4,8-5,3) 4,6 (4,4-49) 32(25-45) 52 (4,9-54) 48(4,6-5,1)% $70.7-47) 5,0 (4,6 - 5,4)
: 15,0 (14,3 - 136 (12,1 - 8,8 (6,8- 152 (14,5 - 13,9 (13,2 - 11,4 (1,9 - 149 (13,6 -
Hemoglobina 15.4) 14.2) 2 13,0) 20 15.6) 15.4) 2 135) 20 16.0)
221 (167 - ] 117 (97 - 171) 185 (149 - ] 61 (31 - 193) 243 (211 -
Plaquetas e 191 (182 - 232) i iy 202 (151 - 243) L Ae
Leucocitos 10,9 (8,4 - 11,6 (8,7 - 48 (3,.8-7.6) 133 (9,7 - 123(9,1- 8,3 (1,3-115) 6,2(52 -
Totais 14.6) 15,0) ab 15.6) 5 15,0) ab 12.0)
Neutréfilos 77,0 (67,7 - 67,8 (62,9 - 47,4 (36,8 - 80,3 (69,0 - 71,0 (64,4 - 60,2 (10,0 - 56,1 (50,0 -
88.9) 3 77.8) 62.3) 20 89,0) 3 82.9) 77.7)%b 61.5)
Linfacitos 13,0 (5,0 - 16,9 (133 - 136 (11,3 - 121(53- 155 (10,0 - 8,5 (1,3-10,7) 207 (26,4 -
213)5 255) % 20,5) * 203) 22,0)° b 34,6)
Monécitos 40@35-57) 5,6 (4,5 - 6,7) 2 (Rl 41@1-51) 5,4 (4,0 - 6,6) 4,4(0,7-53)" 6,0 (5,1-6,6)
Eosinofios 20(09-47) 18(1,0-26) 28(22-32) 18(04-58) 23(1,2-35) 18 (1,0 - 4,9) 33(23-6,1)
Basofilos 0,4 (0,2-0,8) 0,3(0,2-0,4)2 0 (@205 03(02-04) 0,3(0,2-0,4) 0.1(0,0-03) 0,5(0,3-0,9)

TO: antes da soroterapia; T1: 24 horas apds soroterapia; T2: 48 horas ap6s soroterapia; HD: doador saudavel; IQR, intervalo interquartil. Val
de referéncia: Glébulos vermelhos: 4,5 - 6,0 x106/uL; Hemoglobina: 12 - 18 g/dL; Plaquetas: 130 - 400 x103/uL; Leucécitos Totais: 5,2 - 12
x103/uL; Neutroéfilos: 1,9 - 8,0 x103/uL; Linfécitos: 0,9 - 5,2 x103/uL; Mondcitos: 0,16 - 1 x103/uL; Eosinofilos: 0,1 - 5,0 x103/uL; Baséfilos: 0
- 2,0 x10%/uL. Diferencas significativas em p < 0,05 para analise intragrupo estdo representadas em negrito com as seguintes letras sobrescrite

9

a” e “b”, referentes as comparacdes com TO e T1, respectivamente. Diferencas significativas em p<0,05 para analise intergrup0os est?
representadas em negrito com 0s seguintes simbolos sobrescritos: # e §, referentes &s compara¢des com o grupo Grave e Doador Saudave
respectivamente.

Ap0s o acidente botrdpico (T0), observou-se um aumento significativo nas concentragdes
de MMP-1, MMP-7 e MMP-10 nos pacientes em comparagdo ao grupo controle (HD). Esse
aumento reflete uma resposta inicial de degradacdo e remodelamento tecidual desencadeada pelo
envenenamento, com MMP-1, MMP-7 e MMP-10 desempenhando um papel crucial na degradacao
da matriz extracelular, facilitando assim o processo inflamatorio (Figura 10).

Em contrapartida, a metaloproteinase MMP-9 apresentou uma diminui¢cdo em relagdo ao
grupo controle, com niveis reduzidos que se mantiveram consistentes tanto em pacientes com
quadro clinico leve (Mild) quanto em pacientes com quadro grave (Severe). Essas alteragfes nas
metaloproteinases, caracterizadas pela elevacdo de MMP-1, MMP-7 e MMP-10, acompanhada pela
reducdo de MMP-9, delineiam um perfil enzimatico inicial especifico observado nos pacientes
vitimas de acidentes botropicos.

Adicionalmente, foi observado um aumento nas concentracdes dos TIMPs, incluindo
TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4, em comparacdo ao grupo controle. Essas alteracfes sugerem
uma resposta adaptativa que visa regular a atividade das metaloproteinases, refletindo a
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complexidade da resposta inflamatéria e do remodelamento tecidual ap6s o evento de
envenenamento

M A MMP1 MMP2 MMP7

10

MMP10 TIMP1

CF (pg/mL)

B.atrox

B) Concentragédo de Metaloproteinases (MMP's) e Inibidores de Metaloproteinases (TIMP's) na
admisséo (T0) nos grupos Mild, Severe e HD.

= Clinical Groups >

Figura 10: Concentragéo de MMPs e TIMPs (TO0), nos grupos Leve, Grave e HD. *p < 0,01; #*p < 0,008; #**p <
0,0001. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo em MFI (intensidade média de fluorescéncia), e a
analise estatistica foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn.

Ao TO, observou-se um aumento significativo nas concentra¢des das citocinas IL-6 e IL-
10 nos pacientes vitimas de acidente ofidico, em comparacdo ao grupo controle, com elevagdes
particularmente acentuadas nos casos classificados como Grave (Figura 11). Este aumento pode
indicar uma resposta inflamatoria inicial, com diferencas estatisticamente significativas para a IL-6,
além de uma ativacdo de mecanismos anti-inflamatdrios, refletida pelo aumento da IL-10, que tem
como objetivo mitigar a intensidade da inflamacao desde o inicio do quadro clinico.

Em contrapartida, as citocinas IL-1p, TNF-a, IL-2 e IL-4 apresentaram uma diminui¢ao
de concentracdo em seus niveis em relacdo ao grupo controle. Essa menor concentracdo foi
observada de forma semelhante tanto em pacientes com quadro clinico leve quanto nagqueles com
condigdes graves, sugerindo uma resposta inflamatdria diferenciada que pode ter implicacdes na
patogénese e na evolucao clinica dos pacientes.
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Figura 11: Concentracdo de moléculas imunoldgicas soltveis na admissdo do paciente (T0), nos grupos Leve,
Grave e HD. *p < 0,01; **p < 0,008; ***p < 0,0001. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo em
MFI (intensidade média de fluorescéncia), e a analise estatistica foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do
teste de Dunn.

Na analise dos dados durante 0 acompanhamento dos pacientes (Figura 12), observou-se
um aumento significativo nas metaloproteinases de matriz MMP-2, MMP-7, MMP-9 e MMP-10 em
todos os pacientes, especialmente ao TO, independentemente da gravidade do quadro clinico,
evidenciando uma resposta inicial robusta de remodelacdo tecidual. Em contraste, a MMP-1
apresentou um aumento significativo antes da soroterapia apenas em pacientes com quadro clinico
grave (Severe), sugerindo que sua ativacdo estd associada a gravidade do envenenamento. Com a
progressdo do tempo, os niveis de todas as MMP’s demonstraram uma diminui¢do gradual,
indicando uma reducdo na atividade de remodelacdo da matriz extracelular a medida que o
organismo busca a homeostase.

Os dados obtidos no momento da admissdo dos pacientes (TO) também revelaram um
aumento nos niveis de TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e, em menor grau, TIMP-4 em todos 0s pacientes,
independentemente da classificacdo clinica. Essa elevacao reflete uma resposta inicial para regular a
atividade das MMPs e protegendo o tecido. Com o passar do tempo, observou-se uma elevacéo
gradual nos niveis de todos os TIMPs, refletindo um ajuste no controle da remodelacdo da matriz
extracelular & medida que a inflamagdo se estabiliza.
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D) Anélise da dindmica de producdo de Metaloproteinases (MMP’s) e Inibidores
de Metaloproteinases (TIMP's) durante a evolugéo clinica dos pacientes
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Figura 12: Anélise da dindmica de metaloproteinases e inibidores da metaloproteinase durante a evolugdo clinica dos
pacientes. Ao fundo, o intervalo interquartil [25-75] da concentragdo de citocinas no grupo de doadores saudaveis em
HD é usado como linha de base. A diferenca estatistica entre os grupos Leve e Grave sem agudo foi considerada quando
p < 0,05. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo em MFI (intensidade média de fluorescéncia), e a
andlise estatistica foi realizada usando o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pds-teste de Dunns.

Em seguida, analisamos a producao de moléculas imunolégicas solUveis na admissédo (T0)
e em intervalos de 24 e 48 horas apds a administracdo do antiveneno (T1 e T2, respectivamente).
Essa abordagem permitiu a comparacao temporal entre os grupos e a avaliagdo do comportamento
das citocinas durante a internacdo hospitalar dos pacientes. No momento inicial (T0), apo6s a
ocorréncia do acidente botropico, observou-se um aumento significativo nas concentracdes das
citocinas IL-1pB, IL-6, TNF-a, IL-2, IL-10 e IL-4 em comparacdo aos tempos subsequentes (T1 e
T2). Esse pico inicial de citocinas reflete uma resposta inflamatdria imediata e intensa do organismo
ao envenenamento, caracterizada pela mobilizagéo de citocinas pro-inflamatérias (IL-1p, IL-6, TNF-
a) e de citocinas reguladoras e anti-inflamatdrias (IL-10 e IL-4), além da IL-2, que esta associada a
ativacdo das células imunes.

E importante ressaltar que essa elevacdo nas citocinas ao TO ocorreu independentemente
da gravidade do quadro clinico, sendo observada tanto em pacientes com manifestagdes leves (Mild)
quanto em aqueles com manifestacdes graves (Severe). Com o decorrer do tempo, 0s niveis dessas
citocinas diminuiram progressivamente, indicando uma redugdo na atividade inflamatoria e uma
tendéncia a estabilizacdo do perfil imunolégico. Notavelmente, a IL-10 apresentou uma diminuicdo
mais acentuada entre os tempos TO e T1. Em contrapartida, o0 TNF-alfa ndo demonstrou varia¢des
significativas em relacéo a gravidade do quadro clinico e ao decorrer dos tempos avaliados.
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C) Andlise da dindmica de produgéo citocinas soliveis durante a evolugédo clinica dos
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13: Anélise da dindmica da producdo de moléculas imunoldgicas soliveis durante a evolugdo clinica dos
pacientes. Ao fundo, o intervalo interquartil [25-75] da concentragdo de citocinas no grupo de doadores saudaveis em
HD ¢ usado como linha de base. A diferenca estatistica entre os grupos Leve e Grave sem agudo foi considerada quando
p < 0,05. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo em MFI (intensidade média de fluorescéncia), e a
analise estatistica foi realizada usando o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo pés-teste de Dunns.

Através de uma analise ndo convencional é demonstrada a identificagdo de potenciais
biomarcadores imunolégicos em pacientes do Grupo Grave (SEVERE) durante o periodo de
acompanhamento (Figura 14). A anélise de alto produtores demonstrou um perfil com alta
producdo das moléculas IL-10, MMP-1, MMP-7, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4 no grupo de
pacientes que sofreu acidente ofidico botropico. A anélise do diagrama de Venn foi realizada
para identificar os atributos comuns e seletivos entre cada subgrupo. Anélise das intersec¢des
demonstrou que, ao T0O, ha uma producdo seletiva de MMP-10 no grupo GRAVE, destacando

seu comportamento como potencial biomarcador de gravidade nestes pacientes.
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Figura 14: Andlise ndo convencional para assinatura de principais produtores em pacientes GRAVE antes da
soroterapia. Realizado com base na mediana global de cada uma das citocinas, MMPs e TIMPs dosados de cada
concentracgdo, utilizando dados de todos os pacientes (HD, MILD e GRAVE). Foi utilizada como ponto de corte a
mediana global de cada molécula, expressa em MFI, classificando assim o individuo como “baixo” ou “alto”
produtor das moléculas dosadas. A significancia estatistica foi considerada em todos os casos com p<0,05. No
diagrama de Venn é possivel identificar quais moléculas se mostram potenciais biomarcadores, pois estdo presentes
em altas concentragdes apenas no grupo GRAVE.

Através da andlise de redes de interacdo bioldgicas entre as moléculas analisadas
(citocinas, MMPs e TIMPs), foi observado que pacientes que sofreram acidente ofidico
(LEVE e GRAVE) possuem interagOes diferentes do perfil de moléculas imunoldgicas
exibido pelo grupo HD (Figura 15). No momento inicial (T0O), o grupo LEVE revela uma
rede de correlagdes significativamente robusta. Citocinas inflamatérias, como IL-1B ¢ TNF-a,
desempenham um papel crucial ao induzir a producdo MMPs, resultando em muitas
interacdes 24 horas ap0s a administracao da soroterapia.

Estas citocinas ativam vias de sinalizacdo intracelulares que promovem a expressao
de MMPs, as quais por sua vez, facilitam a modulacdo da matriz extracelular. Esse processo é
de relevancia fundamental em diversas condicdes fisiopatol6gicas, como processos
inflamatorios e lesdes teciduais. As citocinas, as MMPs e os TIMPs estdo intrinsecamente

interligados no contexto da regulacdo da remodelacdo da matriz extracelular, além de
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exercerem um papel central na orquestracdo da resposta inflamatoria. Em contrapartida, o
grupo GRAVE apresenta um numero inicial superior de correlagdes antes da intervencao
terapéutica. No entanto, essa rede de interacGes ndo se mantém ao longo do tempo, com uma
diminuicdo substancial das correlagbes no T1 e T2, dando uma resposta imunoldgica
desregulada que pode contribuir para o agravamento do quadro clinico de envenenamento.

—

MILD

Grupo Controle

Citocinas
Metaloproteinases

Inibidores de Metaloproteinases

Redes integrativas entre Citocinas, Metaloproteinases e Imibidores de Metaloproteinases

T0 TIMF‘-“ T1 nmi; T2 ‘T‘Wj

SEVERE

Figure 15. Rede entre moléculas imunoldgicas mostra interacfes entre os grupos durante o
acompanhamento do estudo. Cada grupo de cor é usado para identificar as citocinas (laranja claro),
metaloproteinases (amarelo) e inibidores de metaloproteinases(verde). As linhas tracejadas entre as moléculas
indicam uma correlacdo negative enquanto as linhas continuas indicam correlagdo positiva. A espessura destas
indica a forga de correlagdo. O indice de correlacdo (r) foi utilizado para categorizar a forca de correlagdo em
fraca (r<0.35), moderada (r>0.36 para r<0.67), ou forte (1>0.68).
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6. DISCUSSAO

O envenenamento botropico, causado pela picada de serpentes do género Bothrops, é
caracterizado por manifestacOes locais e sistémicas, incluindo edema, necrose, hemorragia e
distdrbios da coagulacdo (LARRECHE et al., 2021a). Entre os componentes do veneno, as
metaloproteinases desempenham um papel central na degradacdo da matriz extracelular,
contribuindo para a destruicdo tecidual e a disfuncdo vascular. As metaloproteinases de matriz
e seus inibidores teciduais podem estar envolvidos nesse processo, regulando a degradacao
proteica e influenciando a extensdo do dano tecidual (FERRAZ et al., 2015). O desequilibrio
entre MMPs e TIMPs pode potencializar a acdo proteolitica das enzimas do veneno,
agravando a lesdo local e sistémica, 0 que torna esses elementos alvos potenciais para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas no tratamento do envenenamento
botrépico.

AlteracBes nos parametros hematoldgicos foram observadas nos pacientes, com a
diminuicdo de eritrocitos, hemoglobina e plaquetas (Tabela 5). Clinicamente, a reducéo desses
parametros esta correlacionada com a gravidade do acidente, e a trombocitopenia na admisséo
estd ligada ao intenso quadro hemorragico local e sistémico, caracteristico de vitimas de
acidentes ofidicos graves (DE BRITO SOUSA et al., 2019; KAPLAN et al., 2015; TANS;
ROSING, 2002)

A leucocitose neutrofilica com desvio a esquerda estd associada a extensdo do dano
tecidual nos pacientes. Corroborando com os dados observados no hemograma dos pacientes
de nosso estudo, que mostrou aumento na contagem de neutréfilos. Também foi observada
diminuicdo significativa de neutréfilos em T2 em ambos os grupos estudados (Tabela 5). Os
neutrofilos sdo as primeiras células inflamatérias a atingir o tecido lesado, além de atuarem
diretamente nas complicacdes infecciosas ap0s a picada, induzindo a sintese de mediadores
inflamatorios. Eles também estdo envolvidos na imunidade adaptativa, regulando as funcdes
das células T (LIEW; KUBES, 2019; WANDERLEY et al., 2014)

Estudos experimentais mostraram uma rapida inversdo na proporcdo de neutrofilos
para linfocitos, mostrando que o veneno botropico promove alteragfes imunoldgicas precoces
e a proporcao de linfécitos tem sido associada como preditor de gravidade nestes pacientes
(KOSE et al., 2021; LARRECHE et al., 2021c; RUCAVADO et al.,, 2016; ZULIANI;
SOARES; GUTIERREZ, 2020). Da mesma forma, observou-se que os pacientes apos
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acidente botropico apresentaram linfopenia em comparacdo ao grupo controle,
acentuadamente no grupo Grave, reforcando sua correlacdo com a gravidade.

Pacientes que sofreram acidente ofidico devido ao envenenamento causado por
serpentes do género Bothrops, desenvolvem um quadro clinico inflamatdrio, que pode variar
de uma lesdo tecidual local, hemorragias locais e efeitos sistémicos (LARRECHE et al.,
2021a). Os efeitos nocivos das toxinas geram um processo inflamatoério exacerbado, podendo
causar efeitos nocivos da inflamagdo que contribuem para complicagdes locais em pacientes
como necrose, sindrome compartimental, déficit funcional e amputacdo (ALVES et al., 2018;
OLIVEIRA'SS, ALVES EC, SANTOS AS, PEREIRA JPT, SARRAFF LKS, NASCIMENTO
EF, DE-BRITO-SOUSA JD, SAMPAIO VS, LACERDA MVG, SACHETT JAG, SANO-
MARTINS IS, 2017; SACHETT, Jacqueline A. G. et al., 2017). E durante esse processo
inflamatorio exacerbado, a producdo e liberacdo de citocinas sdo acentuadas, podendo agravar
0 quadro clinico do paciente (GUTIERREZ et al., 2018a).

Os PAMPs (padroes moleculares associados a patdgenos) e os DAMPs (padrdes
moleculares associados a danos) também podem incluir padrées moleculares associados a
venenos, denominados VAMPs (venom-associated molecular patterns). Essa classificacdo
ajuda a explicar por que o veneno das serpentes pode desencadear uma resposta téo intensa.
Ao interagir com PRRs (receptores de reconhecimento padrdo), como TLRs e NLRs, 0s
VAMPs ativam vias inflamatdrias que levam a liberacdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias (ZOCCAL et al., 2014).

A liberacdo de mediadores inflamatérios no processo inicial do envenenamento pode
gerar uma resposta inflamatoria aguda, ativando células do sistema imune inato, como por
exemplo, os macrofagos, que por sua vez regulam a producdo de muitas citocinas (ZOCCAL
et al., 2018). Os macrdéfagos desempenham um papel crucial no reconhecimento dos VAMPS,
ativando mecanismos de sinalizacdo que levam a producéo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias. Esses mediadores, como TNF-a e IL-6, sdo produzidos tanto de forma direta
quanto indireta e tém funcBes importantes no processo inflamatorio, contribuindo para a
amplificacdo da resposta imunologica (PUCCA et al., 2015). Esses estudos corroboram com
nossos resultados, pois o0s niveis da citocina IL-6 foram significativamente elevados, quando

comparado aos achados do grupo controle.

Petricevich e colaboradores demonstraram que as citocinas IL-13, TNF-a ¢ IL-6 estdo
associadas a casos clinicos graves, fazendo com que os pacientes desenvolvam caracteristicas

clinicas moderadas e graves (PETRICEVICH et al., 2000a). No entanto, nossos achados nédo
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obtiveram niveis elevados de citocinas IL-1B, TNF-a em comparagdo ao grupo controle, assim
como as citocinas IL-2 e IL-4, no entanto os niveis da citocina reguladora IL-10 surpreendeu
com seus niveis elevados em relacdo ao grupo controle, inclusive o grupo clinico grave obteve

niveis mais expressivos desta citocina.

Um estudo realizado na Amazonia brasileira com pacientes envenenados por Bothrops
atrox revelou que, antes da administracdo da terapia antiofidica, os niveis séricos de citocinas
pro-inflamatérias e imunomoduladoras, como IL-6, IL-10 e outras citocinas, foram
significativamente elevados (TEIXEIRA et al., 2009). O aumento das citocinas IL-6 e IL-10
em comparagdo ao grupo controle, aliado a diminuicao dos niveis de IL-1p, TNF-rt57a, IL-2 e
IL-4, sugere um perfil imunoldgico especifico diante da condicdo comprovada. Além disso, o
aumento de IL-10 reflete uma tentativa do organismo de regular e atenuar a resposta
inflamatdria, visto que a IL-10 é conhecida como uma citocina anti-inflamatéria capaz de
suprimir a atividade de outras citocinas pré-inflamatdrias e limitar danos teciduais, como ja
demonstrados em outros estudos (IBIAPINA et al., 2019b; NEVES et al., 2022b; TEIXEIRA
et al., 2009).

Por outro lado, a reducdo de IL-1B ¢ TNF-a sugere que o estimulo inflamatério inicial
€ menor ou bem controlado, uma vez que essas citocinas sdo mediadoras-chave da resposta
inflamatoria priméria e sdo frequentemente elevadas em condicdes de inflamacdo aguda ou
grave, e principalmente producédo de prostanoides e hiperalgesia inflamatoria (FERRAZ et al.,
2015). A reducdo dos niveis de IL-2 e IL-4, que estdo implicadas na ativacéo e regulacdo dos
linfécitos T e na resposta imunoldgica adaptativa, respectivamente, indica uma diminuicao na
ativacédo dessa via da resposta imune. No entanto, sugere que 0 organismo esteja priorizando
uma modulagdo que previne a hiperatividade imunoldgica. Os padrdes de variacdo nas
concentracbes das citocinas observadas indicam um ajuste imunologico voltado para a
manutencdo da homeostase inflamatoria, estabelecendo um equilibrio entre a resposta
inflamatdria e as agdes reguladoras, a fim de limitar potenciais danos teciduais. Notavelmente,

as citocinas IL-6 e IL-10 emergem como mediadores preditivos significativos.

Além das citocinas, as MMPs também sdo mediadores cruciais para danos e
desenvolvimento de inflamacdo dos tecidos em uma variedade de patologias, e podem
desempenhar um papel importante nas alteracbes do dano local causado pelo veneno
(FERRAZ et al., 2015). Além disso, essas citocinas induzem a expressao de MMPs e

provavelmente contribuem para a sintese de MMPs observada em alguns modelos
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experimentais, uma vez que 0s incrementos iniciais de citocinas se correlacionaram com a
expressdo de MMPs (SAREN; WELGUS; KOVANEN, 1996; TIDBALL, 1995).

Também conhecida como colagenase-1, a MMP-1 degrada o colageno tipo I, um dos
principais componentes da matriz extracelular, e em acidentes botropicos, o aumento da
MMP-1 pode estar associado a necrose e ao reparo tecidual exacerbado, especialmente em
pacientes com quadros graves (AGREN; AUF DEM KELLER, 2020; PILCHER et al., 1997).
Por sua vez, a MMP-7 conhecida como matrilisina, € mais envolvida na manipulacdo de
componentes da membrana basal, e em acidentes botrépicos, seu aumento pode estar
relacionado a destruicdo da integridade estrutural dos tecidos, amplificacdo do processo
inflamatorio. E mesmo o aumento da MMP-7 sendo necessario para o fechamento normal da
ferida, sua superexpressdo pode atrasar a cicatrizacdo (AGREN; AUF DEM KELLER, 2020;
HAYDEN; FORSYTH; KESHAVARZIAN, 2011). Também chamada de estromelisina-2, a
MMP-10 esté ligada @ modulacdo da resposta inflamatdria, ao ativar outras MMPs e facilitar a
manipulacdo tecidual, regulada positivamente em queratindcitos da ponta migratéria em
feridas com envolvimento dérmico, refletindo um mecanismo de progressdo do dano tecidual
causado pelo veneno (AGREN et al., 2001; KRAMPERT et al., 2004).

Nossos achados evidenciam entre 0 aumento das metaloproteinases de matriz (MMP-
1, MMP-7 e MMP-10) e que os acidentes botropicos podem estar relacionados a uma resposta
inflamatoria e aos danos teciduais induzidos pelo veneno, visto que o veneno de serpentes do
género Bothrops contém componentes como proteases, fosfolipases e outras moléculas toxicas
que degradam a matriz extracelular e ativam vias inflamatérias (DOLEY; KINI, 2009; VONK
et al., 2011). O aumento dessas MMPs indica a ativagdo de processos de manipulagéo da
matriz extracelular e remodelamento tecidual, que podem contribuir para o quadro de
inflamacdo, edema e necrose observados em vitimas de envenenamento do nosso estudo.
Quando essa resposta ocorre de forma exacerbada, o resultado é a alta liberacdo de citocinas
inflamatérias (como IL-6 e TNF-o), que regulam a expressio de MMPs, como foi
demonstrado no nosso estudo no caso da IL-6 (RUCAVADO et al., 2002b; SAREN;
WELGUS; KOVANEN, 1996).

Essas alteracbes nas metaloproteinases de matriz, evidenciadas pelo aumento das
concentragbes de MMP-1, MMP-7 e MMP-10, em conjunto com a diminui¢do dos niveis de
MMP-9, associadas & manifestacdo clinica dos pacientes, estabelecem um perfil enzimético
caracteristico do inicio do envenenamento botropico. Este padrdo reflete uma resposta tecidual

intensa ao veneno, relacionada aos processos de degradacdo e remodelacdo da matriz
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extracelular. Importante ressaltar que essas alteragbes n&o demonstram variagOes
significativas entre pacientes com quadros clinicos leves e graves, sugerindo que o impacto

inicial do veneno induz uma resposta uniforme, independentemente da gravidade do caso.

Rucavado e colaboradores realizaram um ensaio de modelo experimental injetando
toxinas via intramuscular em ratos, entre essas toxinas, foi utilizada a metaloproteinase
hemorrégica do tipo Pl (BaP1). Entre os alvos do estudo estavam a MMP-2, MMP-9 e as
citocinas IL-1p, IL-6 e TNF-a, observaram entdo que mesmo conseguindo induzir a formagao
bolhas, hemorragia e edema pela agdo das toxinas, ndo foi possivel detectar relacdes positivas
desses sinais com as metaloproteinases de matriz alvos desse estudo (RUCAVADO et al.,
2002b). Este estudo corrobora com nossos achados, pois 0s pacientes que apresentaram
quadro clinico leve e grave, ndo obtiveram a expressdo dessas MMPs superior a do grupo

controle.

Estudos clinicos e experimentais em vitimas de envenenamento por Bothrops
demonstram que o aumento de MMPs podem estar associados a resposta imunoldgica e aos
danos locais e sistémicos causados pelo veneno (CAVALCANTE et al., 2022; IBIAPINA et
al., 2019b; RUCAVADO et al., 2002b). Esses resultados destacam o papel das MMPs como

potenciais biomarcadores de gravidade no envenenamento botrépico.

As MMPs, podem ser liberadas em resposta ao veneno de Bothrops, promover
manipulacdo tecidual e lesGes para processos como necrose, inflamacdo e remodelacdo da
matriz extracelular (AGREN; AUF DEM KELLER, 2020; PILCHER et al., 1997;
RUCAVADO et al., 2002b). Para limitar o dano causado por essa manipulacdo descontrolada,
os TIMPs sdo produzidos como parte de uma resposta regulatéria do organismo, inibindo a
acdo excessiva dos MMPs (BUTLER et al., 1997; KINOSHITA et al., 1996; STRONGIN et
al., 1995). Esses inibidores sdo proteinas reguladoras que desempenham um papel crucial no
equilibrio entre a manipulacéo e a protecdo da matriz extracelular, neutralizando a atividade
excessiva das metaloproteinases de matriz (MOORE; CROCKER, 2012).

Observamos um aumento nos niveis dos TIMPs em pacientes que sofreram
envenenamento botrdpico, especialmente do TIMP-4, quando comparados ao grupo controle.
Confirmando assim que a acdo dos TIMP-1 e TIMP-2 que deveriam impedir a degradacdo
matriz da extracelular, necrose, destruicdo da integridade dos tecidos e ativacdo de outras
MMPs, ndo obtiveram tanto éxito (AGREN; AUF DEM KELLER, 2020; GOMIS-R"TH et
al., 1997; MOORE; CROCKER, 2012).
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A terapia com antiveneno especifico é atualmente o Unico tratamento eficaz para o
envenenamento causado por picadas de cobra. Esse tratamento neutraliza as toxinas presentes
no veneno, promovendo uma restauracdo eficiente de funcdes necessarias, como a
normalizacdo dos fatores de coagulacdo (MONTEIRO et al., 2020b). Contudo, é importante
ressaltar que o antiveneno ndo é capaz de reverter os danos ja causados, especificos nos
tecidos locais ou os efeitos dos mediadores inflamatorios (citocinas) liberados em resposta ao
envenenamento, levando ao processo de necrose e a inflamacdo aguda no local da picada
(CARDOSO et al., 1993, 2003).

Por isso, é essencial compreender a dindmica das citocinas ap6s o tratamento com soro
antiofidico, acompanhando a evolucdo clinica dos pacientes e suas respostas ao tratamento.
Esse monitoramento permite avaliar a eficacia do soro na modulagéo da resposta inflamatdria,
identificar possiveis complicacfes e ajustar intervencdes terapéuticas para minimizar danos

locais e sistémicos.

Nossos resultados revelaram ainda um perfil de resposta imunoldgica em pacientes
apos acidentes botropicos (T0), destacando a evolucdo temporal das concentracGes de
citocinas no plasma. A andlise permitiu a avaliacdo de diversos aspectos, incluindo a
observagdo de picos na producdo de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1B beta, IL-6 €
TNF-a, bem como citocinas anti-inflamatorias, como 1L-10 e IL-4, além de IL-2, que estdo
associadas a ativacdo de células imunes. Esse pico inicial reflete uma resposta imunoldgica
imediata do organismo ao envenenamento. O veneno ativa os receptores de reconhecimento
de padrdes (PRRs), promovendo a liberagdo de moléculas que iniciam uma defesa contra o
dano tecidual (IBIAPINA et al., 2019b).

Observou-se que a elevacdo das citocinas no tempo TO apresenta um padréo
notavelmente semelhante entre pacientes com quadros clinicos leves e severos. Tal
constatacao sugere que a resposta inflamatdria inicial ao veneno ndo é diretamente modulada
pela gravidade do quadro clinico, mas sim pelo estimulo toxico universal proporcionado pelo
veneno. No entanto, essa elevagdo difere entre os pacientes com manifestagdes clinicas leves e
graves, especialmente em relacdo a producdo de IL-6 e IL-10. Diversos estudos citados
anteriormente, enfatizam padrdes andlogos de resposta imunologica envolvendo essas

citocinas, evidenciando sua relevancia como biomarcadores para a gravidade da condicéo.

O mesmo raciocinio pode ser transposto para o contexto do envenenamento botropico,
considerando a resposta inflamatéria aguda frequentemente observada nesses casos. Apés a

administracdo do soro antiofidico (T1), registrou-se uma reducéo significativa nos niveis de



44

citocinas pro-inflamatorias, como IL-1p, IL-6 e TNF-a, bem como nas citocinas reguladoras,
como IL-10 e IL-4, ao longo do tempo. Em comparagdo ao momento inicial (TO0), as
concentracOes dessas moléculas mostraram-se consistentes em 24 horas (T1) e apresentaram
uma diminuicdo ainda mais acentuada ap6s 48 horas (T2). Tal fenébmeno evidencia uma
modulacdo da resposta inflamatéria, favorecendo a estabilizacdo do quadro imunoldgico e a

manutencdo da homeostase durante o periodo de internacéo.

Para compreender a dindmica das citocinas e o quadro clinico ao longo do tratamento
de envenenamentos botrépicos, alguns estudos apresentam dados relevantes, como por
exemplo, uma pesquisa publicada, avaliou mediadores imunoldgicos e alterac@es clinicas em
pacientes com envenenamento por Bothrops. O estudo relatou reducdes significativas em
citocinas como IL-6, TNF-a, e IL-10 apds 24(T1) e 48(T2) horas da administracdo do soro
antiofidico. Essas reducfes estdo associadas a modulacdo inflamatoria e a resposta ao
tratamento, independentemente da gravidade inicial do quadro clinico (COELHO et al.,
2023c; RYAN et al., 2021).

A citocina IL-10 € reconhecida como uma molécula central na modulacdo da resposta
imunologica. Sua principal funcdo é atenuar a ativacdo de neutrofilos e mondcitos, o que
resulta na reducdo da liberacdo de quimiocinas e citocinas pré-inflamatérias. Dessa forma, a
IL-10 desempenha um papel essencial na regulacéo de processos inflamatérios e na contengao
de vias citotdxicas exacerbadas, promovendo a homeostase imunolégica e prevenindo danos
teciduais excessivos (FARSKY et al., 1997; NEVES et al., 2022b). A reducéo dos niveis de
IL-10 no T1 (24 horas) e T2 (48 horas) indica a resolugdo progressiva da resposta inflamatoria
inicial. Essa estabilizacdo € esperada ap0s a neutralizagdo do veneno pelo soro antiofidico. A
IL-10 apresenta uma queda mais acentuada, o que pode refletir uma menor necessidade de

regulacao anti-inflamatoria ao longo do tempo.

Os dados apresentados revelam uma dinamica interessante das MMPs em pacientes
que sofreram envenenamento botrépico. O aumento das MMP-2, MMP-7, MMP-9 e MMP-10
em todos os pacientes na admissdo (T0), independentemente da gravidade do quadro clinico,
reflete uma resposta inflamatdria inicial robusta e generalizada. Essa resposta estd associada
ao processo de remodelacdo tecidual necessario para lidar com os danos causados pelo
veneno. As MMPs desempenham um papel crucial na degradacéo e reorganizacdo da matriz
extracelular, facilitando a resposta inflamatéria e reparadora inicial (AGREN; AUF DEM
KELLER, 2020; FARSKY et al., 1997; PILCHER et al., 1997; SHAPIRO, 1998).
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A MMP-10 desempenha um papel significativo na patologia das lesdes teciduais,
contribuindo para a degradacao da matriz extracelular e a regulacao da resposta inflamatoria.
Sua atividade é particularmente relevante em contextos como feridas, inflamacdes e processos
de cicatrizacdo, similar ao que ocorrem em lesdes por acidentes botrépicos. A MMP-10 é
capaz de clivar componentes da matriz, como colageno e elastina, facilitando a remodelacéo
tecidual. Em situacdes de lesdo, a ativacdo da MMP-10 permite a reestruturacdo da matriz,
essencial para a migracao celular e a reparacéo do tecido danificado. Estudos demonstram que
a MMP-10 ¢é expressa em niveis elevados em feridas cronicas, sugerindo sua participa¢cdo na
cicatrizagao e na remodelagdo da matriz (HANNOCKS et al., 2019c)

A MMP-10 também influencia a resposta inflamatoria ao regular a liberacdo de
citocinas e gquimiocinas. Ela pode promover a migracdo de células imunes para o local da
leséo, ajudando na resposta inicial ao dano. Em um estudo de Pardo et al. (2008), a MMP-10
foi associada a modulacdo da inflamacdo em doencas pulmonares, demonstrando sua
capacidade de afetar a dinamica celular em resposta a lesdes. A desregulacdo da MMP-10
pode levar a cicatrizacdo inadequada ou fibrose. Pesquisas indicam que niveis excessivos de
MMP-10 podem estar associados a condi¢cbes como a fibrose pulmonar, onde a remodelacéo
excessiva da matriz resulta em comprometimento funcional (OHBAYASHI, 2002) .

A atividade da MMP-10 é regulada por TIMPs, que mantém o equilibrio entre
degradacéo e sintese da matriz. A desregulacdo desse equilibrio pode resultar em patologias
associadas a cicatrizacdo deficiente ou excessiva, como observado em estudos de cicatrizacao
de feridas (KANDHWAL et al., 2022)

O comportamento diferenciado da MMP-1, cuja diminuigéo significativa foi observada
em pacientes com quadros clinicos graves, sugerindo que essa enzima pode estar mais
diretamente ligada a gravidade do envenenamento. Esse padrao especifico indica que a MMP-
1 poderia ser considerada um biomarcador potencial para quadros mais graves, dado seu papel
na intensificacdo da resposta inflamatoria e na possivel amplificacdo dos danos teciduais
(AGREN et al., 2001; PILCHER et al., 1997).

Com o passar do tempo, a diminui¢do gradual dos niveis de todas as MMPs reflete o
esforco do organismo em modular a atividade inflamatdria e buscar a homeostase. Essa
reducdo é esperada, ja que uma atividade prolongada das MMPs pode levar a efeitos
deletérios, como destrui¢do excessiva do tecido e dificuldade na cicatrizagdo (RUCAVADO et
al., 2002b; SAREN; WELGUS; KOVANEN, 1996).
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Esses achados sublinham a relevancia de monitorar as metaloproteinases da matriz em
pacientes submetidos a envenenamento, tanto para elucidar os mecanismos fisiopatologicos
subjacentes ao envenenamento quanto para avaliar o potencial uso dessas enzimas como
marcadores prognosticos e alvos terapéuticos. A correlacdo observada entre os niveis de
MMPs e a gravidade do quadro clinico pode abrir novas perspectivas para a implementagéo de

estratégias de manejo clinicas mais personalizadas.

Os dados revelam que, antes da aplicacdo da soroterapia (T0), ocorre um pico
significativo nos niveis de TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e, em menor propor¢do, TIMP-4 em
todos os pacientes, independentemente da gravidade do quadro clinico. Essa elevacdo inicial é
interpretada como uma resposta regulatéria do organismo em face do aumento da atividade
das MMPs, desencadeado pelo envenenamento. O objetivo dessa resposta é mitigar a
degradacdo excessiva da matriz extracelular e prevenir danos adicionais aos tecidos,
contribuindo assim para uma modulacéo inicial da resposta inflamatéria (NAKAMOTO et al.,
2021).

No decorrer do periodo de internacdo, observa-se uma diminui¢do gradual nos niveis
de todos os TIMPs, o que reflete uma adaptagéo fisioldgica a medida que a inflamacgéo é
estabilizada e o processo de recuperacdo tecidual progride (GAO et al., 2024;
KAPSORITAKIS et al., 2008). Essa queda nos niveis de TIMP’s pode indicar que, ap6s o
controle inicial da atividade exacerbada das MMPs, o organismo reduz progressivamente sua
necessidade de inibir essas enzimas, permitindo que o equilibrio entre degradacdo e
reconstrucdo tecidual seja restaurado (KAPSORITAKIS et al., 2008).

A independéncia dessa resposta inicial em relacdo a gravidade clinica reforca a ideia
de que o0 aumento dos TIMPs é uma resposta sistémica e uniforme, fundamental para controlar
os efeitos locais e sisttmicos do veneno. No entanto, a regulacdo ao longo do tempo pode ser
influenciada por fatores individuais, como a eficiéncia do sistema imunolégico e a eficacia do
tratamento antiveneno (PUCCA et al., 2019).

Estes resultados sugerem que os TIMPs exercem um papel fundamental ndo apenas na
modulacdo da resposta tecidual imediata, mas também na transicdo para uma fase de
recuperacdo e cicatrizacdo regulada. O monitoramento da dindmica dos TIMPs ao longo do
tempo pode proporcionar informagdes valiosas acerca da evolugdo clinica e da eficacia do
tratamento, além de evidenciar o potencial desses inibidores como marcadores prognésticos e

alvos terapéuticos em casos de envenenamento botrépico.
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7. LIMITACOES DO ESTUDO

O presente estudo apresenta algumas limitacGes, notadamente em decorréncia do
volume insuficiente de amostras, o que resultou em uma diminui¢do da populagédo analisada.
Em virtude dessa limitacdo, ndo foi possivel realizar a dosagem das anafilotoxinas do sistema
complemento, cuja relevancia ja foi amplamente estabelecida na resposta inflamatoria,
especialmente em relagdo a sua interagdo complexa com as metaloproteinases da matriz e 0s

inibidores de metaloproteinases.

Entretanto, nossos resultados contribuem para a elucidacdo dos diversos mecanismos
associados a resposta inflamatdria aguda que se desenvolve apds o envenenamento botrépico,
proporcionando uma compreensdao mais aprofundada da dindmica desses mediadores. A
adocdo de abordagens estatisticas alternativas e a ampliacdo do numero de amostras
constituem perspectivas promissoras para futuras investigacOes, visando a obtencdo de

resultados mais robustos e precisos.

8. CONCLUSAO

A andlise dos dados obtidos em pacientes vitimas de envenenamento botropico revela
um complexo panorama da resposta inflamatoria e da remodelagdo tecidual desencadeada
pelo veneno. As alteragdes hematoldgicas, incluindo a diminuicédo de eritrdcitos, hemoglobina
e plaguetas, juntamente com a leucocitose neutrofilica, corroboram a gravidade do quadro
clinico e a extensdao do dano tecidual. A correlacdo entre os niveis de citocinas e MMPs
sugere que a resposta inflamatoria inicial € uniforme entre os pacientes, independentemente da
gravidade do envenenamento, mas que a MMP-10 pode servir como um biomarcador

promissor para quadros mais severos.

Além disso, a elevacdo dos TIMPs reflete uma resposta regulatoria do organismo,
visando conter a degradacdo excessiva da matriz extracelular e prevenir danos adicionais. A
dindmica temporal observada, com a redugéo progressiva tanto das MMPs quanto dos TIMPs,
indica uma adaptacdo fisiologica que promove a estabilizagdo da resposta inflamatoria e a

recuperacdo tecidual.
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Esses achados ressaltam a importancia do monitoramento das MMPs e TIMPs como
potenciais biomarcadores de gravidade e prognostico em envenenamentos botrdpicos, além de
destacar a necessidade de estratégias terapéuticas que considerem a complexidade da resposta
imunoldgica e inflamatéria. A compreensdo dessas dindmicas pode contribuir para a
otimizagdo do manejo clinico, visando minimizar complica¢cdes e promover uma recuperacao

mais eficaz nos pacientes afetados.
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Abstract: A serpente Bothrops atrox (B. atrox) ocasiona grande parte dos
acidentes ofidicos na regido norte do Brasil. A reacdo inflamatdria desencadeada
pela sua peconha (BAV) é responsavel pelos sinais clinicos, com efeitos locais e
sisttmicos observados nos pacientes. O remodelamento da matriz extracelular
(MEC) nesses acidentes é regulado por enzimas proteoliticas como as
metaloproteinases de matriz (MMPs), podendo ser influenciado pelo processo
inflamatorio. Estudos mostram a reducéo na atividade dos Inibidores Teciduais
de Metaloproteinases (TIMPs) em pacientes com quadros clinicos graves de
envenenamento, contribuindo para o desequilibrio na regulacdo das MMPs. Em

conjunto, as metaloproteases presentes no veneno de serpentes (SVMPs) tém
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uma ampla atividade, capazes de degradar a matriz extracelular, o que pode
levar a hemorragias locais e outros efeitos toxicos, contribuindo na gravidade do
acidente. Nesta revisdo, fornecemos uma visdo geral de MMPs , TIMPs e
SVPMs e o0 seu papel frente a diversos envenenamentos por animais

peconhentos como acidentes por Bothrops sp.e demais viperideos

Keywords: Bothrops snakebites, immune response, SVMPs, MMPs, TIMPs,

envenomations

INTRODUCAO

O envenenamento por picada de cobra € considerado uma doenca tropical
negligenciada (DTN) e representa uma importante questdo salde pablica em varias partes do
mundo. Essa condicdo afeta principalmente comunidades rurais localizadas em regides
tropicais e subtropicais, muitas vezes caracterizadas por recursos limitados e sistemas de
satde inadequados As regides mais afetadas incluem a india, o Sudeste Asiético, a Africa

Subsaariana e a América Latina (1,2).

Os sintomas do envenenamento por serpentes da Familia Viperidae sdo decorrentes da
acdo individual ou sinérgica de diferentes toxinas que compBem 0 veneno, como as
Fosfolipases A2 (PLA 2s), Metaloproteinases (SVMPs), Serinoproteinases (SVSPs), L-
aminoéacido oxidases (LAAOSs), entre outros (5,6). Dentre os componentes, 0 snake venom
metaloproteinases (SVMPs) representam a principal toxina, sendo particularmente importante
para a adaptacdo das serpentes aos diferentes ambientes, destacando sua grande relevancia
para a familia, bem como, o interesse dos pesquisadores em compreender seu impacto durante
0 envenenamento (7,8) (9)16)-

Em paralelo, as metaloproteinases de matriz (MMPs), também conhecidas como
matrixinas, correspondem a uma familia de endopeptidases dependentes de zinco, envolvidas
no processo de degradacdo e remodelacdo de componentes da matriz extracelular (MEC),
como fibronectina, laminina, colagenos, elastina e glicoproteinas da membrana basal. As
MMPs desempenham papéis importantes em processos fisiologicos, como cicatrizacdo de
feridas, angiogénese, desenvolvimento embrionario, plasticidade sinaptica, polaridade celular,

migracéo celular e proliferagéo (13)(14).

A atividade das MMPs ¢ inibida através de blogueio reversivel pelos inibidores

teciduais de metaloproteinases (TIMPs), que sdo reguladores proteicos endégenos (15,16). Em
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seus tecidos especificos, os TIMPs apresentam expressao de maneira constitutiva ou
induzivel, que € regulada no nivel transcricional por citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento (123,124). O equilibrio entre as MMPs e TIMPs é essencial para a manutengao
adequada da homeostase funcional no tecido. Por outro lado, o desequilibrio entre a producéo
de metaloproteinases e seus inibidores pode ter um papel crucial em processos celulares que

concedam vantagens e favorecam a progressao tumoral (12,13).

No contexto do envenenamento por serpentes da Familia Viperidae, estudos sobre as
SVMPs , MMPs e TIMPs sdo fundamentais por razdes que vao desde a compreensdo dos
componentes do veneno, processo inflamatorio local e/ou sistémico gerado, além do reparo e
resolucdo da patologia. Dessa forma, este trabalho tem como objetivo reunir a literatura

disponivel sobre o papel destas enzimas e seu impacto frente as envenamentos por serpentes
1. Metaloproteinases de matriz

As metaloproteinases de matriz (MMPs) ou matrixinas foram descritas pela primeira
vez como uma enzima proteolitica de coldgeno que levava a degradacdo de moléculas
proteicas da ECM durante a reabsorcdo da cauda de um girino (17). Essa descoberta ajudou a
lancar as bases para a compreensdo do papel das MMPs na degradacdo da ECM em outros
processos bioldgicos (120,121). Hoje essas enzimas sdo caracterizadas por serem altamente
homologas, multidominios e dependentes de zinco, desempenhando um papel crucial na

inflamac&o, angiogenese, remodelacéo tecidual e formagdo do técido cicatricial.

As MMPs compartilham uma estrutura central comum, composta por um pro-peptideo,
um dominio catalitico de metaloproteinase, uma regido de peptideo ligante (conhecida como
regido da dobradica) e um dominio de hemopexina (18-21). A regido da dobradica permite a
flexibilidade da estrutura da MMP, proporcionando sua adaptacdo a forma do substrato que
estd sendo degradado (18-21). O componente catalitico das MMPs, que possui uma ligacdo ao
zinco e um sitio ativo com um residuo de acido glutdmico, é essencial para determinar a
especificidade do substrato. Paralelamente, o0 dominio HPX desempenha um papel na ligacéo

do substrato e na modulagdo da atividade dessas enzimas.

Em vertebrados, a familia das MMPs compreende 28 membros, dos quais pelo menos
23 sdo expressos em tecidos humanos, e 14 sdo expressos na vasculatura (87). Com base na
sua distribuicdo subcelular e especificidade para componentes da ECM, as MMPs séo
subdivididas em metaloproteinases de matriz do tipo membrana (MT-MMPs), colagenases,

gelatinases, estromelisinas e matrilisinas (121). Além disso, diferentes classes de MMPs
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apresentam caracteristicas estruturais especificas que as diferenciam da estrutura prototipica
(88-90). A topologia das MMPs é amplamente preservada, sendo uma notavel diferenca entre
elas encontrada no subsitio S1', um bolsdo hidrofobico de profundidade variavel que

desempenha um papel crucial na interacdo especifica entre a MMP e seu substrato. (88).

As MMPs estdo envolvidas em diferentes processos fisioldgicos ou patoldgicos
(Tabela 1), que podem ser regulados por hormonios, citocinas, fatores de crescimento, bem
como seus inibidores teciduais (120). Além da degradacédo das proteinas da MEC, as MMPs
processam diversos fatores bioldgicos destacados e moléculas que nao fazem parte da MEC,

exercendo uma influéncia direta na homeostase tecidual. Nesse sentido,

Pserem enzimas proteoliticas, as MMPs sdo estritamente controladas em multiplos
estagios, que incluem desde a expressdo génica até a ativacdo do zimogénio e a inibicao

endogena (92).

O equilibrio entre citocinas pré- e anti-inflamatdrias controla a expressao e secre¢do de

MMP Classe Processo fisiolégico Condicéo patolégica Referéncias
1 Cimg?:t?gs;s Resposta imune; cicatrizacdo de feridas Disturbio fibrotico, asteroclerose vascular; cancer (23,24)
2 Gelatinase A Angiogénese Doengas cronicas venosas; infecgdes virais; asteroclerose vascular; cancer (25-27)

. ~ . Doengas cronicas venosas; disturbio fibrotico; doencas hepéticas;
3 Estromelisinas 1 Remodelagéo tecidual osteoartrite; asteroclerose vascular; cancer (28-30)
7 Matrilisinas Apoptose Asteroclerose vascular; cancer (31-33)
Colagenases de S .
8 neutrofilos Cicatrizagdo de feridas Doengas pulmonares (23,34,35)
9 Gelatinase B Apoptose Doengas cronicas ven_osgs; doengas hepaticas; QOgngas pulmonares; (23,25,26,36,37)
osteoartrite; asteroclerose vascular; cancer
. Apoptose; remodelagdo tecidual, - - T
10 Estromelisinas 2 cicatrizagio de feridas Doencas cronicas venosas; infecgdes virais; cancer (38-40)
11 Estromelisinas 3 Cicatrizagdo de feridas Doengas neuroldgicas; cancer (41-43)
Metaloelastase de . . [
12 macréfagos Resposta imune Doengas pulmonares; infecgBes virais; cancer (44-47)
13 Colagenases Resposta imune; remodelagéo tecidual Doengas pulmonares; osteoartrite; infecgdes virais; cancer (35,44,48,49)
Tipo membrana 1 Apoptose; resposta imune; remodelacdo oA
14 (MT-MMP) tecidual Asteroclerose vascular; cancer (20,50,51)
Tipo membrana 2 A
15 (MT-MMP) Apoptose Cancer (52,53)
Tipo membrana 3 L A
16 (MT-MMP) Angiogénese Cancer (54-56)
Tipo membrana 4 . A
17 (MT-MMP) Resposta imune Cancer (57,58)
18 Colagenases Crescimento axonal (35,59,60)
19 Estromelisina-4 Cicatrizacdo de feridas; angiogénese Doengas hepaticas; doeng%ssfeuolgr]gri]tzres; doencas neuroldgicas; (61-64)
20 Esmaltenisina humana Formagéo do esmalte dentario (65,66)
21 Xenopus-MMP Embriogenese Cancer (67-69)
22 MMP de galinha Remodelacéo tecidual Cancer (70)
Arranjo de cisteina x x
23 (CA) -MMP Apoptose, reproducdo/menstruacao Cancer (71,72)
Tipo membrana 5 . P
24 (MT-MMP) Resposta imune Doengas neuroldgicas; cancer (73-76)
Tipo membrana 6 . . A
25 (MT-MMP) Apoptose; resposta imune Doencas pulmonares; cancer (77,78)
26 Matrisilina Remodelagéo tecidual Doengas cronicas venosas; cancer (79,80)
27 Estromelisina-5  Embriogenese; reproducéo/menstruacéo Cancer (81-83)
28 Epilisina Embriogenese; remodelacdo tecidual Asteroclerose vascular; cancer (84-86)

MMP2 e MMP9, sendo demonstrado em alguns estudos que essas MMPs possuem um papel
importante na neuroinflamacdo, que também é potencializado devido expressdo de

mediadores inflamatérios (89). Citocinas pro-inflamatérias (TNF-alfa, IL-6) e
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metaloproteinases de matriz (MMP2 e MMP9) sdo reguladas positivamente através da
ativacdo de STAT3 (90,91).

Aumento nos niveis de MMPs e uma expressdo elevada dessas enzimas, notadamente
MMP-3, MMP-9 e MMP-13, foram observados em tecidos inflamados de pacientes afetados
por diversas doencas inflamatérias. (31,93,94). Tanto a MMP-1 quanto a MMP-7 facilitam a
migragdo epitelial em diversos tecidos, diminuindo a afinidade da integrina o 2 B 1. No
entanto, essas metaloproteinases controlam a atividade desse receptor de matriz por meios
distintos. A MMP-1 influencia a sinalizacéo de fora para dentro, alterando o ligante, enquanto
a MMP-7 afeta a sinalizacdo de dentro para fora, regulando a ativagdo de integrinas, o que,
por conseguinte, auxilia na migracédo celular (89). Além da degradacéo das proteinas da matriz
extracelular (MEC), as MMPs processam diversos fatores bioldgicos destacados e moléculas
que ndo fazem parte da MEC, exercendo uma influéncia direta na homeostase tecidual. Sendo
enzimas proteoliticas, as MMPs sdo estritamente controladas em mdltiplos estagios, que

incluem desde a expressdo génica até a ativacdo do zimogénio e a inibi¢cdo endogena (92).

Aumento nos niveis de MMPs e uma expressdo elevada dessas enzimas, notadamente
MMP-3, MMP-9 e MMP-13, foram observados em tecidos inflamados de pacientes afetados
por diversas doencas inflamatorias. (31,93,94). Além disso, as MMPs tém sido associadas a
diferenciacdo de adipocitos e remodelacdo do tecido adiposo, no qual niveis elevados de
MMP-2, MMP-8 e MMP-9 foram encontrados no tecido adiposo de pacientes obesos em
comparagdo com individuos saudaveis (95,96). As MMPs participam da resposta inflamatéria,
remodelando a matriz extracelular e promovendo eventos associados ao influxo de células
inflamatdrias, liberacdo de fatores de crescimento incorporados na matriz e inicio da
regeneracdo tecidual. (97). Com base nessas informacdes, é vidvel estabelecer relacoes
importantes entre as MMPs e a resposta imunologica, desencadeada pela quebra da

homeostase.
2. Inibidores teciduais de metaloproteinases

A atividade das MMPs € inibida através de bloqueio reversivel pelos inibidores
teciduais de metaloproteinases (TIMPs), que séo reguladores proteicos enddgenos, que ligam-
se a um dominio catalitico de forma nao covalente na propor¢édo de 1:1 (98). Em mamiferos,
os TIMPs sdo caracterizados por possuirem 2 dominios, que sdo estabilizados por trés ligacGes
dissulfeto. Os dominios N-terminais contém aproximadamente 125 aminoacidos, enquanto o0s

C-terminais sdo menores, com cerca de 65 residuos (105). Assim como as MMPs, a regulacéo
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da expressdo dos TIMPs ocorre durante a remodelacgdo tecidual e em condic@es fisioldgicas,

desempenhando um papel crucial na manutencao do equilibrio da ECM.

A familia dos TIMPs é composta por 4 proteinas (TIMP-1-4), que estdo presentes na
ECM em forma sollvel, exceto o TIMP-3, que esta ligado a ECM (122). Os TIMPs
apresentam uma notavel capacidade de regular as diferentes classes de MMPs, embora
existam preferéncias e especificidades em suas acdes inibitérias (101). O TIMP-1, que é
secretado pela maioria das células do corpo, inibe todos os tipos de MMPs (ligando-se
fortemente & MMP-9 e pro-MMP-9). O TIMP-2 € expresso constitutivamente na maioria dos
tecidos, mas ndo é induzido por fatores de crescimento. O TIMP-3 é expresso nos tecidos
como uma proteina de matriz e nas membranas basais dos olhos e rins, enquanto o TIMP-4 é
expresso no coracdo, ovarios, rins, pancreas, colon, testiculos, cérebro e tecido adiposo
(123,124).

Em seus tecidos especificos, os TIMPs apresentam expressdo de maneira constitutiva
ou induzivel, que é regulada no nivel transcricional por citocinas, fatores de crescimento e
quimiocinas (123,124). XX. O desequilibrio eventual entre MMPs e TIMPs pode resultar em
inflamacdo e desencadear uma resposta imune inespecifica, que pode ser danosa ao tecido
hospedeiro (99). Além disso, a perda da sinalizacdo mediada por TIMPs devido a reducdo em
sua concentracdo, pode ter implicacOes significativas na patologia de distarbios inflamatérios,
doencgas cardiovasculares e cancer, uma vez que a degradacdo descontrolada da ECM pode

promover a inflamacdo cronica, remodelacéo vascular anormal e metastase (101).

.....

reguladores proteicos também exibem uma func¢des na comunicacéo celular (102). O TIMP-1,
por exemplo, possui atividade promotora do crescimento celular em queratindcitos humanos,
enquanto o TIMP-2 exibe atividade potencializadora eritroide (103,104). Além disso, 0s
terminais C dos TIMPs também desempenham um papel importante na interacdo com 0s
receptores de superficie celular, que pode resultar na ativacdo de cascatas de sinalizagdo

intracelular, afetando o comportamento das células.

Existe uma interacdo fraca entre o TIMP-1 e a maioria das MMPs, onde os TIMPs ndo
parecem diferenciar com facilidade as varias MMPs (106). Além disso, o TIMP-1 é capaz de
se ligar a pro-gelatinase B, os TIMPs 2 e 4 tem afinidade pela pré-gelatinase A, enquanto o
TIMP-3 se liga a ambos (107-109). O complexo entre os MT1-MMPs e o TIMP-2 atua como
um “receptor” ligado a superficie celular para a ativagdo da pro-gelatinase A in vivo

apresentando a proMMP-2 ligada de modo que uma molécula MT1-MMP ndo inibida
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adjacente dé um primeiro corte no dominio PRO da MMP-2, seguido pela clivagem de
ativacdo final por outra molécula de MMP-2 (110). A MMP-14 é um ativador particularmente
eficiente, servindo presumivelmente como um exositio especifico da proMMP-2, engquanto a

MMP-15 parece atuar em uma via alternativa independente do TIMP-2 (110).

Os TIMPs exibem varia¢des nos tipos de complexos ndo inibitérios que formam, sendo
essa interacdo mediada pelos seus dominios C-terminais. Por exemplo, o TIMP-2 demonstra
forte afinidade com o zimogénio da MMP-2 (proMMP-2), resultando na formacdo de um
complexo que desempenha um papel crucial na ativacdo da proMMP-2 na superficie celular.
Em contraste, o0 TIMP-1 forma um tipo especifico de complexo ndo inibitério sob essa mesma
condicdo. (111,112). Diferentemente do TIMP-1, o TIMP-2 e o TIMP-3 demonstram ser
inibidores eficazes das MMPs do tipo membrana (MT-MMPs). Além disso, apenas o0 TIMP-3
atua como um inibidor eficaz do fator de necrose tumoral (110).

Um biomimético de inibidores teciduais endégenos de metaloproteinases (TIMPs) foi
desenvolvido atraves da introducéo de trés elementos de ligacdo a um tetrapolimero sintético,
e apols a avaliacdo da contribuicdo da composicdo, tamanho e forma dos polimeros que
mimetizam TIMPs para a inibicdo de BaP1, uma metaloproteinase de veneno de cobra da
classe Pl (SVMP), foi observado que o TIMP abiético € eficaz contra classes de SVMPs em
veneno de cobra (113). Estes inibidores de metaloproteinases, e possiveis novos métodos
podem ser capazes de neutralizar a atividade de enzimas especificas presentes no veneno de
cobras, ajudando assim a mitigar os efeitos toxicos causados por essas enzimas no organismo

humano.
3. EVOLUQAO DAS MMPS PARA AS SVMPS

Um estudo investigou transcriptomas de 58 espécies de cobras om presas frontais
descobriu que uma enzima diferente, metaloproteinase de matriz (MMP), é na verdade o
componente dominante do veneno em trés subfamilias (Tachymeninae, Xenodontinae e
Conophiinae) de cobras de presas traseiras. as Metaloproteinases de Matriz (MMPs)
desempenhem um papel analogo ao das Snake Venom Metaoproteinases (SVMPs) no que diz
respeito a acdo proteolitico do veneno. Recentemente, foi identificado um novo subtipo de
MMP altamente ativo, denominado svMMP, que se originou de forma independente em pelo

menos trés ocasides a partir de um MMP-9 endogeno (114).

As svMMPs sdo proteinas Unicas encontradas em venenos de cobra, que pertencem a

uma antiga linhagem independente de proteinas dentro da classe Metzincinas de proteinases.
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Elas desempenham fung¢des importantes no veneno de cobra e tém propriedades cataliticas
semelhantes as de outras metaloproteinases de matriz, mas com recursos adicionais que
permitem se adaptar ao ambiente desejado do veneno (115,116). Sua origem evolutiva se
distingue das demais proteinas pertencentes a essa classe, onde pesquisas recentes apontam
para a possibilidade de que as svMMPs tenham emergido devido a um processo de
divergéncia evolutiva que ocorreu hd muitos milhdes de anos, estabelecendo uma separacao
entre essas proteinas e as SVMPs tradicionais pertencentes a familia das Matrixinas (117—
119).

As cobras da familia Dipsadidae, que sdo conhecidas por terem uma grande diversidade
de espécies (115). Muitas cobras da familia em questdo possuem venenos que exibem uma
notavel atividade proteolitica e hemorragica, particularmente dentro da subfamilia
Xenodontinae. Acredita-se que SVMPs desempenhem um papel influente na atividade
proteolitica desses venenos. E importante observar que essas cobras compartilnam
semelhancas com viboras em relagdo a sua toxicidade, o que implica que representam um
potencial risco para os seres humanos, caso 0s incidentes ndo sejam tratados de maneira
apropriada. (120,121).

Héa a expressdo de transcritos que codificam MMP nas glandulas de veneno de cobras da
familia Dipsadidae, mais especificamente em Tachymeninae e Conophiinae, dentro da
subfamilia Xenodontinae. A expressdo desses transcritos € altamente especifica, o que
significa que apenas as espécies dentro dessa subfamilia possuem essas proteinas em seus
venenos. Algumas espécies, como Thamnodynastes strigatus e Erythrolamprus miliaris,
foram as primeiras a terem as sSyMMPs relatadas em seus venenos, mas com estudo atuais,

muitos outros tdxons também expressam essas proteinas em seus venenos (114).

Em resumo, os achados indicam que a selecdo natural pode favorecer a otimizacdo de
atributos fenotipicos cruciais atraves de modificacbes em genes ndo homologos, levando a
produgdo de componentes bioquimicos alternativos. Isso demonstra a complexidade e a
diversidade dos processos evolutivos envolvidos na adaptacdo de organismos a ambientes
desafiadores (122).

4. SVMPs

As Snake Venom Metaloproteases (SVMPs) sdo enzimas dependentes da ligacdo com
ions metélicos, geralmente zinco, para exercer suas funcGes. Estdo distribuidas, em sua

maioria, nos venenos de cobras da familia Viperidae, mas também pode ser encontradas,
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embora em concentracBes mais baixas, em espécies das familias Elapidae, Colubridae e
Atractaspididae (10,123-125). As proteinases, incluindo as SVMPs e SVSPs, sdo
consideradas os principais constituintes dos venenos de viboras e tém papéis importantes na
inducdo de efeitos toxicos no hospedeiro. Enquanto os SVSPs tém atividades especificas,
como a interferéncia na cascata de coagulacdo e na regulacdo da pressao arterial, os SVMPs
tém uma atividade mais ampla e sdo capazes de degradar a matriz extracelular, o que pode
levar a hemorragias locais e outros efeitos toxicos (126-128). S&o classificadas em 3 classes
principais e 8 subclasses, que se diferem a partir da presenca ou auséncia de dominios nao-
cataliticos observados pelo transcriptoma ou proteinas isoladas do veneno (129).

A classe P-I é a menor SVMP e, do ponto de vista estrutural, também é a mais simples,
contendo, em sua forma madura, apenas o dominio catalitico metaloproteinase, no qual esta
associado a sequéncia ligante de zinco. Além disso, sdo divididas em 2 subgrupos que levam
em consideracdo o tipo de funcdo que exercem: P-1A, que possui atividade hemorrégica e Pl-
B com pouca ou nenhuma atividade hemorragica (129) A classe P-Il sdo particularmente
semelhantes a P-1, entretanto com a adi¢do de dominios de disintegrina a sua estrutura (129).
Além disso, sdo classificadas em P-lIlb, P-lic, P-1ld e P-lle, que diferem entre si pela
sequencia de motivos e outros ligantes estruturais. Essas alteracfes também podem interferir
na funcionalidade dessas subclasses de enzimas, dependendo da localizagdo em que se
encontram (130) J& a P-11l é a classe de toxinas com maior complexidade estrutural e massa
molecular que varia entre 60 e 100 kDa. E constituida por um pro-dominio, um dominio
catalitico metaloprotease, além de dominios semelhantes a desintegrina (disintegrin-like) e
ricos em cisteina (13). Devido a sua complexidade estrutural, foram classificadas em 4

subclasses que apresentam estruturas distintas: P-Il1a, P-11lb, P-1lic, P-111d (129).

As SVMPs atuam principalmente na degradacdo de componentes da matrix extracelular,
proteinas plasmaticas e da cascata de coagulacdo, Ihes conferindo diferentes atividades
bioldgicas com a degradacdo de proteinas plasmaticas, de superficie celular e componentes da
matrix extracelular (131,132). Além disso, essas enzimas podem interagir com receptores
como as integrinas nas superficies de plaquetas, fibroblastos e células endoteliais, ativando ou
inibindo o processo de resposta celular. Portanto, as SVMPs tem um papel importante na
fisiopatologia dos envenenamentos ofidicos, uma vez que essas a¢des induzem alteracGes
sistémicas significativas como disturbios na coagulacdo sanguinea, agregacdo plaquetaria e
hemorragias (131) Além disso, atuam no local da inoculagcdo do veneno ocasionando edema,

dermonecrose, mionecrose, sangramentos, bolhas e uma forte reacdo inflamatéria (133,134).
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As SVMPs que apresentam maior complexidade e peso molecular, como as da classe P-
Il estdo relacionadas com maior atividade hemorragica, sendo capazes de induzir
sangramentos sistémicos além de locais, enquanto as de classe P-1 se limitam a hemorragia
local, principalmente pela degradacdo de componentes da membrana basal de capilares
sanguineos (130,133). As SVMPs de classe P-Il, além da atividade hemorragica, também
estdo associada a inibicdo de agregacdo plaquetaria, enquanto as subclasse de P-Ill estdo
envolvidas em diversas atividades, incluindo hemorragica, apoptotica, ativacdo de
protrombina e ativagdo de fator X. Essa funcéo diferenciada pode ser atribuida a diversidade
estrutural nas toxinas, devido a presenca de diferentes dominios funcionais em regides

distintas de uma mesma molécula (135).

Tabela 1 Metalloproteases do veneno de cobras (SVMP) e suas atividades biolégicas

CLASSE DE ATIVIDADES BIOLOGICAS EXEMPLO REFERENCIAS
SVMP
P-1 Pré-inflamatéria BpirMP (136)
Fibrinolitica Batroxase (137)
Apoptotica Bapl (138)
Inibicdo de adeséo celular BpMP-II (139)
Inibicéo de angiogenese BNP1 (140) (141)

Ativacdo do sistema complemento
Hemorragica

P-I1 Hemorragica BlatH1 (142)
Fibrinogenolitica Stejnitin (143)
Fibrinolitica CcMP-II (144)
Inibicdo de agregagdo plaquetaria BlatPII (145)
Apoptotica Agkistin (146)
P-111 Pré-inflamatoria Jararagina (132)
Necroética VaH3 (147)
Hemorragica VaF1l (148)
Fibrinogenolitica SV-PAD-2 (149)
Inibicdo de agregagdo plaquetaria HR-Ele-1 (150)
Inibicdo de adeséo cellular Basparin A (152)
VLAIP

4.1 Viperidae e as SVMPs

Para as toxinas presentes na cobras da familia Viperidae,existem 24 familias de
proteinas em 10 espécies dessa familia de serpentes, e as proteinas foram agrupadas em dez
familias principais. No geral, as mais abundantes em Viperideos sdo as SVMPs, seguidas
pelas PLA 2 e SVSP (152). As SVMPs, PLA2, e SVSPs sdo algumas das principais classes de
toxinas encontradas no veneno das cobras viperideas, e essas toxinas compdem uma parte
significativa do proteoma do veneno dessas cobras. Elas desempenham papéis criticos no

envenenamento por picada dessas cobras e contribuem para os efeitos toxicos (153,154).
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Venenos de cobras viperideas causam danos em tecidos no local da picada (hemorragia,
necrose, bolhas e edema) e alteracBes sistémicas associadas a sangramento, como
coagulopatia, alteracbes hemodinamicas e nefrotoxicidade (2,155). Além disso, causam danos
proeminentes a outras células, vasos sanguineos e componentes da MEC do tecido muscular,
gerando assim um cenério patolégico associado a uma regeneragdo muscular esquelética
deficiente (156). O processo de regeneracdo muscular envolve uma série de eventos altamente
orquestrados que acompanham a ativacdo e diferenciacdo descritas das células miogénicas
para serem bem-sucedidos. Esses processos ocorrem concomitantemente com uma interagao
complexa e dindmica de fenbmenos inflamatorios locais e de remodelamento da MEC, no
qual reacOes inflamatorias agudas podem interrompé-lo (157-159). Também ocorre interacdo
entre mioblastos e miotubos, células inflamatérias e a populacdo de células residentes da
linhagem fibroadipogénica que, ao serem ativadas, contribuem para a sintese e remodelagéo
da MEC, com envolvimento de MMPs e entre outros (160).

Os venenos das cobras da familia Viperidae possuem quantidades significativas de
SVMPs e serino proteinases, que tém a capacidade de degradar os componentes da matriz
extracelular. Além disso, a presenca da enzima hialuronidase no veneno contribui para
amplificar as alteracfes na MEC (161). Concomitantemente, o inicio da inflamagao aguda no
musculo necrético desencadeia uma superexpressdio de MMPs e outras proteinases
inflamatorias endogenas. Essas enzimas desempenham um papel adicional na remodelacdo da
matriz extracelular (161,162). Os estudos protedmicos realizados em exsudatos coletados de
tecidos injetados com veneno bruto de B. asper e com SVMPs isoladas possibilitaram a
identificacdo de fragmentos provenientes de diversas proteinas que compdem a matriz
extracelular (MEC). Entre essas proteinas, incluem-se diversos tipos de colagenos, tanto
fibrilares como ndo fibrilares, fibronectina, laminina, nidogénio, tetranectina, vitronectina,
lumican, decorina, tenascina, trombospondina, fibrilina, proteoglicano de sulfato de
condroitina e agrecano. Essa identificacdo reflete uma degradacdo generalizada da matriz
extracelular (163-165).

A inflamacéo gerada pela acdo das toxinas de cobras da familia viperidae € iniciada pela
capacidade de leucdcitos locais e circulantes em reconhecerem diretamente 0s componentes
da peconha, além de produtos da degradacdo de componentes teciduais. Essa estimulacdo é
responsavel pela produgdo de mediadores inflamatdrios presentes no plasma (sistema
complemento) e produzidos por células (citocinas, quimiocinas e mediadores lipidicos),

culminando em um infiltrado inflamatério de células e resultando em um edema proeminente
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e a geracdo de dor, acompanhado de hemorragia e mionecrose (166,167). As cobras do género
Bothrops, especialmente a espécie B. atrox possuem destaque por apresentarem efeitos locais
mais intensos se comparados a outros géneros, devido as grandes concentracdes de SVMPs
(168,169).

Os eventos inflamatdrios causados pela peconha de Bothrops atrox e seus componentes
isolados sdo caracterizados pela migracdo de neutrofilos, mondcitos e macréfagos e sintese e
liberacdo de diversos mediadores inflamatérios, como as citocinas (IL-12p70, TNF-a, IL-1a,
IL-1B, IL-6, IL-10 e INF-y), quimiocinas (CXCL-8, CXCL-1 e CXCL-2), mediadores
lipidicos (PGE2, LTB4 e CysLeucotrienos) e componentes do sistema complemento (Clq,
C3a, Cda e C5a) (170-172). A reacdo inflamatdria exacerbada induzida pela peconha de
viperideos estd diretamente associada a um carater degenerativo, isto €, sdo responsaveis por
um efeito adverso causado principalmente por neutréfilos e fagocitos pela producdo de
espécies reativas de oxigénio gerando lesdes celulares (134).

Como consequéncia da acdo das SVMPs hemorragicas dessas alteracfes patoldgicas
podem ser profundas, causando sofrimento ndo apenas para as vitimas, mas também para suas
familias e comunidades. A recuperacdo completa ap0s uma picada de cobra viperideo
geralmente requer tratamento médico imediato e abrangente, incluindo a administracdo de
antiveneno, reabilitacdo fisica e terapia para minimizar os efeitos adversos a longo prazo e
melhorar a qualidade de vida dos afetados (173). Dados semelhantes foram obtidos com a
analise de PLA2 miotoxicos isolados de diversos venenos de viperideos, resultando numa
condicdo inflamatdria caracterizada pela producdo de uma ampla gama de mediadores. Esses
mediadores incluem MMPs, citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento dentre outros,
epodem ser detectados tanto em homogeneizados de tecidos quanto pela analise de exsudados
coletados do tecido muscular (97,174,175).

4.2 Elapidae e as SVMPs

A familia Epapidae conta com 17 espécies, podendo assim identificar 34 familias de
proteinas (152). AS 3FTxs, PLA2 e SVMPs, e constituem uma média de 87% do veneno.
Essas trés toxinas também foram relatadas como as proteinas mais dominantes de Elapidae
(153). As 3FTx e as PLA2 nos venenos das cobras cuspidoras africanas, como as viboras Bitis
spp. desempenham papéis significativos nos efeitos toxicos desse veneno, incluindo a inducéo
de necrose local do tecido (176). Os venenos das cobras elapideas geralmente contém

neurotoxinas, que afetam o sistema nervoso (177).
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Os venenos de cobras pertencentes a familia Elapidae, em sua maioria, provocam
predominantemente efeitos neurotdxicos, que culminam em paralisia neuromuscular. A
auséncia de tratamento adequado pode progredir para uma paralisia respiratoria. Alguns
venenos elapideos também tém a capacidade de causar necrose localizada e miotoxicidade
sisttmica (2,155). Em determinados cenarios, como nas picadas de Vvérias espécies de
elapideos terrestres australianos, cobras marinhas e algumas viperideos, como a cascavel sul-
americana, observa-se o desenvolvimento de miotoxicidade sistémica, conhecida como
rabdomidlise. (2,155,178).

O dano a membrana plasmatica desencadeia um rapido influxo de ions célcio do liquido
extracelular, aproveitando um acentuado gradiente através dessa membrana. Isso, por sua vez,
desencadeia uma serie de eventos degenerativos intracelulares. Esses eventos incluem
hipercontracdo das miofibrilas, dano as mitocondrias e a ativagdo de proteinases intracelulares
dependentes de célcio, como as calpainas e as PLA2s. Essas mudangas ocorrem rapidamente e
levam a célula a um ponto além do qual ndo ha retorno possivel, resultando em danos
celulares irreversiveis. (179,180). A degeneracdo aguda do musculo esquelético, conhecida
coOmo mionecrose, € uma ocorréncia comum em envenenamentos provocados por picadas de
cobras pertencentes a familia Elapidae(2,155). No entanto, é relevante destacar que apenas
alguns venenos de elapideos, notadamente aqueles de determinadas espécies de cobras, como
0 género Naja, também tém a capacidade de causar danos teciduais locais. Esses danos sao
provocados pela acdo de enzimas, como as PLAZ2s, e por citotoxinas, incluindo cardiotoxinas,

que fazem parte da familia 3FTx, caracteristica dos venenos elapideos. (181,182).

SVMPs e SVSPs detectadas no veneno Naja annulifera desencadeam respostas
inflamatdrias e imunoldgicas levando ao reconhecimento pelo sistema imune, que contribui
para as manifestacdes clinicas observadas durante o envenenamento, como a inflamacéo
sisttmica observada em cées (183-185). E,embora detectadas em baixa abundancia na anélise
protedmica, as SVMPs e SVSPs séo capazes de clivar a cadeia alfa do fibrinogénio, o que
sugere que estas proteinases podem contribuir para as alteracfes hemostaticas também
relatadas (186). O acido hialurdnico é responsavel pela formacao de varias estruturas celulares
por fazer parte da MEC, em contrapartida, as hialuronidases presentes nas toxinas da Naja
anulifera, clivam essas estrutura permitindo a passagem do veneno do tecido a corrente

sanguinea, aumentando a permeabilidade do tecido (187,188).

Os venenos das cobras elapideas frequentemente resultam em mudangas patologicas

significativas tanto no tecido muscular quanto no sistema nervoso. Essas transformacdes tém
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como consequéncia sequelas que tém um impacto profundo na qualidade de vida das vitimas,
gerando consideravel sofrimento ndo apenas para elas, mas também para suas familias e
comunidades (173).

A capacidade de causar degradacdo proteolitica de fibrinogénio e fibrina, indugdo de
apoptose, inibicdo da agregacdo plaquetaria e hemorragia € uma caracteristica comumente
observada em muitos venenos de cobras e condiz com metaloproteinases de veneno de cobras
(SVMPs), um dos dois tipos de proteinases bem caracterizadas encontradas em venenos de
cobra (189). A maioria das pesquisas tradicionais sobre venenos de cobras tem se
concentrado em familias de cobras com presas frontais (Viperidae e Elapidae). No entanto,
algumas espécies que causam envenenamento leve em humanos apresentam composicGes
toxicas em sua peconha, como por exemplo as espécies das familias de cobras sem presas
frontais (Colubridae, Dipsadidae e Natricidae) que foram fortemente negligenciados durante
muito tempo, apesar do conhecimento de inUmeras espécies capazes de ocasionar
envenenamentos clinicamente relevantes (116). Em uma definicdo mais formal, uma cobra
“colubridae” refere-se apenas a espécies pertencentes a familia Colubridae, que atualmente
inclui as subfamilias Natricinae, Pseudoxenodontinae, Dipsadinae, Scaphiodontophiinae,
Calamariinae, Grayiinae e Colubrinae (190).

Essas cobras representam a parcela mais proeminente da biodiversidade de cobras,
sendo a familia Dipsadidae a mais diversificada em nimero de espécies (121). Assim como
acontece com as viboras, foi documentado que os venenos das cobras da familia Dipsadidae,
especialmente dentro da subfamilia Xenodontinae, exibem efeitos notaveis de natureza
proteolitica e hemorragica, sendo as SVMPs terem sido apontadas como as principais toxinas
responsaveis pela sua atividade proteolitica (115,120,191). Em Conophis lineatus, todas as
cinco transcricdes SVMP sdo da subclasse P-111 (SVMPIIIs), que é tipica entre cobras (190).
A inexisténcia de proteinas tipo P-11, Pl e desintegrinas de codificacdo curta nos venenos de
colubrideos é consistente com a teoria de que essas proteinas evoluiram posteriormente na
familia Viperidae a partir de um gene ancestral do tipo P-111, ap6s a bifurcacdo dessa linhagem
evolutiva (192,193).

Os colubrideos possuem capacidade limitada de injetar veneno em humanos e, portanto,
a atividade biologica dos venenos da maioria das espécies é totalmente desconhecida. Como
todas as cobras, elas sdo predadoras, e 0 veneno é de importancia para capturar, matar e/ou
digerir a presa (120). O que significa que seus venenos podem ser ricos e diversos em tipos de

proteinas. Para a maioria das espécies de colubrideos, especialmente o género Philodryas
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tendem a ser dominados por SVMPs, como alguns viperideos, sendo tipicamente
hemorragicos ou citotoxicos representando aproximadamente 32% da composicédo da peconha
(194).

As cobras Colubrid pertencentes ao género Philodryas, difundidas em toda a América do
Sul, apresentam lesBes (inchaco, equimoses, sangramento transitério pelas perfuracdes no
local da picada), semelhantes as produzidas pelas espécies Bothrops (195). Semelhante aos
Colubrideos, os venenos de Dipsadidae e Natricidae também foram relatados como
possuidores de altos efeitos proteoliticos e hemorrégicos, tendo as SVMPs como o principal
agente de sua atividade proteolitica, sendo a diferenca na distribuicdo dos subgrupos de
SVMPs (120).

Uma outra grande descoberta em espécies pertencentes a familia Dipsadidae, € que o
tipo mais abundante de transcrito (47%) e também o principal tipo de proteina no veneno
correspondem a um tipo de MMP, que ndo esta relacionada com as SVMP encontradas em
todas as familias de cobras, sendo a MMP-9 sugerida como componente do veneno e que eles
sdo proteoliticamente ativas (115). No entanto, as composi¢Ges de veneno de cobras com
presas traseiras ainda sdo amplamente desconhecidas, limitando nossa capacidade de

descrever 0s venenos dessas cobras.
5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

O envenenamento por picada de cobra, especialmente por serpentes da familia
Viperidae, continua a ser um desafio significativo para a saude publica, afetando
principalmente comunidades em regifes tropicais e subtropicais. As metaloproteinases de
veneno de cobra (SVMPs) desempenham um papel central na patogénese do envenenamento,
contribuindo para a degradacdo da matriz extracelular e desencadeando respostas
inflamatorias que podem levar a complicacBes severas. A interacdo entre SVMPs,
metaloproteinases de matriz (MMPSs) e seus inibidores (TIMPs) é crucial para entender 0s
mecanismos de dano tecidual e os processos de cicatrizagdo. A pesquisa sobre as diferentes
classes de venenos, incluindo aqueles de cobras menos estudadas, como as da familia
Dipsadidae, é essencial para o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes e para a

melhoria da resposta médica a esses envenenamentos.

As perspectivas na pesquisa sobre envenenamentos por picadas de cobra incluem a
ampliacdo da Pesquisa sobre Venenos. E necessario um foco maior nas cobras de familias

menos estudadas, como Dipsadidae e Colubridae, para compreender melhor a diversidade e a
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toxicidade de seus venenos. O desenvolvimento de antivenenos eficazes, que possam
neutralizar uma gama mais ampla de toxinas, incluindo as SVMPs e suas variantes, € vital
para melhorar os resultados clinicos apds envenenamentos. Investigagdes sobre a evolugédo das
metaloproteinases e suas adaptacfes podem fornecer insights sobre como esses venenos se
desenvolveram e suas implica¢Bes na ecologia das serpentes. A pesquisa em biomiméticos e
inibidores sintéticos de metaloproteinases pode abrir novas possibilidades para o tratamento

de envenenamentos, reduzindo os efeitos adversos das toxinas.

Além disso, é necessario aumentar a conscientizacdo nas comunidades rurais sobre os
riscos de picadas de cobra e as medidas preventivas que podem ajudar a reduzir a incidéncia
de envenenamentos. Essas dire¢Ges ndo apenas contribuirdo para o avanco do conhecimento
cientifico, mas também para a melhoria da salde publica e da qualidade de vida das

comunidades afetadas.
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11. ANEXO I
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Estudo: Avaliagio do perfil clinico-inflamatério dos acidentes botrépicos - SNAKEBIO

PESQUISADOR PRINCIPAL: Dra. Jacqueline de Almeida Gongalves Sachett
Centro de pesquisa: Fundacio de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado
TELEFONE: (092) 2127-3598

Por favor leia estas informacdes com atencdo. Tome o tempo necessario para fazer as perguntas que vocé quiser. A
equipe do estudo explicara qualquer palavra ou informac3o que vocé ndo entenda claramente.

1. INTRODUCAO

Vocé estd sendo convidado para participar de um estudo clinico porque foi diagnosticado com acidente ofidico. A equipe
que conduz o estudo acha que vocé tem as condigdes iniciais para poder participar do estudo. Antes de concordar em
participar do estudo, &€ muito impertante que vocé entenda as infromagdes fornecidas neste documento e quais serfo as
implicagdes para vocé durante o periodo do estudo. Este termo descreve o objetivo, os procedimentos, os beneficios, os
riscos, os desconfortos e as precaugies do estudo. Descreve também os procedimentos alternativos que estfo disponiveis
para vocé e seu direito para se retirar do estudo a qualguer momento. Caso vocé concorde e assine este documento, uma
copia ficard conosco e a outra cdpia sera sua.

Vocé deve ser bem sincero com seu médico a respeito do seu histdrico de sadde, incluindo o uso anterior e atual de outras
medicacfes. Caso contrario, vocé podera ser prejudicado ao participar desse estudo.

Se nio puder ler ou escrever, uma testemunha, que & uma pessoa independente, do patrocinador e do médico lerd este
documento para vocé. Se concordar com a participagio, sua impressao digital (carimbo do seu dedo polegar) substituira a
sua assinatura.

2. DESCRICAO DO ESTUDO

Este estudo clinico serd realizado na Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMTHVD), que é
um centro de satude em Manaus (AM) que hd muitos anos trata pessoas com acidente ofidico. Neste estudo serfo
acompanhadas aproximadamente 500 pacientes com mais de 10 anos de idade.

Sevocé concordar em participar desse estudo e tiver as condigdes para ser selecionado, vocé serd acompanhado
pela equipe de pesquisadores por 7 dias consecutivos a partir da data do aciente.

3. PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Pagina1de6
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Se vocé concordar com a participagdo lho no estudo, o médico realizard um exame fisico, coleta de amostras de sangue,
verificara o histérico médico, bem como uso de medicagies anteriores e atuais.

3.1

3.2

3.3

3.4

Visitas

Mas 3 primeiros dias, vocé deverd permanecer internado para realizar exames didrios para avaliagdo do
envenenamento ofidico.

A partir dai, ele devera ser atendido pela equipe do estudo no 72 dia apenas no retorno ambulatorial.

Em cada visita, serd realizado um exame clinico e fisico. Em todas as visitas, uma peguena quantidade de sangue
serd retirada por meio de uma pungo venosa e serd coletada e guardada para andlises complementares.

A equipe buscara reduzir a uma coleta de sangue por visita e sempre conversara com o senhor sobre isso. Todos
0s resultados desses exames serdo comunicados a vocé e permanecer3o confidenciais,

Exame Fisico e Avaliaco fisica

Vocé passara por um exame fisico na inclusdo do estudo, incluinde medir temperatura corporal, frequéncia da
respiragdo, frequéncia do corac3o e a press3o do seu sangue. Faremos medigdo de altura, peso, perimetro
cefilico, otoscopia, oroscopis, inspegio geral e avaliagZo do local da picada. Essa avaliag3o sera feita na admissgo,
durante a internag2o e nos atendimentos ambulatoriais (72 dia) e em gualguer momento que ele tenha algum
sintoma durante o acompanhamento

Coleta de sangue

0 sangue sera coletado para realizagio de diferentes exames nos dias: 0, 12, 22, 32 e 72 de acompanhamento.
Vamos coletar 20 mL de sangue do brago (um pouce mais que uma colher de sopa). Esses exames incluem testes
para identificagio do veneno e para saber sobre a sua saide. Também vamos guardar um pouco do seu sangue
para fazer exames depois e saber mais sobre o envenenamento.

Coleta de secregéo do local da picada

Mo local da picada podem ocorrer bolhas com secrec3o e infec3o local, neste caso, seria necessario a coleta do

material para estudar a presenca de veneno e de bactérias que fizeram a complicag3o local ocorrer. Os exames
destas secreagles ajudar2o a entender o processo de gravidade local e saber qual a melhor forma de prevenir e
tratar estes sinais e sintomas.

Por favor, informe abaixo se vocé concorda ou ndo, marcando com X uma das opgdes. Se decidir que n3o, ndo tem

problema. Vocé podera continuar no estudo mesmo assim e ndo perguntaremos mais sobre isso.

{ ) Sim, concordo
( ) N3o, ndo concordo

Atenc3o: Esses exames ndo atrasarZo o inicio do tratamento da doenga.

4.

RISCOS OU INCONVENIENCIAS RAZOAVELMENTE PREVISIVEIS

Os riscos deste estudo sdo, basicamente, os possiveis eventos indesejados dos procedimentos médicos como, por

exemplo, o incdmodo ao realizar a coleta de sangue.
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Coleta de sangue: os riscos de coletar sangue sdo muito pequenos e podem incluir tonturas, dor, manchas
arroxeadas ou infecgdo. Vocé pode ter uma pequena dor durante a introducio da agulha.

5. BENEFICIOS RAZOAVELMENTE ESPERADOS

Esse estudo clinico oferece beneficio individual direto para os participantes porque os procedimentos realizados
ajudardo a determinar um perfil clinico-epidemiolégico-inflamatdrio dos acidentes botrdpicos. Os exames laboratoriais
realizados permitirio ao médico do estudo determinar a sua evolugio para melhorar ou ndo sua saude e serd monitorado
de perto por 7 dias.

Além disso, vocé devera retornar & clinica para futuras avaliagies e/ou tratamentos se vocé estiver ainda com
sintomas do acidente ofidico.

A sua participagio nos ajudara a entender melhor o envenenamento ofidico e atingir os objetivos do estudo. A sua
comunidade também podera se beneficiar dos resultados deste estudo no futuro.

6. PROCEDIMENTOS OU TRATAMENTOS ALTERNATIVOS

Mesma se vocé decidir que n3o deve participar do estudo, vocé recebera um tratamento adequado. Se tiver
dividas a respeito das alternativas de tratamento, favor fazer as suas perguntas ao seu médico do estudo. Vocé e seu
médico podem decidir qual o melhor tratamento para vocé.

7. PARTICIPACAO VOLUNTARIA NO ESTUDO — RETIRADA DO ESTUDO

A sua participagio de neste estudo & totalmente voluntéria. Vocé tem o direito de retirar a participacdo dele a
qualquer momento e por qualquer raz3o. Recusar-se a participar ou descontinuar o estudo no afetars a assisténcia médica
a vocé ou perda de beneficios aos quais vocé tenha direito de outra forma. A recusa ndo afetara sua relagdo com o seu
médico.

A participagdo dele neste estudo serd interrompida peles motivos a seguir, vocé concorde ou ndo:

* Seeu ndo seguir os procedimentos do estudo,
* Se, na opinido do médico do estudo, for o melhor para vocé,
«  Seas autoridades regulatdrias responsaveis ou o Comité de Etica decidir encerrar o estudao.

Antes da sua participagio no estudo clinico, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido deve ser pessoalmente
assinado e datado por vocé, ou por uma testemunha imparcial, se vocé n3o puder ler ou escrever (neste caso vocé fornece
sua digital) e pela pessoa que conversou sobre o consentimento livre e esclarecido.

Antes de assinar esse termo (ou deixar sua impresséo digital como assinatura), vocé devera fazer todas as perguntas
que tiver sobre o que vocé nZo entendeu. A equipe responsavel pelo estudo respondera suas perguntas.

Vocé receberd uma via deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e pederd solicitar informacf es adicionais a
gualquer momento durante o estudo, do médico no centro ou podera entrar em contato no nimero de telefone que esta
neste termo.

8. RESPONSABILIDADES DO PACIENTE/RECOMENDACOES PRATICAS

A partir do primeiro dia e até o final do estudo, vocé ndo deversd tomar qualguer outra medicagdo sem conversar
antes com o médico. Se atualmente ele estiver tomando outros medicamentos € importante que vocé informe ao médico.
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Se vocé faltar a uma consulta, uma pessoa do centro de sadde entrard em contato para verificar porque ele faltou
& consulta e trara vocé ao centro de salde para avaliagdo.

9. CUSTOS, NAO REMUNERACAO E COMPENSACAO
Tedo o tratamento para antiofidico sera dado a vocé sem nenhum custo durante o estudo. Portanto, a sua
participacio neste estudo ndo terd nenhum custo para vocé e a sua participagdo neste estudo ndo serd remunerada.
Caso ocorra algum dano, mencionado ou nZo neste termo, que tenha sido resultante de sua participagio no
estudo, nés asseguramos o tratamento e acompanhamento médico necessarios, bem como uma eventual indenizagdo.

10. CONFIDENCIALIDADE

A garantia de sigilo e privacidade dos seus dados, de acordo com as normas brasileiras, sera assegurada.
Toda informag3o obtida durante este estudo, incluindo os registros médicos, dados pessoais e da pesquisa sdo
confidenciais. A sua identidade pessoal, quer dizer, seu nome, endereco e outros dados, permanecerio sob sigilo, no centro
de estudos. A forma de garantir este sigilo sera identifica-lo através de um cddigo numérico e data de nascimento. Somente
a equipe do estudo sera capaz de ligar o codigo numérico ao nome completo. Durante sua participagdo neste estudo
clinico, seu médico ira coletar dados pessoais e os dados sobre a sua sadde. Estas informacdes serdo guardadas por pelo
menos 15 anos.

Vocé tem o direito de acessar os seus dados junto ao médico do estudo e pedir correcdes, caso estes estejam
errados ou incompletos.

11. OUTRAS INFDHMA(;f)ES RELEVANTES

O Investigador Principal deste estudo é a Pesquisadora Jacqueline de Almeida Gongalves Sachett e Wuelton
Marcelo Monteiro, que podem ser encontrado no seguinte endereco: Av. Pedro Teixeira, 25 — Dom Pedro. Manaus,
Amazonas - Brasil — CEP: 69040-000, de segunda a sexta feira das 8h as 12h e telefones (92) 981518086 ou (92) 991652486
(horério comercial e ndo comercial).

Em qualquer fase do estudo, vocé terd acesso ao investigador e sua equipe para comunicar sintomas inesperados e
nao habituais durante o estudo, esclarecer duvidas ou pedir informagdes adicionais.

Este estudo foi aprovado por um Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos e estd de acordo com as normas
nacionais e internacionais para sua realizac8o. Se vocé tiver alguma davida ou quiser alguma informag3o adicional sobre os
seus direitos como participante de pesquisa ou sobre os aspectos éticos do estudo, entre em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa da Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado no enderego Av. Pedro Teixeira, 25 - Manaus -
Amazonas — CEP: 62040-000 e telefone (92) 2127-3572. O CEP funciona de segunda a sexta-feira, de 8h as 14h, sem
intervalo de almaoco.

1. Euli ouleram para mim o termo de consentimento livre e esclarecido para esse estudo. Recebi todas as
explicagfes sobre a natureza, objetivo, duragio, efeitos e riscos previsiveis do estudo, assim como sobre as minhas
responsabilidades. As minhas perguntas foram respondidas satisfatoriamente.

2. Concordo que eu participe desse estudo. Concordo em cooperar totalmente com os pesquisadores do estudo &
entrarei em contato com eles imediatamente caso eu apresente guaisquer sintomas inesperados ou nio usuais
durante o estudo. Durante o periodo do estudo, eu informarei sobre quaisquer outros tratamentos médicos que
eu possa vir a precisar.

3. Informei ao médico do estudo sobre todas as minhas doengas e medicagfes que eu use, além de informar sobre
todas as consultas médicas recentes.

Paginaddes
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PAGINA DE ASSINATURAS

Se vocé leu este termo de consentimento livre e esclarecido (ou se ele lhe foi explicado), todas as suas perguntas foram
respondidas e vocé concorda em participar deste estudo, faver inserir e assinar seu nome abaixo e rubricar todas as paginas
deste termo de consentimento livre e esclarecido. O TCLE também sers assinado e todas as paginas do termo também serfo
rubricadas pelo membro da equipe do estudo que realizou a discussdo deste documento com vocé.

Nome do participante:
Assinatura

Data: [ /

Impress3o datiloscopica

Nome da testemunha (se houver)
Assinatura

Data: [ /

Razdo para necessidade da testemunha

Impressdo datiloscopica

Confirmo que expliquei pessoalmente a natureza, propdsito, duraco, efeitos, riscos previsiveis do estudo ao participante
acima mencionado.

Nome do profissional:

Assinatura do profissional

Data:

Pagina6ded
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12. ANEXO Il

Formulario de Registro Clinico - CRF

“Avaliagao do perfil clinico-inflamatorio dos acidentes botrépicos na
Amazobnia Brasileira - SNAKEBIO”

IProntuério: Nome:

Cod. Estudo:




[Pesquisadores Responséaveis: Jacqueline A. G. Sachett Contato: (92) 8151-8086

10¢

1. Dados do paciente

1.1 Contato telefénico: ( ) ( )

1.2 Endereco: n° Bairro:
1.3 Municipio:

1.4 Sexo: D 1- Maculino 2-Feminino / /

1.5 Data de nascimento : / / 1.6 Idade: DD

2. Dados do acidente ofidico

2.1 Procedéncia: D 1- Manaus 2-Interior Qual?

2.2 Detalhamento do local:

2.3 Data do Acidente: / / 2.4 Hora Aproximada do Acidente:

2.6 Horade admisséo: : 2.7 Quais*:

2.5 Procurou atendimento em outra unidade (primeiros socorros)*: D 1-Sim 2-Nao

2.8 Data de entrada: / / 2.9 Data de saida: / /

2.10 Data da internacéo na FMT-HVD: / / 2.11 Hora da Admisséo: :

2.12 Data da saida na FMT-HVD: / /

2.13 Motivo:D 1- Alta 2-Obito 3-Transferéncia 4-Evasio Motivo

2.14 Zona de Ocorréncia: D 1-Rural 2-Urbana 3-Periurbana 9-lgnorado

2.15 Local da picada: D 1-Cabeca 2-Braco 3-Perna 4-Tronco 5-Pescoco  6-Mao
7-Coxa 8-Antebraco 9-Pé 10-Outro (Espec.):

2.16 Lado do corpo afetado: D 1-Direito 2-Esquerdo  3-Central

2.17 Andou ou caminhou apos acidente: D 1-Néo 2-Sim. Quanto tempo? min.

2.18 Acidente relacionado ao trabalho: D 1-Néao 2-Sim
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Data do ultimo:

2.19 Houve acidente anterior: D 1-Nao 2-Sim. Quantos?

/ (més/ano)

Assinatura e Carimbo:

Botropico

Leve: quadro local discreto (edema local de até 2
segmentos), sangramento em pele ou mucosas; pode haver
apenas distarbio na coagulacéo.

Soro: Antibotrépico (SAB)

2 a 4 ampolas

Moderado: edema (edema local de 3 a 4 segmentos) e
equimose evidentes, sangramento sem comprometimento
do estado geral; pode haver distarbio na coagulacéo.

Soro: Antibotrépico (SAB)

5 a 8 ampolas

Grave: alteracdes locais intensas (edema local de 5

segmentos), hemorragia grave, hipotenséo, anuria.
Soro: Antibotrépico (SAB)

12 ampolas

Laquético

Moderado: quadro local presente (Idem Bothropico), pode
haver sangramentos, manifestagdes vagais leves (PA >
80x40mmHg e Pulso acima de 50bpm)

Soro: Antibotrépico-laquético (SABL)

10 ampolas

Grave: quadro local intenso (Idem Bothropico), hemorragia
intensa, com manifestacées vagais (PA < 80x40mHg e

Pulso abaixo de 50bpm)
Soro: Antibotrépico-laquético (SABL)

20 ampolas
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3. Soroterapia— Classificacdo do Acidente ofidico

3.1 Tipo do acidente D 1- Botrdpico 2-Laquético 3-N&o identificado

3.2 Classificacdo do acidente (vide tabela abaixo): D l-Leve 2-Moderado 3-Grave

Classificacao do Acidente e Soroterapia (*antes deiniciar soroterapia coletar sangue
conforme POP - coleta sanguinea):

3.3 Hora da Soroterapia:
3.4 Reacédo Adversa a Soroterapia (até 24 horas apoés infuséo): 1-Ndo 2-Sim

D Taquicardia DTaquipneia DDispneia D Urticaria DNéuseas
D Vomito DHipotenséo D Prurido D Choque D Broncoespasmo
D Rouquidao e estridor laringeo DReagéo anafilatica

D outra:

3.5 Horada Reacédo Adversa:

Assinatura e Carimbo:
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4. Historico —TO (0 horas)

4.1 Houve medicamentos orais/injetaveis anteriores a internacgéo:

D 1-Néo 2-Sim (Espec.):

4.2 Houve uso de produtos no local do acidente:

D 1-Nao 2-Sim (Espec.):
4.3 Condutas adotadas apés o acidente 1-Ndo 2-Sim
D Torniquete/ garrote D Succao labial D Outro:

5. Dados clinicos do paciente

5.1 Datadaavaliagdo: | | Il | Il | | 5.2 Hora:
5.3Pressa@oarterial | | | |/ | | |mmHg 54Pulso | | | |pormin
55Temp. | | || |°)C 5.6Freq.Resp. | | [|rpm
5.7 Peso corporal | |  |kg 5.8. Altural | | |cm
5.9 Doencas, Tratamentos ou Queixas concomitantes 1-N&o 2-Sim
D Doencas Hematoldgicas D Uso de anticoncepcional
D Uso de anticoagulante D Outro:

5.10 ManifestacOes Locais: 1-Ndo 2-Sim

5.10.1 Sangramento D sangramento em pele ou mucosas
D equimose evidentes

D sangramento sem comprometimento do estado geral
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5.10.2 Edema D Leve - edema local de até 2 segmentos

D Moderado - edema local de 3 a 4 segmentos

D Grave - edema local de 5 segmentos

- Circunferéncia da regido acometida (Centimetros)

Lado direito: cm Lado esquerdo: cm regido impar: cm

Extenséo do edema: cm*
* marcar na figura o edema tanto no sentido distal quanto proximal do local da picada (marcar com P - local da picada)

5.10.3 Linfonodos D ausenteD presente Tamanho (cm):

Consisténcia D elastica D pétrea D amolecida

Sensibilidade D doloroso D indolor

Mobilidade D aderido a planos profundos D nao aderido (movel)

5.10.4 Dor - classificacdo numéricanaescalade 0-10

Valor*: D Ausente: 0 Leve: 1-3 Moderado: 4-7 Grave: 8-10
* Antes do uso de analgésico Vomito

5.10.5 Tonalidade Perilesional: 1-N&do 2-Sim

D Normal D violacia Dvermelhidéo D necrética (enegrecida)

5.10.6 Caracteristicas da Pele: 1-Na&o 2-Sim

D equimose D bolhas D secrecdo serosa D somente a marca da presa

5.10.7 Temperatura: Area acometida °C 5.10.8 Area contralateral °C
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5.11 Manifestacdes Sistémicas: 1-N&o 2-Sim, marcar um X

D Andria D Cefaleia D Choque D Colicas abdominais DConvuIséo
D Diarreia D Enterorragia (melena e hematoquesia) DEpistaxe
D Equimose D Gengivorragia D Hematémese D Hematdria

D Hemoptise D Hemorragia conjuntival D Hipermenorragia D Nauseas
D Oliguria DOtorragia DPetéquias DSudorese D Vomito

D Outras:

Assinatura e Carimbo:

6. Tratamento/medicagcao concomitante (até o final do tratamento)
6.1 Datar| | 1| Il_I 1

6.2 MedicagOes concomitantes? D 1-N&o 2-Sim — Especifique:

Marca / Nome genérico Via/formul. Regime Indicacdo Data de inicio Data de término

[ 1011l

(I | 1O1_L_l

L 10111l
..................................................................................................... [ o !

Assinatura e Carimbo:

7. Dados da serpente

7.1 Trouxe a serpente: D 1- N&o 2- Sim

INFORMACOES ABAIXO SERAO INFORMADAS PELA GERENCIA DE ANIMAIS
PECONHENTOS

7.2 Serpente envolvida:D 1-Bothrops 2-Lachesis  3-Outro (Espec.):

4-Ignorado

7.3 Sexo da serpente: D 1-Masculino 2-Feminino  3-Indefinido

7.4 Idade da serpente: 7.5 Tamanho da serpente: cm.
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8. Historico — T24 (24 horas)

8.1 Houve medicamentos orais/injetaveis anteriores a internacgao:

D 1-Néo 2-Sim (Espec.):

8.2 Houve uso de produtos no local do acidente:

D 1-Néao 2-Sim (Espec.):
8.3 Condutas adotadas ap6s o acidente 1-Nao  2-Sim
D Torniquete/ garrote D Succao labial D Outro:

9. Dados clinicos do paciente

9.1 Datadaavaliagdo: | | Il I I I | 9.2 Hora;
9.3Pressaoarterial | | | |/ | | |mmHg 94Pulso || | | por min
9.5.Temp. | | || _|C 9.6 Freq. Resp. | | |rpm
9.7 Peso corporal |1 | kg 9.8. Altura | | Icm
9.9 Doencas, Tratamentos ou Queixas concomitantes 1-Ndo 2-Sim
D Doengas Hematoldgicas D Uso de anticoncepcional
D Uso de anticoagulante D Outro:
9.10 Manifestacdes Locais: 1-Nado 2-Sim

5.10.2 Sangramento D sangramento em pele ou mucosas
D equimose evidentes

D sangramento sem comprometimento do estado geral
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9.10.2 Edema D Leve - edema local de até 2 segmentos
D Moderado - edema local de 3 a 4 segmentos

D Grave - edema local de 5 segmentos

- Circunferéncia da regiao acometida (Centimetros)

Lado direito: cm Lado esquerdo: cm regido impar: cm

Extensao do edema: cm*

* marcar na figura o edema tanto no sentido distal quanto proximal do local da picada (marcar com P - local da picada)

9.10.3 Linfonodos D ausenteD presente Tamanho (cm):

Consisténcia D elastica D pétrea D amolecida

Sensibilidade D doloroso D indolor

Mobilidade D aderido a planos profundos D n&do aderido (movel)

9.10.4 Dor - classificacdo numéricanaescalade0-10

Valor*: D Ausente: 0 Leve: 1-3 Moderado: 4-7 Grave: 8-10

* Antes do uso de analgésico

9.10.5 Tonalidade Perilesional: 1-N&o 2-Sim

D Normal D violacia Dvermelhidéo D necrotica (enegrecida)

9.10.6 Caracteristicas da Pele: 1-Nado 2-Sim

D equimose D bolhas D secrecdo serosa D somente a marca da presa

9.10.7 Temperatura: Area acometida °C 9.10.8 Area contralateral °C
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9.11 Manifestagdes Sistémicas: 1-Ndo 2-Sim, marcar um X

D Anuria D Cefaleia D Choque D Colicas abdominais DConvuIséo
D Diarreia D Enterorragia (melena e hematoquesia) DEpistaxe
D Equimose D Gengivorragia D Hematémese D Hematuria

D Hemoptise D Hemorragia conjuntival D Hipermenorragia D Nauseas
D Oligaria DOtorragia DPetéquias DSudorese D Vomito

D Outras:

Assinatura e Carimbo:

exame.

Fotodocumentacdo: Favor tirar uma foto da lesdo antes da retirada da amostra para

10. Dados clinicos do paciente — T48 (48 horas)

10.1 Datadaavaliacdo: | | Il | Il | | 10.2 Hora:
10.3 Pressé@o arterial | | | |/ _| | |mmHg 10.4Pulso | | | |pormin
10.5Temp. | | || _|°C 10.6 Freq.Resp. | | |rpm
10.7 Queixas concomitantes
D 1-Néo 2-Sim (Espec.):
10.8 Manifestacdes Locais: 1-Ndo 2-Sim

5.10.3 Sangramento D sangramento em pele ou mucosas
D equimose evidentes

D sangramento sem comprometimento do estado geral
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10.8.2 Edema D Leve - edema local de ate 2 segmentos

D Moderado - edema local de 3 a 4 segmentos

D Grave - edema local de 5 segmentos

- Circunferéncia da regiao acometida (Centimetros)

Lado direito: cm Lado esquerdo: cm regido impar: cm

Extensédo do edema: cm*
* marcar na figura o edema tanto no sentido distal quanto proximal do local da picada (marcar com P - local da picada)

10.8.3 Linfonodos D ausente D presente Tamanho (cm):

Consisténcia D elastica D pétrea D amolecida

Sensibilidade D doloroso D indolor

Mobilidade D aderido a planos profundos D ndo aderido (movel)

10.8.4 Dor - classificacdo numéricana escalade 0 - 10

Valor*: D Ausente: 0 Leve: 1-3 Moderado: 4-7 Grave: 8-10

* ApOs uso de analgésico

10.8.5 Tonalidade Perilesional: 1-N&o 2-Sim

D Normal D violacia Dvermelhidéo D necrética (enegrecida)

10.8.6 Caracteristicas da Pele: 1-Nado 2-Sim

D equimose D bolhas D secre¢do serosa D somente a marca da presa

10.8.7 Temperatura: Area acometida °C 10.8.8 Area contralateral °C
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10.9 Manifestagcdes Sistémicas: 1-N&o 2-Sim, marcar um X

D Andria D Cefaleia D Choque D Colicas abdominais DConvuIséo
D Diarreia D Enterorragia (melena e hematoquesia) DEpistaxe
D Equimose D Gengivorragia D Hematémese D Hematuria

D Hemoptise D Hemorragia conjuntival D Hipermenorragia D Nauseas
D Oliguria DOtorragia DPetéquias DSudorese D Vomito

D Outras:

Assinatura e Carimbo:

Fotodocumentacdo: Favor tirar uma foto da leséo antes da retirada da amostra para
exame.

11. Dados clinicos do paciente = T72 (72 horas)

11.1 Datadaavaliacdo: | | Il | Il | | 11.2 Hora:
11.3Pressé@oarterial | | | |/ _| | |mmHg 11.4Pulso | | | |pormin
11.5Temp. | | ||_|°C 11.6 Freq.Resp. | | |rpm
11.7 Queixas concomitantes
D 1-Nao 2-Sim (Espec.):
11.8 Manifestacdes Locais: 1-Nado 2-Sim

5.10.4 Sangramento D sangramento em pele ou mucosas

D equimose evidentes

D sangramento sem comprometimento do estado geral
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11.8.2 Edema D Leve - edema local de até 2 segmentos
DModerado - edema local de 3 a 4 segmentos

D Grave - edema local de 5 segmentos

- Circunferéncia da regiao acometida (Centimetros)

Lado direito: cm Lado esquerdo: cm regido impar: cm

Extensdo do edema: cm*
* marcar na figura o edema tanto no sentido distal quanto proximal do local da picada (marcar com P - local da picada)

11.8.3 Linfonodos D ausente D presente Tamanho (cm):

Consisténcia D elastica D pétrea D amolecida

Sensibilidade D doloroso D indolor

Mobilidade D aderido a planos profundos D ndo aderido (movel)

11.8.4 Dor - classificacdo numéricana escalade 0 - 10

Valor*: D Ausente: 0 Leve: 1-3 Moderado: 4-7 Grave: 8-10

* ApOs uso de analgésico

11.8.5 Tonalidade Perilesional: 1-N&o 2-Sim

D Normal D violacia Dvermelhidéo D necrética (enegrecida)

11.8.6 Caracteristicas da Pele: 1-Nado 2-Sim

D equimose D bolhas D secrecdo serosa D somente a marca da presa

11.8.7 Temperatura: Area acometida °C 11.8.8 Area contralateral °C
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11.9 Manifestac¢Oes Sistémicas: 1-Ndo 2-Sim, marcar um X

D Andria D Cefaleia D Choque D Colicas abdominais DConvuIséo
D Diarreia D Enterorragia (melena e hematoquesia) DEpistaxe
D Equimose D Gengivorragia D Hematémese D Hematuria

D Hemoptise D Hemorragia conjuntival D Hipermenorragia D Nauseas
D Oliguria DOtorragia DPetéquias DSudorese D Vomito

D Outras:

Assinatura e Carimbo:

12. Dados dalesdo do acidente ofidico

12.1 Infecgdo Secundaria ao Acidente Ofidico: D 1-N&o 2-Sim
12.2 Data do diagnéstico: / / 12.3 Hora:

12.4 Manifestagdes Locais: 1-Nao  2-Sim

D celulite D abscesso D Outro (Espec.):

12.5 Antibioticoterapia: Posologia:

Fotodocumentacdo: Favor tirar uma foto da leséo antes da retirada da amostra para
exame.

Assinatura e Carimbo:

13. Dados clinicos do paciente - Dia 7 (ou alta)

13.1 Datadaavaliacao: | | Il | Il | | 13.2 Hora:
13.3Pressaoarterial | | | |/l | | |mmHg 13.4Pulso | | | [pormin
13.5Temp. | | || _|°C 13.6 Freq.Resp. | | |rpm

13.7 Queixas concomitantes

D 1-Néo 2-Sim (Espec.):




121

13.8 ManifestacOes Locais: 1-N&o 2-Sim

5.10.5 Sangramento D sangramento em pele ou mucosas
D equimose evidentes

D sangramento sem comprometimento do estado geral

13.8.2 Edema D Leve - edema local de até 2 segmentos
DModerado - edema local de 3 a 4 segmentos

D Grave - edema local de 5 segmentos

- Circunferéncia da regido acometida (Centimetros)

Lado direito: cm Lado esquerdo: cm regiao impar: cm

Extenséo do edema: cm*
* marcar na figura o edema tanto no sentido distal quanto proximal do local da picada (marcar com P - local da picada)

13.8.3 Linfonodos D ausente Dpresente Tamanho (cm):

Consisténcia D elastica Dpétrea D amolecida

Sensibilidade D doloroso D indolor

Mobilidade D aderido a planos profundos D nao aderido (movel)

13.8.4 Dor - classificacdo numéricanaescalade0-10

Valor*: D Ausente: 0 Leve: 1-3 Moderado: 4-7 Grave: 8-10

* Apés uso de analgésico

13.8.5 Tonalidade Perilesional: 1-Nao 2-Sim

D Normal D violacia Dvermelhidéo D necrotica (enegrecida)
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13.8.6 Caracteristicas da Pele:

1-Nao

2-Sim

D equimose D bolhas D secrecdo serosa D somente a marca da presa
13.8.7 Temperatura: Area acometida 13.8.8 Area contralateral °C
13.9 Manifestacfes Sistémicas: 1-N&o 2-Sim, marcar um X

D Andria D Cefaleia D Choque D Colicas abdominais DConvulsao
D Diarreia D Enterorragia (melena e hematoquesia) DEpistaxe

D Equimose D Gengivorragia D Hematémese D Hematuria

D Hemoptise D Hemorragia conjuntival D Hipermenorragia D Nauseas

D Oligaria DOtorragia DPetéquias DSudorese D Voémito

D Outras:

Assinatura e Carimbo:

exame.

Fotodocumentacdo: Favor tirar uma foto da lesdo antes da retirada da amostra para

14. Exames Laboratoriais

14.1 Sangque

DADOS

TO

T24

T48

T72

D7

UN.

REF.

ERITROGRAMA

HEMACIAS

milhdes/mm3

4.7A6.1

HEMOGLOBINA

G/DL

13,0A 16,0

HEMATOCRITO

%

40,0 A 52,0

M.C.V.

FL

80 A 97

M.C.H.

PG

27,0A 31,0

M.C.H.C

G/DL

33,0A 37,0

R.D.W.

%

11,5A 14,5%

LEUCOGRAMA

LEUCOCITOS

/ mm3

4.000-10.800

SEGMENTADOS

%/ mm3

42,1 A 752

MIELOCITOS

%/ mm?3

METAMIELOCITOS

%/ mm3

BASTOES

%/ mm?3

EOSINOFILOS

%/ mm3

0,0A3,0

BASOFILOS

%/ mm3

0,0A3,0

LINFOCITOS

/ mm3

20,0A511

MONOCITOS

/ mm3

P

o <

PLAQUETAS

/ mm3

130.000-400.0(




12:

M.P.V. FL 7,40 A 10,4
P.C.T
P.D.W.
TC MINUTOS IATE 10
S 3 s = [TAP “I% 13,5”=100%
lsMC e M0]
UREIA Adultos 15 -
2,5-64
>60 anos 17 -
2,9-75
CREATININA Homens
Mulheres
< Inferior al,2
‘3) Inferior a 1,1
3 [SODIO
o
®  |POTASSIO
BILIRRUBINA
ITOTAL
BILIRRUBINA
INDIRETA
CK
CK-MB
VHS
DHL

MARCADORES INFLAMATORIOS

Proteina C reativa

AST

ALT
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14.2 Urina
'\VOL
2 |ICOR lamarelo citrino
©
@ |ASPECTO Li
O] Mpido
g pH 45-78
S |DENSIDADE 1,005-1,030
GLICOSE negativo
PROTEINAS negativo
CORPOS negativo
CETONICOS
© BILIRRUBINA negativo
E HEMOGLOBINA IAté 0,015 mg
g NITRITO negativo
',% UROBILINOGENIO até 1 mg/dL
CEL. EPITELIAIS 0 - 1
(pavimentoso)/
campo 400X
LEUCOCITOS 0 — 4/campo
400X
HEMACIAS Homens: 0 —
3/campo 400X
Mulheres: 0 —
'g 5/campo 400X
8 CRISTAIS
& [CILINDROS 0 - 1
c (hialino)/campo
£ 100X
S |BACTERIURIA Ausente ou
% lescassa

15. Avaliacao Final
15.1 Ultima avaliac&o | |

15.2 Completou todos os procedimentos
Se ndo, Especifique:

D 1-Ndo

2-Sim




