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RESUMO

O acidente ofidico representa um grave problema de saude publica no Brasil,
com implicag@es significativas para a saude da populagéo, especialmente em regides
endémicas, devido a sua elevada incidéncia, graves consequéncias clinicas e gastos
publicos decorrentes de hospitalizacdo ou aposentadorias por invalidez. Casos
decorrentes de envenenamento por Bothrops atrox relatados na literatura, quando néo
fatais, podem cursar com sequelas altamente debilitantes, inclusive no sistema
nervoso central (SNC), desencadeados pelo impacto direto ou indireto do veneno nas
funcdes cerebrais. Nesse contexto, o hipocampo desempenha um papel muito
importante, uma vez que esta envolvido na formag&o de memoria e no processamento
cognitivo. Este estudo teve como objetivo avaliar as alteracdes neurolédgicas e
comportamentais induzidas pela administracdo da peconha de Bothrops atrox em
camundongos, buscando elucidar os efeitos neurotoxicos e as possiveis repercussées
no comportamento desses animais. Foram utilizados camundongos da linhagem
albina (Balb/C) machos e fémeas, divididos em grupos que receberam diferentes
doses do veneno de Bothrops atrox (Vba) (10ug, 30 ug e 70 pg) e avaliados em
tempos distintos (24 horas, 72 horas e 7 dias). Para avaliar o comprometimento da
funcdo cerebral e as possiveis alteracdes morfoldgicas, foi aplicado o teste Score de
Severidade Neurolégica (SSN) seguido da andlise histolégica dos encéfalos. O
resultado do teste do SSN mostrou que o desempenho dos animais foi pior nas
primeiras 24 horas apés a administracao do veneno quando comparado aos demais
grupos de tempos diferentes, 72 horas e 7 dias, sugerindo que, apesar de variaveis,
essas alteragbes decorrentes do envenenamento prejudicam o perfil funcional
cerebral. Os achados histolégicos mostraram edema, vacuolizacdo tissular e
evidéncias de neurodegeneracdo, indicando alteragdes significativas na morfologia
cerebral em decorréncia da exposicdo ao veneno. Tais achados reforcam a
necessidade de uma investigacao mais detalhada sobre os efeitos diretos ou indiretos
do veneno de Bothrops atrox no SNC, em relacdo aos mecanismos fisiopatologicos

envolvidos e impactos clinicos dos mesmos.

Palavras-chave: Ofidismo; Bothrops atrox; Neurodegeneragéo; Hipocampo.



ABSTRACT

The snakebite accident represents a serious public health issue in Brazil, with
significant implications for the population's health, particularly in endemic regions, due
to its high incidence, severe clinical consequences, and public spending resulting from
hospitalization or disability pensions. Cases of poisoning by Bothrops atrox reported in
the literature, when not fatal, may result in highly debilitating sequelae, including those
in the central nervous system (CNS), triggered by the direct or indirect impact of the
venom on brain functions. In this context, the hippocampus plays a very important role,
as it is involved in memory formation and cognitive processing. This study aimed to
evaluate the neurological and behavioral changes induced by the administration of
Bothrops atrox venom in mice, seeking to elucidate the neurotoxic effects and the
possible repercussions on the behavior of these animals. Male and female albino mice
(Balb/C strain) were used, divided into groups that received different doses of Bothrops
atrox venom (Vba) (10 pg, 30 pg, and 70 pg) and evaluated at different times (24 hours,
72 hours, and 7 days). To assess the impairment of brain function and possible
morphological changes, the Neurological Severity Score (NSS) test was applied,
followed by histological analysis of the brains. The NSS test results showed that the
animals performed worse in the first 24 hours after venom administration when
compared to the other groups at different times (72 hours and 7 days), suggesting that,
although variable, these changes resulting from poisoning impair the functional brain
profile. Histological findings showed edema, tissue vacuolization, and evidence of
neurodegeneration, indicating significant changes in brain morphology due to
exposure to the venom. These findings reinforce the need for a more detailed
investigation of the direct or indirect effects of Bothrops atrox venom on the CNS, in

relation to the pathophysiological mechanisms involved and their clinical impacts.

Keywords: Snakebite; Bothrops atrox; Neurodegeneration; Hippocampus.
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INTRODUCAO

Mundialmente, o acidente ofidico é considerado um relevante problema de
saude publica. Por ano, é estimado mais de 1,8 milhdo de acidentes envolvendo
serpentes e mais de 90.000 pessoas vao a 6bito em consequéncia do envenenamento
por espécies peconhentas (DE OLIVEIRA et al., 2017). Os paises tropicais sdo os que
apresentam as maiores frequéncias de casos ocasionando, consequentemente, 0
aumento da taxa de morbimortalidade na regido. Devido ao grande contingente de
individuos atingidos anualmente e diante da gravidade dos casos, no ano de 2009 os
acidentes ofidicos foram inseridos na lista de doencas tropicais negligenciadas pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), representando a importancia deste agravo a
saude coletiva assim como seu impacto direto no perfil socioeconémico local
(BHAUMIK; JAGADESH; LASSI, 2018).

Na América Latina a incidéncia média é de aproximadamente 57.500 acidentes
ofidicos ao ano (6,34 por 100.000 habitantes), resultando em cerca de 370 mortes/ano
(0.037 por 100.000 habitantes), com taxa de letalidade abaixo de 0,6%, estes dados
se distribuem de forma distinta entre os paises intertropicais. No Brasil, a incidéncia
foi de 27.400 casos anuais e destes 115 vieram a 6bito (CHIPPAUX, 2017). Ainda de
acordo com Chippaux (2017), a distribuicdo geogréafica dos acidentes ofidicos se
mostrou predominante na regido Norte do pais, especialmente na regido Amazonica,
onde ha a maior incidéncia de envenenamento ofidico no Brasil, com registros de 52,8
casos/ 100.000 habitantes e taxa de letalidade de 0,6% (Figura 1) (FEITOSA et al.,
2015).

De acordo com os dados do Ministério da Saude, entre 2019 e 2021 foram
notificados 62.523 casos de acidentes ofidicos em toda regido Norte, desse total,
25.192 ocorreram no estado do Para (MINISTERIO DA SAUDE, 2023).

Sédo duas as principais familias responsaveis pelos acidentes ofidicos nas
Américas: Viperidae, que engloba os géneros Crotalus spp., Bothrops spp. e
Agkistrodon spp e a Elapidae spp., deste ultimo grupo como principal representante o
género Micrurus spp., responsavel por menos de 1% das notificacdes (SIMPSON;

NORRIS, 2009). O género Bothrops spp. é o responsavel pela maioria dos casos em
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todo o territério brasileiro, sendo a espécie Bothrops atrox envolvida em 90% dos
casos (HUI WEN et al.,2015).

Figura 1 - Distribuic@o geogréfica da incidéncia de acidentes ofidicos no Brasil
(2007 - 2012)

enezuela FG = French Guyana
Su = Surinam
Guy = Guyana

Colombia

Atlantic
Ocean

Bolivia
Snakebite incidence
per 100,000 inhabitants

2 Alagoa I:I <5

7 Espirito Santo

14 Paraiba |:| 5-10
16 Pernambuco

18 Rio de Janeiro Paraguay [ 1020
19 Rio Grande do Norte . - 20-40
22Roraima Argentina Atlantic

23 Santa Catarina Ocean B > 40
25 Sergipe

26 Tocantins 600 km

27 District fédéral

Fonte: Adaptado de Chippaux J-P (2017).

Bothrops atrox é a espécie de serpente venenosa mais abundante e a principal
responsavel pelos envenenamentos na Amazénia. Habitam principalmente areas de
florestas, embora possam ser encontradas ocasionalmente em habitats alterados pelo
homem, como areas desmatadas (pastagens e lavouras) e em ambientes urbanos
(PARDAL et al., 2004).

Bioguimicamente, o0s venenos de serpentes sao complexas misturas
farmacologicamente ativas de proteinas, enzimas, peptideos, citotoxinas coagulantes
e neurotoxinas que sdo altamente toxicas, exibindo efeitos potentes, letais e
debilitantes em sistemas vivos (AL-MAMUN et al., 2015; KANG et al., 2011).

S&o trés as principais atividades fisiopatoldgicas ocasionadas pelo veneno de
B. atrox: acdo coagulante, hemorragica e proteolitica ou inflamatoria (ALVES et al.,
2019). A acdo anticoagulante se da pela atividade dos componentes do veneno
semelhante a trombina (hidrolisando diretamente o fibrinogénio em fibrina) e pela

atividade pro-coagulante, ativando os fatores Il e X da coagulagédo resultando na



14

formacdo de trombina endégena (LOPEZ-LOZANO et al., 2002). A atividade
hemorragica ocorre pela atuacdo das metaloproteinases que possuem acgao
fibrinolitica e trombolitica induzindo o sangramento pela digestdo de componentes da
matriz extracelular (JACOB-FERREIRA et al., 2016). Juntamente com enzimas pro-
coagulantes e hemorragicas, as Fosfolipases A2 (PLA2s) do veneno de B. atrox
também contribuem para o dano tecidual local devido a sua atividade miotoxica,
causando lise de células musculares e liberando proteinas intracelulares que
aumentam o estado pro-inflamatério dos tecidos préximos a picada (MONTEIRO et
al., 2020).

As manifestacbes clinicas apés o0 acidente botrépico sdo comumente
caracterizadas por intenso processo inflamatério local, incluindo intensa dor
acompanhada de edema, eritema, equimoses e efeitos do dano tecidual no local da
picada como necrose, inflamacdo e ocasionalmente bolhas nas proximidades da
ferida (ALVES et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019a), assim como complexas reacoes
sistémicas, sendo a incoagulabilidade sanguinea a desordem hemostéatica mais
comum em envenenamentos botropicos, seguida por hemorragia sistémica e
trombocitopenia (ALVES et al., 2019; PARDAL et al., 2004).

Devido a potente atividade hemotoxica do veneno de B. atrox os quadros
hemorragicos precipitados incluem hemorragias em feridas previamente cicatrizadas
ou no local de puncédo venosa, sangramento gengival, expectoracao de sangue pelos
pulmdes, vémitos de sangue e macro hematuria (PARDAL et al., 2004). Os quadros
mais graves e letais associados a sangramento sistémico sdo desencadeados por
acidente vascular encefdlico hemorragico (AVEH) (DELGADO et al., 2017,
MACHADO et al., 2010; PEREZ-GOMEZ et al., 2019; SILVA DE OLIVEIRA et al.,
2017).

Os casos de AVEH decorrentes de envenenamento por B. atrox relatados na
literatura, quando n&o fatais, cursam com sequelas neuroldgicas debilitantes (PEREZ-
GOMEZ et al., 2019). Os sinais e sintomas observados agudamente s&o: depressdo
do nivel de consciéncia, presenca de convulsdes, hemiparesia e paralisia dos nervos
cranianos (PEREZ-GOMEZ et al., 2019; SACHETT et al., 2020a).

A ocorréncia de AVEH, aliada aos danos irreversiveis causados aos neurbnios

resulta comumente em alteracdes secundarias neuroldgicas, cognitivas e
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comportamentais (MACDONALD; SCHWEIZER, 2017). Alteragbes de humor sédo
comuns apés AVEH sendo a depressdo uma das mais frequentes comorbidades
psiquiatricas (WU et al., 2018). O quadro de depressédo ap0s AVEH esta associado
ao prejuizo na recuperacao funcional, fisica e cognitiva do paciente, o que resulta em
perda na qualidade de vida, além do aumento da morbidade e mortalidade (LENZI,
ALTIERI; MAESTRINI, 2008).

O mecanismo de morte neuronal ap6s um AVEH ainda nao foi completamente
esclarecido, entretanto, dados da literatura mostram o envolvimento de alguns fatores
como toxicidade sanguinea, excitotoxicidade glutamatérgica e aprisionamento
neuronal na matriz do hematoma (KEEP; HUA; XI, 2012). A resposta inflamatoria que
acontece ap6s uma hemorragia encefalica e que esta envolvida na progressao dos
guadros de AVEH inclui ativacdo microglial, influxo de leucécitos no cérebro e

producdo de citocinas pro-inflamatorias, que favorecem a morte neuronal e

deterioragéo estrutural (RAHMAN et al., 2020; WANG, 2010).

Dados da literatura mostram que a ocorréncia do acidente ofidico esta
relacionada a alteragdes neuroldgicas e comportamentais relevantes, que prejudicam
a recuperacdao e retorno as atividades cotidianas (WAIDDYANATHA et al., 2019). As
consequéncias neurologicas relatadas incluem efeitos secundarios decorrentes de
eventos isquémicos ou hemorragicos, cegueira, perda de olfato e paladar e
hipopituitarismo (WAIDDYANATHA et al., 2019). Ja as consequéncias psicolégicas e
comportamentais a longo-prazo incluem sintomas de depresséo, ansiedade, estresse
pés-traumético e somatizacdo (manifestacdo fisica de alteracdes psiquiatricas
(WAIDDYANATHA et al., 2019).

Esses efeitos manifestados a longo-prazo comprometem a qualidade de vida
dos sobreviventes, todavia, a maioria dos atendimentos clinicos por envenenamento
€ realizada agudamente e os pacientes ndo sdo acompanhados ap0s a alta hospitalar.
Devido a essa falta de acompanhamento crénico das vitimas de envenenamento, 0s
efeitos a longo-prazo ainda sdo pouco investigados, assim como 0S possiveis

mecanismos envolvidos nesse processo (WAIDDYANATHA et al., 2019).
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1 REFERENCIAL TEORICO

O ofidismo € a maior crise de saude publica
gue vocé provavelmente nunca ouviu falar.

Kofi Annan
1.1 Ofidismo

O envenenamento por picada de serpente € um importante problema de salde
publica de significativo e complexo impacto que necessita de maior interesse e
atencdo das autoridades de saude, tanto do ambito regional quanto nacional
(GUTIERREZ et al., 2010).

Acidentes envolvendo serpentes peconhentas caracterizam-se pelo
envenenamento produzido pela acdo das toxinas inoculadas pelas presas do animal
podendo desencadear manifestacdes locais a alteragfes sistémicas que muitas das

vezes evoluem para um quadro mais grave, necessitando de rapidas intervencgdes e

acompanhamento posterior (GUTIERREZ et al., 2017).

Considerado como uma doenca ambiental e ocupacional que afeta cerca de
2.7 milhGes de pessoas a cada ano, principalmente trabalhadores rurais e seus
familiares, o ofidismo ocorre em maior parte nas comunidades mais remotas,
pobremente desenvolvidas e politicamente marginalizadas de paises em

desenvolvimento como Africa, Asia e América Latina (OMS, 2007).

Afetando, quase que exclusivamente, uma populagcdo pobre, de areas rurais,
baixa renda, sem voz e poder politico, o ofidismo se emoldurou em um cenario
negligenciado, a partir disso a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) incorporou o
envenenamento por picadas de cobras na lista de doencas tropicais negligenciadas
(CHIPPAUX, 2017). No entanto, o acervo de dados disponivel possui escassas e
imprecisas informagdes implicando diretamente na real incidéncia de casos
(WARRELL & WILLIAMS, 2023).

A exata ocorréncia de casos de envenenamento é evidentemente dificil de
avaliar seja pelos dados insuficientes ou ndo representativos de prevaléncia para uma
determinada regido. Poucos sdo os dados confiaveis disponiveis que retratam a
situacao das zonas rurais, onde os acidentes com serpentes ocorrem comumente, ja

os dados de fonte mais segura e melhores fundamentados sdo limitados a paises
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desenvolvidos principalmente, onde os casos sao mais raros (KASTURIRATNE et al.,
2008).

Particularmente nos paises da América Central e do Sul essa falta de
informac0des esta relacionada principalmente por serem oriundas da literatura desses
paises, tornando-os incompletos e parciais (CHIPPAUX, 2017; KNUDSEN et al.,
2021).

1.2 Epidemiologia

Amplamente citadas, as estimativas anunciadas pela OMS demonstram que
ocorrem aproximadamente 5.4 milh6es de acidentes com serpentes anualmente.
Destes, 1.8 — 2.7 milhdes sdo casos de envenenamento, enquanto cerca de 400.000
pessoas sofrem com sequelas permanentes 81.000 a 138.000 vao a Obito devido
complicag@es clinicas (HUANG & HSIEH, 2020; KNUDSEN et al., 2021).

Figura 2 - Distribuicéo geogréfica dos indices de envenenamento e 6bito por acidente ofidico
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Envenenamentos

/3.400-5.000 Obitos

1.8-2.7 milhGes envenenamentos

81.000-138.000 Obitos

Fonte: A autora (2024).

Somente na Africa Subsaariana estima-se que ocorram, anualmente, cerca de
435.000 a 580.000 envenenamentos, levando a oObito 20.000-32.000 individuos
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(CHIPPAUX, 2011). Na Asia concentra-se o maior indice de envenenamentos, 1,2-
2,0 milhdes de casos, com aproximadamente 100.000 mortes e a América Latina com
137.000-150.000, registrando 3.400-5.000 6bitos a cada ano (Figura 2) (GUTIERREZ
et al., 2017; KASTURIRATNE et al., 2008).

Do levantamento mundial de 6bitos ao menos 46.000 dos casos ocorreram
apenas na india (MOHAPATRA et al., 2011). A estimativa de mortalidade na Africa
Subsaariana é de 7.000 a 32.000 mortes por ano, porém os dados tendem a ser
subestimados dado que s6 na Africa Ocidental a mesma taxa foi estimada em 3.557
a 5.450 mortes (CHIPPAUX, 2011; GUTIERREZ et al., 2017; HABIB et al., 2015). No
continente asiatico a taxa de mortalidade anual ultrapassa 66.000 casos, incluindo
58.000 mortes na india, 6.000 em Bangladesh e mais de 400 no Sri Lanka (WARRELL
& WILLIAMS, 2023).

Chippaux (2011) e Kasturiratne (2008) afirmam que o acidente envolvendo
serpentes peconhentas é uma questao de saude publica relevante principalmente na
América Intertropical, onde notava-se escassez de dados particularmente nos paises
da América Central e Sul. Como consequéncia, organiza¢des de salude passaram a
implementar estratégias para melhoria do sistema de vigilancia epidemiologica a
niveis regionais e nacionais, com o intuito de obter um cenario real do impacto deste
problema de saude na populacdo. Desta forma, somente a partir dos anos 2000 a
maioria dos paises Latino-Americanos tornaram obrigatéria a notificacdo de acidentes
ofidicos (GUTIERREZ et al., 2007, 2009).

Na perspectiva global, o Brasil é o terceiro pais com a maior incidéncia de
ofidismo ja registrado ficando atrds de paises como india e Siri Lanka, apenas
(KASTURIRATNE et al., 2008).

De acordo com o levantamento epidemiolégico realizado no bioma brasileiro,
no ano de 2001 foram notificados 18.743 casos de envenenamentos por serpentes,
correspondendo a uma incidéncia de 10,7 casos por 100.000 habitantes, enquanto
em 2013 com 28.000 casos registrados, a incidéncia foi de 14,3 (CHIPPAUX, 2015).

Dados disponiveis no Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo
(SINAN) apontam que no Brasil, de 2020 a 2022 ocorreram 89.638 acidentes
envolvendo serpentes, com a média anual de aproximadamente 30.000 notificacdo ao

ano. No entanto, hd uma expressiva variacdo de dados entre as regioes.
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O norte do pais apresenta a maior ocorréncia de casos em relacdo as demais
regides e esse cenario € agravado pelas dificuldades de comunicacdo e acesso aos
servicos de atendimento hospitalar devido a configuracdo geografica do estado e,
muitas das vezes, pela necessidade de mais um tipo de meio de transporte para
locomocgéo da vitima (BORGES; SADAHIRO; SANTOS, 1999).

Em conjunto, os estados da regido norte reportam o maior nimero de casos
com cerca de 31.000 notificages, em seguida o nordeste com 27.528 casos, sudeste
registrando 16.941 e regibes do centro-oeste e sul com 8.305 e 6.044,
respectivamente (Figura 3) (BRASIL, 2023).

Figura 3 - Acidentes com serpentes no Brasil no periodo de 2020 a 2022
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Fonte: Ministério da Saude (2024).

unidades federativas com o maior nimero de notificacbes de acidentes ofidicos,
contabilizando 16.540 acidentes com serpentes peconhentas. Em seguida, o estado
do Amazonas com 9.260 acidentes por animais peconhentos, destes, 6.144 com
serpentes. O estado com menor incidéncia de casos foi 0 Amapda, com 1.333 casos
documentados (Tabela 1) (SINAN, 2023).
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Tabela 1- Acidentes ofidicos nos estados da regido Norte entre 2020 e 2022

Ano Acre Amapa Amazonas Para Rondbnia Roraima Tocantins

2020 445 459 2.140 5.431 656 407 909
2021 451 468 2.110 5.693 555 445 682
2022 444 406 1.894 5.416 466 497 637

Total 1.340 1.333 6.144 16.540 1.677 1.349 2.228

Fonte: Ministério da Saude/SINAN — Sistema de Informacao de Agravos de NotificagBes (2024).

Nestas regides, as areas rurais sao as mais afetadas. Os acidentes ocorrem de
forma sazonal variavel, o pico de incidéncia se relaciona com épocas de colheita e de
chuvas, pois com o aumento do nivel do rio, as serpentes sdo impelidas a buscar
abrigos mais préximos das areas habitadas por seres humanos ((CHIPPAUX, 2015;
SERGIO et al., 2012).

Os individuos que fazem parte dos grupos de risco para acidentes ofidicos sado
principalmente adultos, do sexo masculino, com idade entre 15 e 49 anos, que vivem
em zonas rurais ou que trabalham com atividade florestais, como agricultura, pesca,
caca, atividades extrativas, dentre outros. S&o populacdes de risco também, indigenas
e individuos que ndo possuem acesso adequado aos sistemas de educacao e saude
(FEITOSA et al., 2015; HARRISON et al., 2009).

No Brasil, as notificacdes sdo de carater obrigatério e encaminhadas pelas
secretarias estaduais ao Ministério da saude. O registro e o processamentos desses
dados séo feitos pelo Sistema de Informagdes de Agravos de Notificagdo (SINAN),
sua base dispde de mudltiplas informacdes que possibilitam a elaboracdo do perfil
epidemiolégico de uma dada regido, seja em escala municipal, estadual e federal
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Apesar do SINAN ser a melhor fonte de dados para o levantamento
epidemiolégico do panorama ofidico do pais, existem algumas falhas no sistema que
levam a subnotificaces de casos, da parte do setor publico de atendimento (gerando
registros com informagdes insuficientes) resultando na perda de informagdes cruciais

para melhor conhecimento do cenario mundial do ofidismo como um expressivo
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problema de saude publica (BERNARDE, 2014). Além disso, alguns casos sao
desconhecidos e nao notificados pela sua ocorréncia em areas remotas que nao
possuem atendimento hospitalar e a comunidade acaba adotando medidas
domésticas (CAMARA et al., 2020).

Existem duas grandes familias de serpentes responsaveis pelos
envenenamentos nas Américas: Viperidae, que compreende géneros como Crotalus
spp. e Bothrops sp.; e Elapidae, tendo Micrurus spp. como principal género deste
grupo (CAMPBELL, 2004).

Os géneros de serpentes peconhentas de interesse médico no Brasil séo:
Bothrops spp., Crotalus spp., Lachesis spp., Micrurus spp. e Leptomicrurus spp.
Bothrops spp. é responséavel por 86,9% dos envenenamentos no pais, seguido por
Crotalus spp. (8,7%), Lachesis spp. (3,6%) e 0,8% dos acidentes sdo causados pelo
género Micrurus spp. e Leptomicrurus spp. (DE OLIVEIRA et al., 2013; MAGALHAES;
BALTAR; RANDAU, 2020).

Estudos relatam que a maioria dos casos registrados na Amazonia esta
relacionada a acidentes botropicos, sendo a serpente Bothrops atrox a mais envolvida
representando cerca de 90% dos acidentes ofidicos na regido (FEITOSA et al., 2015).
Dados contidos no SINAN revelam que, entre 2010 e 2020, foram notificados 16.868
casos de acidente ofidico no Amazonas, sendo 13.501 causados por Bothrops atrox
(Tabela 2).

Tabela 2- Frequéncia de acidentes ofidicos no Amazonas por género de serpente, entre 2010 e
2020

Género 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Bothrops 983 942 1.043 1.178 1.147 1.014 1.087 1.275 1.460 1.668 1.704
Crotalus 3 2 12 7 6 2 13 1 8 6 9
Micrurus 9 7 4 10 8 10 9 6 7 9 3

Lachesis 339 303 316 374 334 332 234 209 256 282 237

Fonte: Ministério da Saude/SINAN - Sistema de Informacao de Agravos de NotificagBes (2024).
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Segundo a mesma base de dados, nos ultimos dois anos o cenario se mantém,
com predominancia do género Bothrops sp. entre os acidentes notificados, com
registros de 1.862 casos em 2021 e 1.609, 2022 (MINISTERIO DA SAUDE, 2023).

1.3 Bothrops atrox

Atualmente, cerca de 4.000 espécies de serpentes peconhentas s&o
reconhecidamente catalogadas, sendo 389 da familia Elapidae e 374, Viperidae. No
Brasil, existem aproximadamente 430 serpentes, distribuidas em mais de 70 espécies
(NOGUEIRA, 2019). Estas sdo as duas familias responsaveis pela maioria dos
envenenamentos por picada de cobra, sendo consideradas de importancia médica por
provocarem acidentes graves (WARRELL & WILLIAMS, 2023; MELGAREJO,2003).

E significativa a diversidade de serpentes do género Bothrops S&o mais de 30
espécies distribuidas do sul do México até o Brasil (WHO,2017). Abundantes em todo
bioma brasileiro, com ampla distribuicdo geografica, exibem uma notavel colonizacéo
da maior parte do territorio sul-americano ((DIAS DA SILVA et al., 2022; SCHOCH et
al., 2020).

De acordo com Nogueira (2019) com base em sua atual taxonomia, B. atrox é
principalmente endémica na regido Amazbnica. Mas também é encontrada em

algumas regides da Colébmbia, Venezuela, Equador e demais territorios adjacentes.

Conhecida popularmente como jararaca, boca-podre ou surucucu-do-barranco,
B. atrox possui facilidade de adaptacéo. A espécie habita predominantemente areas
de florestas, porém, podem ser encontradas em habitats perturbados pelo homem,
ambientes de pastagens, cultivos e areas urbanas (BERNARDE, 2014; CAMPBELL,
2004).

S&ao serpentes que possuem fosseta loreal e a cauda lisa, de cores variadas e
suas escamas foram triangulos invertidos em diferentes padrdes, caracteristico da
espécie (PAIVA, 2020). O tamanho de uma serpente adulta pode variar entre 537 mm
a 1532 mm, sendo que os machos atingem sua maturidade com tamanho menor
comparado as fémeas (OLIVEIRA et al., 2019).

As espécies sdo ativas durante o periodo noturno, momento em que cagam

suas presas. No entanto, por serem ectodérmicos, com temperaturas mais elevadas
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durante o dia, os processos biolégicos das serpentes (locomocgéo, digestédo, producéo
de células reprodutivas) sdo mais eficientes (RODRIGUES SGRIGNOLLI et al., 2011).

As espécies sao ativas durante o periodo noturno, momento em que cagam
suas presas. No entanto, por serem ectodérmicos, com temperaturas mais elevadas
durante o dia, os processos biolégicos das serpentes (locomocéo, digestédo, producao
de células reprodutivas) sdo mais eficientes (RODRIGUES SGRIGNOLLI et al., 2011).

Figura 4 - Serpente Bothrops atrox

Fonte: Paulo Bernarde (2024).

Figura 5 - Dentic&o solenéglifa

Fonte: Instituto Butantan.

Sao animais que possuem denticdo do tipo solendglifa (Figura 5), o mais
especializado aparato inoculador da peconha (PAIVA, 2020). Em sua dieta, ocorre
uma mudanca ontogenética, onde serpentes juvenis consomem, quase que
exclusivamente, presas ectodérmicas, enquanto o0s adultos se alimentam
principalmente de animais vertebrados como, répteis, anfibios e aves (MONTEIRO et
al., 2020).
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A alteracdo da composicdo dietética das serpentes foi observada em um
trabalho realizado por Monteiro e colaboradores (2020), onde analisaram o contetudo
estomacal de 612 espécimes de B. atrox envolvidos em acidentes com humanos em
Manaus. A dieta dos adultos era composta, principalmente, por mamiferos (56,3%) e
0S juvenis, apresentando maior variabilidade de presas consomem comumente
lagartos (44%). Os recém-nascidos se alimentam em sua maioria, de anuros (72,8%)
e lagartos (18,2%) (Figura 6).

Assim como em outros animais venenosos, a variagao de veneno em serpentes
B. atrox é compreendida como uma modificacdo de curso natural para facilitar a
captura e digestéo da presa (MONTEIRO et al., 2020).

Figura 6 - Proporcéo de presas encontradas na dieta de espécimes de B. atrox da regido de Manaus
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Fonte: adaptado de MONTEIRO (2020).

Diversos autores argumentam que a composicao do veneno das serpentes esta
sujeita a forte selecdo natural e que a alteracdo da propriedade do veneno, assim
como a variedade de seus componentes, € consequéncia da adaptacao a diferentes
habitos alimentares entre espécies jovens e adultas (BARLOW et al., 2009; KORDIS;
GUBENSEK, 2000).
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1.4 Composicao do veneno botrépico

Primariamente, as serpentes usam seu veneno como ferramenta para
incapacitar e imobilizar suas presas, mas também utilizam como arma de defesa
contra predadores (KANG et al., 2011).

O veneno é uma mistura complexa de diferentes componentes com inUmeras
fungbes, codificado geneticamente por expressarem, originalmente, proteinas
relacionadas a varias funcgdes fisiologicas (REYES-VELASCO et al., 2015). O veneno
atua em diversos aspectos adaptativos com intuito de imobilizar, paralisar, matar e
digerir a presa. Os componentes presentes na secrecao atuam de forma sinérgica,
potencializando sua toxicidade (KORDIS; GUBENSEK, 2000).

Como estabelecido, um dos mecanismos evolutivos para obtengdo de uma
secrecao téxica em serpentes € o recrutamento de genes codificantes de enzimas
digestivas endogenas que, de certa forma, evoluiram para toxinas (FRY et al., 2009;
KORDIS; GUBENSEK, 2000). Neste sentido, o veneno de B. atrox pode ter se

originado a partir destas enzimas.

Sua matriz pode sofrer variagbes entre espécies do mesmo género de
diferentes localiza¢bes geogréaficas devido a fatores externos, como o perfil dietético,
gue influencia diretamente na expressao de toxinas e na composi¢do do veneno
(BARLOW et al., 2009; MASON et al., 2022).

No geral, a peconha é composta por mais de 20 elementos com funcdes e
interacdes ainda nao totalmente conhecidas. De 90 a 95% do peso liquido do veneno
botropico é formado por proteinas incluindo enzimas, toxinas ndo-enzimaticas e
proteinas ndo toxicas. A por¢do ndo proteica conta com carboidratos, lipideos, metais,
aminas biogénicas, aminoacidos livres e nucleotideos (CARDOSO et al., 2003; PINHO
et al., 2008).

De peso molecular variavel, as toxinas possuem a capacidade de se ligar a
receptores especificos em diferentes locais anatémicos, agindo em varios sistemas
fisiolégicos, como sistema nervoso, cardiovascular e nos musculos.(KULARATNE;
SENANAYAKE, 2014) Quando ndo fatais podem cursar para sequelas fisicas
debilitantes como necrose e dano tecidual local severo, até mesmo amputacdo de
membros afetados (WAIDDYANATHA et al., 2019).
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A toxicidade do veneno leva a manifestacdes clinicas de diferentes niveis de
complexidade, essa variacdo se deve ndo apenas as propriedades de seus
componentes, mas também a velocidade de absorcdo por membranas e tecidos. A
idade, tamanho e hébito alimentar das serpentes séo alguns dos fatores que explicam
essas modificacbes. (GUTIERREZ, 2016)

A partir da caracterizacao e purificagdo do veneno de serpentes sabe-se que a
peconha contém cerca de 30 a 100 proteinas toxicas, algumas delas apresentando
atividade enzimatica.(KORDIS; GUBENSEK, 2000; MENEZ, 1998)

Sédo exemplos de toxinas enzimaticas: fosfolipases A2, metaloproteinases e
serinoproteases. Estas sdo as mais abundantes e frequentemente relacionadas com
a sintomatologia, responsaveis pelo potencial de morbidade e mortalidade do
envenenamento botrdpico, junto também & acdo de diferentes componentes néo-
enzimaticos como desintegrinas, toxinas de trés dedos, inibidores de proteases e
demais constituintes (KANG et al., 2011; MCCLEARY & KINI, 2013).

1.4.1 Fosfolipases A2

As fosfolipases Az pertencem ao grupo de proteinas amplamente estudado.
Desempenham um papel essencial em diversas atividades biolégicas (como digestédo
de presas), comumente presentes nos venenos de outros géneros de serpentes (EL-
AZIZ et al., 2019).

Sdo enzimas capazes de hidrolisar substratos especificos, como
glicerofosfolipidios. Atuam na catalise da hidrélise de acidos graxos da membrana de
fosfolipidios na posigao sn-2, liberando lisofosfolipidios e acidos graxos livres, como o
acido araquidonico, produzindo alteracdes na permeabilidade das membranas
celulares (EL-AZIZ et al., 2019; CEDRO et al., 2018).

Sua classificacdo se categoriza nas familias Al, A2, B, C e D, que varia de
acordo com o local de hidrdlise nos substratos (TERRA et al., 2015). Fosfolipases de
venenos de serpentes séo classificadas como fosfolipases Az secretadas (PLA2s), do
grupo | para familia Elapidae e Hydrophiidae e grupo I, Viperidae e Crotalidae
(MURAKAMI et al., 2011; SIX; DENNIS, 2000).
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Além de possuirem um amplo espectro toxico e farmacoldégico com
mecanismos ainda ndo completamente elucidados, exercendo atividade neurotoxica,
miotOxica, hemolitica e citotoxica, as fosfolipases Az apresentam tambéem efeitos
anticoagulantes, pro-inflamatorios, de agregacéo plaguetaria e ainda, desencadeiam
hemorragia interna, induzem edemas e danos nos 6rgdos ou tecidos(GUTIERREZ &

LOMONTE, 2013).

Em sua atividade citotoxica, as fosfolipases A: ativam mecanismos pro-
inflamatorios causando edema, formagdo de bolhas e necrose tecidual no local
afetado. E juntamente as demais enzimas toxicas, causam danos teciduais locais
devido também a sua atividade miotoxica, onde ocorre a hidrélise das células
musculares, liberando componentes intracelulares que potencializam o estado
inflamataorio tecidual proximo ao local da picada. (DEL BRUTTO, 2013) Envolvidas no
essas enzimas favorecem a

mecanismo da dor, liberacdo de bradicinina,

prostaglandinas, citocinas e aminas simpatomiméticas (TEIXEIRA et al., 2009).

As Fosfolipases Az isoladas do veneno de B. atrox com seus receptivos efeitos

estdo listadas na tabela abaixo:

Tabela 3 - Fosfolipases A2 isoladas e caracterizadas do veneno de Bothrops atrox

TOXINA EFEITO
BaPLA2- Miotoxico; Pro-inflamatdério
BaPLA2-11| Miotoxico; Pro-inflamatério
B. Atrox PLA2 Neutro-enzimaticamente ativo
BaTX-I Pro-inflamatorio
BaTX-ll Pro-inflamatorio
Ba PLA2 Pro-inflamatorio
Mytoxin | Miotbxico; Pro-inflamatério; bactericida

Fosfolipases Az
B. atrox LAAO

Hyal-Ba
BPP-BAX12

Nucleotidase

Fosfodiesterases

Apoptose; Necrose; Citotdxico para células
cancerigenas;

Potenciacdo do efeito hemorragico
Peptideo potencializador de bradicinina
Liberacdo de purinas; Potenciacdo da
hipotenséo

Liberacao de purinas; Potenciacéo da

hipotenséo

Fonte: Adaptado de Monteiro (2020).
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1.4.2 Metaloproteinases

Representando o maior grupo dentre os demais componentes do veneno, as
metaloproteinases sdo uma das principais enzimas proteoliticas que desempenham
um papel significativo na toxicidade do veneno de serpentes da familia Viperidae.
Pertencem a familia das metzincinas, sdo enzimas dependentes de zinco para

manifestacdo de suas atividades e chegam a constituir cerca de 11% a 65% do total

de proteinas (MATSUI; FUJIMURA; TITANI, 2000; PRECIADO; PEREANEZ, 2018).

A classificacdo das metaloproteinases tem passado por alguns obstaculos no
enguadramento de novas moléculas identificadas devido suas caracteristicas como,
variagcdo na composicdo dos dominios, diferentes fun¢gBes e possibilidade de
recombinacdes. Anteriormente, sua classificagdo se baseava em nucleotideos
(classificacdo N) e as dividia em quatro classes, atualmente utiliza-se a categorizacao
com base no tamanho das proteinas maduras purificadas a partir dos venenos de
serpente (classificacao P). (BJARNASON; FOX, 1994)

De acordo com a estrutura de dominio estédo divididas em quatro grupos, P-l a
P-IV. (MATSUI; FUJIMURA; TITANI, 2000)A classe N-lI resultou na classe P-I
possuindo apenas o dominio metaloproteinases, P-lla a P-lle com dominios
metaloproteinases e desintegrinas, ja no terceiro grupo a classe N-lll codificava ndo
mais um dominio desintegrina, mas sim semelhante a ele, além de um dominio rico
em cisteina. Em consequéncia, as sequéncias de nucleotideos N-Ill passaram a ser
classificadas como proteinas maduras da classe P-llla a P-lllc. (OLAOBA ET AL.,
2020) A classe P-1V ja ndo é mais utilizada pois os transcritos de N-1V, possuindo um
dominio semelhante a lectina, ndo foram encontrados nos transcriptomas das
glandulas de veneno das serpentes. (MOURA-DA-SILVA et al., 2011)

Consideradas altamente toxicas, as metaloproteinases estédo relacionadas a
guadros hemorragicos locais e sistémicos ao interferir no sistema hemostético ou ao
degradar os principais componentes da membrana basal capilar dos vasos, causando
a desestruturacéo das redes capilares. (MATSUI; FUJIMURA; TITANI, 2000; WANG,;
SHIH; HUANG, 2005)

De acordo com Gutiérrez e colaboradores (2005), as metaloproteinases de

peconha de serpentes atuam na protedlise de componentes da matriz extracelular,
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proteinas plasmaticas e de membrana celular. Relacionam-se também com
receptores especificos, como integrinas, presentes na superficie de plaquetas.
(RODRIGUES et al., 2001)

Dentre os principais mecanismos da acao das metaloproteinases sob o sistema
hemostatico, destacam-se a degradagdo do fibrinogénio e fibrina (enzimas
fibr(ogen)oliticas), ativacdo dos fatores V, X, proteina C, antitrombina e
plasminogénio, e ainda, inibicdo/ativagdo da agregacdo plaquetaria. (PRECIADO &
PEREANEZ, 2018)

A acdo hemorragica das metaloproteinases envolve também a hidrélise de
proteinas de membranas de células endoteliais, como colageno, fibronectina,
laminina, que participam do processo de adesao celular e de componentes da matriz
extracelular que fazem parte da manutencdo da estrutura e integridade capilar. (DIAZ
ET AL., 2005; ESCALANTE ET AL., 2006)

O isolamento e caracterizagao feito por Patifio (2010) demonstra a presenca da
metaloproteinase batx-1 no veneno de B. atrox. Representante da classe P-I, a batx-
1 desencadeia alteracbes hemorragicas e fibrinogenoliticas nas vitimas de
envenenamento botrépico. (PRECIADO ET AL., 2019; PATINO ET AL., 2010).

Tabela 4- Metaloproteinases isoladas do veneno de B. atrox.

TOXINA EFEITO
Metaloenzima Ativador da protrombina
Metaloenzima Ativador do Fator X da coagulagéo

Hemorréagico; fibrinolitico;

Batroxhragin Inibidor da agregagéo plaquetaria

Hidrolise do fibrinogénio e proteinas da

Atroxlysin Il membrana extracelular; inibidor da agregacéo
plaguetaria
Metaloproteinases HI-5 Hemorréagico (leve)

(SVMPs) : : :
Hemorragico (leve); Miotoxico (leve);

Batx-| Fibrin(ogen)olitico

Fibrin(ogen)olitico; Hemorragico; Inibidor da
Atroxlysin | agregacéo plaquetaria

Hemorragico; Dermonecrético; Hidrolise do
Atroxlysin la fibrinogénio e de proteinas da matriz

extracelular; Pré-inflamatério
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Hemorragico; Fibrin(ogen)olitico; Pro-
Batroxase inflamatorio; Antitrombatico; Ativador do sistema

complemento

Fonte: Adaptado de Monteiro (2020). Legenda: SVMPs - Snake venom metalloproteinases.

1.4.3 Serinoproteases

Um dos aspectos mais relevantes nos casos de acidentes ofidicos esta
relacionado a capacidade do veneno afetar a coagulacdo sanguinea, na qual as
proteases participam de forma significativa através da ativacdo da cascata de
coagulacéo ou pela converséo do fibrinogénio em fibrina causando incoagulabilidade
sanguinea.(MIRAKABADI, 2009)

Essas proteases sdo conhecidas como enzimas semelhantes a trombina pela
sua funcéo similar a trombina, sendo o veneno de B. atrox considerado fonte rica das
chamadas serinoproteases. (MONTEIRO ET AL., 2020; ZAQUEO ET AL., 2016)

Serinoproteases sdo enzimas que afetam o sistema hemostético, hidrolisando
diretamente o fibrinogénio em fibrina. Atuando de forma isolada ndo sédo consideradas
letais, porém potencializam a toxicidade do envenenamento quando combinadas com

outras proteinas presentes na peconha.(ZAQUEO ET AL., 2016)

Dentre as toxinas deste grupo destaca-se a batroxobina (do inglés
“Batroxobin”), uma serinoprotease com atividade anticoagulante atuando por meio da
clivagem especifica da cadeia a do fibrinogénio que se transforma em coagulos
frouxos de fibrina. (MONTEIRO, 2020) Tendo em vista sua acéo, inumeras aplicacdes
terapéuticas estdo sendo estudadas e desenvolvidas com base nos efeitos
secundarios da batroxobina, ferramentas como Reptilase® e Plateltex® sdo exemplos
da utilizacdo médica desta enzima.(FUNK et al., 1971) Empregado como agente
anticoagulante e como instrumento para diagnostico de disfibrinogenemias,
Reptilase® é aplicado em casos de sangramento pulmonar, oral e traumético, quando
necessario, em pos-operatorios e em casos de hemorragia interna/externa. Enquanto
gue o Plateltex® destina-se, principalmente, ao tratamento de feridas cronicas através
da otimizagao do processo de cicatrizagao (MAZZUCCO et al., 2008; MELCHIOR et
al., 2021).
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Abaixo, estao listadas as principais serinoproteases isoladas e caracterizadas

do veneno de B. atrox (Tabela 5).

Tabela 5- Serinoproteases presentes no veneno de Bothrops atrox.

TOXINA EFEITO
Atividade semelhante a trombina; Reptilase (a¢céo
Batroxobin anticoagulante); Plateltex (formacéo de filmes de
fibrina)

Serinoproteinases BA llI-4 Atividade semelhante a trombina

(SVSPs) SVSPs Atividade semelhante a trombina
Atividade semelhante a trombina (leve); ativador
Thrombocytin da agregacéo plaquetaria; ativador do F-XIII e F-
VI

Fonte: Adaptado de Monteiro (2020). Legenda: SVSPs - Snake Venom Serine Proteinases.

1.5. Acdes do veneno: efeitos locais e sistémicos

Conhecido por sua atividade proteolitica, miotoxica, coagulante e hemorragica,
0 veneno de B. atrox induz quadros graves de coagulopatia e extensos danos
teciduais, além de apresentar acdo nefrotdxica direta. (MONTEIRO ET AL., 2020;
RODRIGUES SGRIGNOLLI ET AL., 2011)

Os aspectos clinicos do envenenamento botrépico incluem manifestacdes
locais significativas atribuidas a acao proteolitica do veneno. Caracterizados pela dor
e edema no local da picada, e de carater progressivo, o quadro local tende a evoluir
para o surgimento de equimoses, lesdes bolhosas e sangramento intenso no local
acometido até mesmo necrose dos tecidos e desenvolvimento de sindrome
compartimental, deixando sequelas debilitantes. (BORGES; SADAHIRO; SANTOS,
1999; MOREIRA et al.,, 2021; WAIDDYANATHA et al., 2019) De patogenicidade
complexa, a atividade proteolitica decorre da atuacdo de proteases, hialuronidases e
fosfolipases, envolvidas na liberacdo de mediadores da resposta inflamatoria
(MINISTERIO DA SAUDE, 2021).
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Figura 7 - Manifestacdes locais e complicagbes ap6s acidente botropico. A. Marca da
presa, edema ja evidente. B. Sangramento no local da picada e edema. C. Edema no local
afetado. D. Bolhas no membro picado. E. Necrose com infeccéo instalada. F. Necrose

Fonte: Malaque (2014).

Manifestacdes sistémicas sdo desencadeadas pela atividade coagulante e
hemorragica da peconha. Distarbios da coagulacdo sdo originados da ativacdo da
cascata de coagulacao (fator X e a protrombina) e da converséo do fibrinogénio em
fibrina que induz incoagulabilidade sanguinea juntamente com alterac6es da funcdo
plaquetaria (FUNASA, 2001).

No ambito sistémico, atividade hemorragica deve-se a acdo das hemorraginas,
gue provocam lesdes na membrana basal dos capilares sanguineos, promovendo
episoddios marcados por sangramentos em ferimentos preexistentes, hemorragias nas
mucosas (gengivorragia, epistaxe) e hematuria. Além de nauseas, vomitos, sudorese,

hipotensao arterial, podendo ocorrer também choque (PINHO; PEREIRA, 2001).

A complicacao clinica que leva o paciente a Obito é o choque, este tem sido
atribuido a letalidade do envenenamento botrépico devido aos distirbios hemostaticos
desencadeados pelo veneno, observando-se também incoagulabilidade sanguinea,
baixos niveis de fibrinogénio e alfa 2-antiplasmina, altas concentracdes de produtos
de degradacéo de fibrina/fibrinogénio e D-dimero. (MONTEIRO et al., 2020) Além da
insuficiéncia renal aguda, septicemia e coagulacdo intravascular disseminada
(PINHO; PEREIRA, 2001).



33

Sendo assim, acidentes botrépicos sado classificados de acordo com as
manifestacdes clinicas em: leve, moderado e grave (Figura 8). O aparecimento de
manifestacées sistémicas como hipotensdo arterial, choque, oligoanuria ou
hemorragias intensas configura como estado grave, independentemente do quadro
local (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

O tratamento pode variar mediante a gravidade do quadro apresentado. No
Brasil, para o tratamento especifico de acidentes botropicos é feita a administracédo
dos antivenenos Bothrops, Bothrops-Lachesis ou Bothrops-Crotalus. (PARDAL et al.,
2004; SOUSA et al., 2013) De acordo com a Fundacéao de Medicina Tropical Doutor
Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) do Amazonas, em casos leves €& feita a
administracéo de 5 ampolas de soro antiofidico especifico, nos casos moderados 8
ampolas e para os quadros mais graves 10 ampolas de soro. (FMT, 2016)
ComplicagcBes podem surgir em até 72 horas apos o acidente, portanto, 0s pacientes
devem permanecer em monitoramento, em ambiente hospitalar, por ao menos trés

dias. (SILVA et al., 2022)

Figura 8 - Sintomatologia do envenenamento

GRAVIDADE
LEVE MODERADA GRAVE
ro | iscr ’ - r
Quadro local discreto Edema e esquimose Aleraches locais
[— Dor e edema local pouco evidentes - intensas
intenso/ausente !
Sangramento discreto/ Sangramento sem Hll{eé?g_rl rs‘ﬁﬁgc: ?CE‘E ""j'e
— ausente em pele ou — comprometimento do — P S q
MuUCosas estado geral Insuficiéncia renal
gers Anuria
Com ou sem alteragao | Pode haver distirblo na | Pode haver distirbio na
no Tempo de Coagulagio coagulacio coagulagao

Fonte: adaptado de BRASIL (2022)

Um grande numero de vitimas convive com sequelas fisicas permanentes

devido a amputacdes decorrentes de intensa necrose tecidual nos membros afetados
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e, sem duvidas, sequelas psicoldgicas. (GUTIERREZ ET AL., 2017). Além disso,
individuos que sobrevivem aos quadros mais graves associados ao AVEH
apresentam tendéncia a desenvolver consequéncias neurolégicas debilitantes
(PEREZ-GOMEZ et al., 2019).

AlteracBes secundarias neurolégicas, cognitivas e comportamentais podem ser
desencadeadas quando ocorrem quaisquer prejuizos, de modo irreversivel, aos
neurdnios e a configuragdo cerebral como um todo (MACDONALD; SCHWEIZER,
2017). De acordo com Wu (2018), ap0s o episddio de AVEH, a condi¢do psiquiatrica
mais frequentemente associada € a depressédo, que se correlaciona com a dificuldade

na recuperacao fisica e cognitiva da vitima.

1.6Dano neuroldgico
1.6.1 Acidente vascular encefalico

Normalmente, 0 envenenamento botrépico resulta em manifestacdes clinicas
locais (dor, edema, esquimose) e sistémicas (desordens de coagulagdo e
hemorragias) em virtude, principalmente, da acdo enzimatica de metaloproteinases,
serinoproteases e fosfolipases A2 (CALVETE et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2019b;
SOUSA et al., 2013).

Complicacdes secundarias como necrose, infec¢cdes bacterianas, sindrome
compartimental e insuficiéncia renal aguda podem levar o paciente a 6bito por faléncia
renal e/ou respiratoria, choque, sepse e, em especificos casos, por hemorragia no

sistema nervoso central (RIBEIRO et al., 1998).

Mundialmente, a ocorréncia de hemorragia intracranial apos acidentes ofidicos
tem sido esporadicamente reportada. Muito do que se sabe a respeito da ocorréncia
do acidente vascular cerebral apés envenenamento por serpentes deve-se aos relatos
de caso disponiveis na literatura, o que fomenta o desconhecimento a respeito da
frequéncia dessas complicagbes (DEL BRUTTO; DEL BRUTTO, 2012; MOSQUERA
et al., 2003).

No Equador, a incidéncia € de 2,6% casos de AVEH em vitimas de Bothrops

spp., enquanto em Martinica 7 de 109 pacientes tiveram disturbios cerebrais (6,4%)
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(MOSQUERA et al., 2003; THOMAS et al., 2006). No Brasil, alguns relatos de caso
descritos na literatura identificaram a hemorragia cerebral como causa de o6bito das
vitimas afetadas por serpentes do género Bothrops (KOUYOUMDJIAN et al., 1991).

Em Sé&o Paulo, um paciente de 13 anos com sinais de rigidez generalizada,
anisocoria, nivel de consciéncia alterado e sem sangramento sistémico aparente, veio
a Obito por extenso hematoma extradural na por¢éo frontal do cérebro 4 dias ap0s a
picada (KOUYOUMDJIAN et al., 1991). No Para, uma vitima de 62 anos apresentou
lesbes hemorragicas com edema no lobo frontal esquerdo, recebendo alta hospitalar
mediante fisioterapia (MACHADO et al., 2010). Outros relatos de AVEH associados
ao envenenamento por Bothrops reafirmam a fatalidade desta complicagdo (BASHIR,;
JINKINS, 1985; MOSQUERA et al., 2003; PINHO; DE ALMEIDA BURDMANN, 2001,
RIBEIRO et al., 1998).

No Acre, uma vitima de 27 anos, do sexo masculino, permaneceu internada por
74 dias devido ao severo quadro clinico ocasionado pela picada de B. atrox. Relatou
tontura, nduseas e visédo turva apos o acidente e em 1 hora apresentou confusao
mental. Depois de dois dias o paciente foi levado ao hospital e houve perda da
consciéncia. O paciente recebeu alta e apos quatro meses foi feita a avaliacdo de
incapacidade (WHODAS) que revelou o comprometimento do dominio cognitivo (33%)
e de participacdo na sociedade (63%). Com base na avaliacédo clinica o diagnéstico
foi de sindrome compartimental, porém no relato de caso ndo menciona se foram
realizados exames complementares para descartar o comprometimento cerebral,

dado que o paciente apresentou sintomas relacionados (SACHETT et al., 2020b).

Um estudo conduzido por Mosquera (2003), onde analisou a prevaléncia e os
tipos de complicacdes cerebrovasculares decorrentes do envenenamento botrépico
em 309 pacientes, constatou que 8 (2,6%) vitimas apresentaram eventos
cerebrovasculares (87,5% hemorragico e 12,5% isquémico), destas apenas 3 (37,5%)

sobreviveram, e apesar da terapia, permaneceram com sequelas irreversiveis.

Portador de uma ampla gama de acdes, o veneno de serpentes gera efeitos
anticoagulantes/procoagulantes, fibrinoliticos e hemorragicos, provocando desordens
hemorragicas cerebrais que favorecem o desenvolvimento de agravos neuroldgicos
(DEL BRUTTO, 2013; MOSQUERA et al., 2003). Tendo em vista que as enzimas de

Bothrops atrox ndo possuem atividade neurotéxica direta, o comprometimento



36

neuronal ap0s 0 envenenamento associa-se as complicagbes cerebrovasculares
oriundas da acao de enzimas hemotoxicas. Metaloproteinases e hemorraginas estao
comumente presentes nestes mecanismos hemorragicos (BASHIR; JINKINS, 1985;
PINHO; DE ALMEIDA BURDMANN, 2001).

O disturbio hemostatico cerebral € produzido através do bloqueio dos vasos
sanguineos (pela formacdo local ou deslocamento de codgulos) reduzindo
significativamente ou até mesmo interrompendo o fluxo sanguineo para o cérebro,
acarretando na diminuicao de oxigénio e de nutrientes na estrutura cerebral resultando
em dano e morte celular. Por outro lado, enzimas que interagem com 0s componentes
de membrana sao responsaveis pelo rompimento dos capilares sanguineos cerebrais
e ocasionam o0 extravasamento de constituintes intracelulares, consequentemente,
levando a um estado inflamatdrio e hemorragico que cria uma pressao adicional no
compartimento cerebral danificando suas células (KAMIGUTI; CARDOSO, 1989;
LARRECHE et al., 2021).

O episodio hemorragico envolve mecanismos patoldgicos como: toxicidade
sanguinea, excitotoxicidade, hipermetabolismo e depresséo propagante, que incluem
vias inflamatérias, oxidativas, autofagicas e apoptéticas (ARONOWSKI; WU et al.,
2018b; ZHAO, 2011).

1.6.2 Resposta inflamatoria ap6s AVE

O processo inflamatério é a principal ferramenta de defesa em resposta ao
dano cerebral seguido do AVEH. As citocinas possuem uma participagao relevante na
patogénese dos disturbios neuroldgicos, principalmente as citocinas pré-inflamatorias
como, IL-1B, TNF-a e IL-6 (SUBLETTE; POSTOLACHE, 2012). Na depressao, por
exemplo, esses componentes inflamatorios interferem na sintese de triptofano pela
ativacdo da indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), causando a diminuicdo de 5-
hidroxitriptamina (5-HT) (MINA et al., 2015; RAISON; CAPURON; MILLER, 2006).

Constituintes néo-neuronais do sistema nervoso central também estdo
presentes na resposta inflamatoéria. As microglias mostram grande sensibilidade ao
dano neuronal, e sob condicdes de estresse, essas células em estado de repouso se
convertem a suas formas reativas para sintese e secrecao de citocinas (TAN et al.,

2017). A ativagdo da microglia foi detectada em estruturas cerebrais como cortex pre-
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frontal, cortex cingulado anterior e hipocampo (SCHNIEDER et al., 2014; STEINER et
al., 2008).

Tan et al. (2017) reafirmam que o0s niveis aumentados de citocinas pro-
inflamatérias foram diretamente proporcionais ao aumento do namero de células
microgliais reativas no cérebro. Deduzindo que este grupo de células é ativado pelo

estresse induzido pelo AVEH.

Receptores toll-like (TLRs) participam de forma importante nas respostas
inflamatérias e desempenham um papel critico no sistema nervoso central. Dentre os
TLRs identificados, os do tipo 4 (TLR4) sdo expressos em células da microglia e

induzem sua ativacao em circunstancias cerebrais estressantes (YAO et al., 2013).

Estudos clinicos apontam que o aumento dos niveis de receptores toll-like do
tipo 4 (TLR4) estdo relacionados a um mau prognostico em pacientes com AVEH, e
guando esses receptores foram desativados, em modelo animal, observou-se a
melhora da func&o neuroldgica, presumindo que a sinalizacdo de TLR4 é especifica
para danos inflamatérios ap6s AVEH (RODRIGUEZ-YANEZ et al., 2012; SANSING et
al.,, 2011; YAO et al., 2013). O aumento da expressdo de TLR4 esta diretamente
associado ao risco do desenvolvimento da depressdo (ARONOWSKI; ZHAO, 2011,
RODRIGUEZ-YANEZ et al., 2012; WU et al., 2018). Em modelos animais semelhantes
a depressao, foram observadas respostas inflamatdrias no hipocampo por esta via
(TAN et al., 2017).

Adicionalmente, os TLR4s podem ser ativados pelas citocinas agravando o
guadro inflamatério ao aumentar a fosforilacdo de proteinas quinases ativadas por
mitbgeno (MAPK) onde a via de sinalizacdo TRL4/p38 MPK potencializa a sintese de
citocinas pro-inflamatérias (SWAROOP et al., 2016).

Como resposta inicial ao evento hemorragico ocorre a migracao de leucocitos
para o parénquima cerebral sendo os neutrofilos as primeiras células a serem
recrutadas para a regido acometida. O acumulo local dessas células leva a um
segundo processo lesional promovendo a liberagdo de enzimas proteoliticas e
mediadores pré-inflamatérios. Assim, o aumento da concentracao leucocitaria no local
das lesdes reflete na gravidade do dano neuronal e consequentemente, na piora do

progndstico neuroldgico (LUX et al., 2020).
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Em sintese, acidentes envolvendo serpentes do género Bothrops tém incisiva
capacidade de provocar AVE, caracterizado por induzir déficits neurologicos focais em
razdo das lesbes secundarias originadas (PEREZ-GOMEZ et al., 2019). Dentre as
consequéncias neuroldgicas relacionadas, a depressao € a mais comumente relatada
na literatura (MISHRA et al., 2018). Transtornos neurolégicos como estresse pos-
traumatico (TEPT), déficits cognitivos e outras manifestacdes clinicas incluindo
fragueza motora em varios niveis, déficit do campo visual, cegueira, tontura e a perda
da capacidade de formular palavras (disartria) tém sido reportados na literatura
(GUPTA; TEWARI; NAIR, 2012; VALE et al., 2013).

O diagnostico de hemorragia cerebral deve ser considerado em situagdes onde
h& suspeita de envenenamento botrdpico que envolva sinais de confusdo mental,
niveis anormais de consciéncia e demais manifestacbes neuroldgicas
(KOUYOUMDJIAN et al., 1991).

Apesar do amplo conhecimento sobre os impactos fisicos e sistémicos do
envenenamento por serpentes, os efeitos a longo prazo e sequelas ainda sao pouco

investigados.

1.7 Alteracdo comportamental

A regressao da mortalidade e de comprometimento fisico dos pacientes deve-
se ao aprimoramento das estratégias de controle e combate aos envenenamentos
como: otimizagdo no atendimento hospitalar, disponibilidade do antiveneno e
campanhas de conscientizacdo que levam ao aumento do numero de vitimas que
procuram uma unidade de saude. No entanto, impactos psicoldgicos tardios ndo sao
reconhecidos e as vitimas ndo recebem devido suporte terapéutico, apesar da
recomendacdo de inclusdo do acompanhamento psicolégico nos protocolos de
manejo (CHIPPAUX, 1998; WARRELL, 2010).

A incidéncia de transtornos psicologicos pode ocorrer de forma tardia e
significativa em vitimas de acidente ofidico, podendo provocar doencas psicolégicas
como depressédo, ansiedade e transtorno de estresse pos-traumatico (WILLIAMS et
al.,, 2011). A depresséo e transtorno de estresse pos-traumatico sdo importantes
condicbes, e as principais, associadas ao envenenamento por serpentes, com
prevaléncia de 53% e 43% respectivamente (BHAUMIK et al., 2020).
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Diante de uma literatura limitada a respeito da condi¢cdo de saude mental da
vitima apos o acidente ofidico, alguns autores investigaram e identificaram casos de
depressdo ap0s envenenamento em paises como Bangladesh, Nigéria e Sri Lanka
(ISLAM et al., 2018; MUHAMMED et al., 2017; WIJESINGHE et al., 2015; WILLIAMS
et al., 2011). Na pesquisa feita por Islam e colaboradores (2018), em Bangladesh, a
analise psiquiatrica relevou também casos de ansiedade apds acidente ofidico em 64
(52,9%) de 121 pacientes, destes 9 (7,4%) desenvolveram um quadro cronico.
Transtorno de estresse poés-traumatico (TEPT) foi a condicdo de saude mais
associada a picada de cobra (HABIB et al., 2021; HALILU et al., 2019; ISLAM et al.,
2018; KHOSROJERDI; AMINI, 2013; WIJESINGHE et al., 2015; WILLIAMS et al.,
2011).

As pesquisas disponiveis apontam que de 8 a 43% dos individuos que
sobrevivem ao envenenamento por serpentes apresentam TEPT. Um estudo
realizado em Sri Lanka demonstra a prevaléncia de TEPT em 43% dos pacientes
envolvidos, sugerindo que esse distarbio se apresenta em todas as vitimas,
independentemente da espécie da serpente (HABIB et al., 2021). Khosrojerdi e Amini
(2013) reportam que o transtorno atinge menos de 10% dos pacientes e que 4% deles
podem desenvolver sua forma cronica. Williams et al. (2011) mostraram que 21,6%
pacientes tinham TEPT cronico.

Uma investigacdo feita na Nigéria no ano de 2015 relevou o diagndéstico
depressivo em 25% dos pacientes, onde 13,4% apresentaram depresséao do tipo leve,
7,5% moderada e 4,3% com depressao grave (MUHAMMED et al., 2017). De forma
semelhante, Islam e colaboradores (2018) observaram que o transtorno mental

depressivo estava presente em 33,9% das vitimas.

Transtornos neurolégicos sdo complicacdes psiquiatricas decorrentes de
lesdes cerebrovasculares, em outras palavras, sdo manifesta¢gfes clinicas de um
acidente vascular cerebral. Depressao, desordens de ansiedade, TEPT e danos
cognitivos induzidos s&o condicbes médicas observadas em pacientes que
sobrevivem ao AVE, prejudicando ndo somente a recuperacao motora, mas tambéem
a qualidade de vida das vitimas (CHEMERINSKI; ROBINSON, 2000).
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1.7.1 Estruturas cerebrais envolvidas

Acidentes ofidicos podem causar ambos 0s eventos vasculares cerebrais,
isquémico ou hemorragico (MOSQUERA et al., 2003). Sendo considerada a mais
grave dentre as complicacdes sistémicas, a ocorréncia do AVEH pode acometer a
regido intracerebral, intraventricular, intramedular, subaracndidea, cerebelar ou
extradural (OTERO-PATINO, 2009). As manifestacbes clinicas dependem da
localizagdo acometida e da intensidade (volume) da hemorragia (MACHADO et al.,
2010).

O dano neuronal causado pela hemorragia cerebral ocorre principalmente no
lobo frontal e ganglios basais, estruturas que desempenham um papel fundamental
no processamento emocional e cognitivo (HORNAK; ROLLS; WADE, 1996; PELL;
LEONARD, 2003). Ainda, por meio da estimulagcdo magnética transcraniana realizada
em pacientes depressivos, verificou-se o envolvimento do cértex pré-frontal na
depressao (ROBINSON; JORGE, 2016).

Diversos autores buscam elucidar a relacao entre a regido do cérebro afetada
e as consequéncias neurologicas, alguns apontam diferencas no aspecto depressivo
entre as lesbes ocasionadas nos hemisférios esquerdos e direitos do cérebro, ja
outros relatam que localizacéo das lesdes ndo se associam a depressao (SHI et al.,
2017; SINYOR et al., 1986).

Alguns trabalhos contestam a hipétese de que a localizacdo das lesbes
influencia no mecanismo da depressédo ao afirmar que ndo h4 associacdo entre os
fatores (GAINOTTI; MARRA, 2002; KUTLUBAEV; HACKETT, 2014; WEI et al., 2015).
Porém, Robinson et al. (1986) expde que a regido cortical do hemisfério cerebral
esquerdo, principalmente lesdes frontais, foi associada a um maior risco de depressao
do que lesbes apos AVEH no lado direito. Por outro lado, foi descrita uma correlagcéo
entre depressao e lesdes no hemisfério direito em pacientes com AVE apds 6 meses
(SUN et al., 2014).

Em uma meta-andlise, envolvendo 36 artigos, foi observado que o impacto
causado no hemisfério esquerdo estava frequentemente associado ao quadro
depressivo pos-AVE, tanto no estagio agudo como crénico. Lesfes no lobo frontal
esquerdo foram associadas ao transtorno (SHI et al., 2017). Estudos semelhantes
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também confirmam a relacdo da regido afetada com o transtorno (RAJASHEKARAN
et al., 2013; VATAJA et al., 2001).

Pacientes ansiosos-deprimidos apresentam maior ocorréncia de lesdes
corticais no hemisfério esquerdo quando comparados com 0sS que possuem somente
depressao. Estes ultimos, possuem lesGes em maior parte na por¢cdo subcortical do
cérebro. Ja os que apresentam apenas ansiedade, estdo associados a lesées no
hemisfério direito do cérebro (CHEMERINSKI; ROBINSON, 2000).

Esta relagédo pode ser explicada pela atuacdo dominante do hemisfério cerebral
esquerdo no controle das emocdes e linguagem, portanto, pacientes que sofreram
AVEH com lesGes cerebrais na por¢cdo esquerda apresentam maior susceptibilidade

a depressao e um grau de déficit neuroldgico mais grave (DAVIDSON; IRWIN, 1999).

1.7.2 Depressao, ansiedade e déficits cognitivos

A depressdo € forma mais comum de desordens neurologicas apds AVE,
fortemente relacionada a diminuicdo da recuperacdo funcional, no agravo dos
resultados fisicos e cognitivos e a propria qualidade de vida (GILSANZ et al., 2015;
KIM et al., 2015). Na literatura, autores apontam que 20% dos pacientes que sofreram
AVEH desenvolveram sinais de depressao (KOIVUNEN et al., 2015).

A clinica da depressdo envolve uma extensa e complexa variedade de
sintomas, pode-se destacar alguns como: alteragdes de humor, como a perda de
interesse ou apatia, alteracbes psicomotoras que envolvem astenia, agitagdo ou
retardo, alteracdes cognitivas também fazem parte, por exemplo, baixa autoestima,
culpa, retracdo social, além de disturbios de apetite/alimentacdo (LENZI; ALTIERI;
MAESTRINI, 2008).

Apesar do restrito conhecimento etiolégico da doenca, os casos de depressao
apos acidente ofidico sdo frequentemente associados a ativacdo da reacao
inflamatéria apds hemorragia intracerebral (LOUBINOUX et al., 2012). O evento, que
provoca O extravasamento sanguineo, lanca uma série de componentes
intravasculares, como leucdcitos, macréfagos, glébulos vermelhos e proteinas
plasmaticas no parénquima cerebral, sendo responsavel pelas lesdes neuroldgicas

(WU et al., 2018).
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Chemerinski e Robinson (2000) levantam a hipotese de que as lesdes
isquémicas podem comprometer os axénios que ascendem do tronco cerebral até o
coértex, causando uma deplecdo de aminas biogénicas (dopamina, noradrenalina,
serotonina) apos lesdes no lobo frontal e temporal do cérebro, afetando diversas vias

de sinalizacado (Figura 9).

Figura 9 - Teoria das vias aminérgicas na depressédo p6s-AVEH.

@ Serotonina
@ Norepinefrina
@ Dopamina

@ Acetilcolina

--=-= Lesdo apos AVCh

Fonte: adaptado de Loubinoux et al. (2012).

Com ocorréncia semelhantemente frequente a depressdo, a ansiedade se
manifesta principalmente em pacientes jovens com hemorragia intracerebral
(KOIVUNEN et al., 2015). Um estudo retrospectivo mostrou que 19% dos pacientes
jovens que tiveram episodios de AVE isquémico apresentaram ansiedade ap6s um
acompanhamento de 12 anos (WAJE-ANDREASSEN et al., 2013).

O diagnostico de desordens de ansiedade generalizada apdés-AVE requer a
presenca de um estado de preocupacéo continuo (a0 menos 6 meses) associado a
inquietacéo, falta de energia, dificuldade de concentracéo, irritabilidade, dentre outros
sintomas (CHEMERINSKI; ROBINSON, 2000).
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Déficits cognitivos funcionais sdo complicagbes secundarias frequentemente
relacionadas aos eventos hemorragicos cerebrais. Ao analisar pacientes que tiveram
AVE no hemisfério esquerdo do cérebro observou-se que o comprometimento
cognitivo esta associado a depressdo pos-AVE grave (ROBINSON et al., 1986).Em
seguida foram identificados déficits significativos em atividades que envolvam
linguagem, orientacdo temporal e execucdo motora (CHEMERINSKI; ROBINSON,
2000).

1.8 Modelos Animais em Neuropsicopatologia

Os estudos com seres humanos, particularmente em neurociéncias,
apresentam frequentemente sérias limitagdes éticas e de viabilidade experimental, o
que acaba favorecendo a realizacdo de testes em modelos animais. Tais modelos
permitem investigar 0os mecanismos envolvidos nas respostas fisiolégicas e
comportamentais/emocionais frente a diferentes desafios, sejam eles ambientais e/ou
farmacoldgicos (VAN DER STAAY, 2006). Sabendo-se que a transposicdo de
comportamentos observados em roedores para humanos € limitada, faz-se necessaria

a padronizacéao de critérios para validacdo de cada modelo animal.

Além de fatores neuroquimicos, os transtornos neurolégicos abrangem também
componentes comportamentais ou psicoldgicos. A obtencdo de modelos animais que
apresentem boa validade representa um desafio constante, especialmente devido ao
carater subjetivo do comportamento e a dificuldade de avaliar se 0 comportamento
analisado reflete algum aspecto da patologia observada em humanos. Modelos
animais padronizados, com claro conhecimento de suas vantagens e limitacdes,
favorece a aquisicdo de novos conhecimentos que seriam inviaveis de serem
analisados em humanos (VAN DER STAAY, 2006).

A compreensao dos mecanismos envolvidos em transtornos psiquiatricos é
facilitada pela utilizagdo de modelos animais validados associados a ferramentas
farmacoldgicas (POLLAK; MONJE; LUBEC, 2010). Sendo o modelo animal capaz de
reproduzir, mesmo que em escala reduzida, alguns aspectos centrais do transtorno
psiquiatrico, torna-se uma ferramenta valiosa na analise da multiplicidade de causas,
fatores genéticos, ambientais ou farmacologicos, além do estudo dos mecanismos de

comportamentos especificos, da sua fisiopatologia e auxiliam no desenvolvimento e
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predicdo de respostas terapéuticas para novos agentes farmacologicos (POLLAK;
MONJE; LUBEC, 2010).

Diversos testes comportamentais vém sendo aplicados para analisar os
componentes envolvidos e as caracteristicas dos transtornos neurolégicos humanos
em roedores, testes como, suspensao pela cauda para avaliar o perfil depressivo,
teste do labirinto em cruz elevado e marble burying para comportamento relacionado
a ansiedade. Tais testes ja foram amplamente caracterizados e farmacologicamente
validados (STERU et al., 1985; THOMAS et al., 2009).

A avaliacdo das manifestacdes neurologicas e psiquiatricas feitas o quanto
antes contribuem para a obtencdo de um diagndstico preciso, incrementando as
chances de recuperacao fisica, psicoldgica e cognitiva entre as vitimas de acidentes

ofidicos, consequentemente, diminuindo as taxas de morbidade. (ISLAM et al., 2018)

3 JUSTIFICATIVA

Identificar as alteracbes e os danos neurolégicos causados pelo ofidismo,
especialmente no contexto do envenenamento por Bothrops atrox, € de grande
importancia para diversas areas do conhecimento cientifico, particularmente para a
saude publica, devido ao impacto significativo que esse tipo de acidente gera. O
estudo dessas alteracfes pode fornecer dados importantes para o desenvolvimento
de tratamentos mais eficazes e especificos, além de ajudar a melhorar os protocolos
de manejo clinico dos pacientes vitimas de envenenamento, que ocorrem

principalmente em regides tropicais e subtropicais, como a Amazonia.

Danos e alteragcdes no sistema nervoso central sdo eventos considerados
pouco frequentes, porém de alta gravidade nos envenenamentos ofidicos no mundo
inteiro. Apesar de existirem estudos sobre os efeitos bioquimicos do veneno, ha uma
lacuna na pesquisa sobre as consequéncias neuroldgicas e comportamentais a longo
prazo. Mesmo diante da significativa associagdo entre acidente ofidico e alteracdes
neuroldgicas e comportamentais decorrentes, 0s mecanismos envolvidos nesse
processo permanecem insuficientemente esclarecidos. Os modelos animais
apresentam uma grande relevancia nos estudos de patologias, pois séo ferramentas
gque podem melhor elucidar diferentes tipos de mecanismo e com boa associacao

clinica. Porém, estudos em modelos animais a respeito dos efeitos de venenos de
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serpentes sobre danos no sistema nervoso central e suas repercussfes cognitivas e
comportamentais ainda nao foram relatados na literatura. Sendo assim, estudos pré-
clinicos sobre a teméatica sédo de elevado interesse clinico e de saude publica, uma
vez que favorecerdo a melhor compreensao da patofisiologia de acidentes ofidicos, e

a ocorréncia de patologias neurolégicas secundarias.

Assim, a pesquisa sobre o envenenamento por Bothrops atrox é essencial ndo
s6 para melhorar o tratamento dos pacientes envenenados, mas também para
avancar no conhecimento sobre as interacfes entre venenos e 0 sistema nervoso,

com potencial impacto em outras areas da neurociéncia.
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4 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar alteracbes neurologicas induzidas pela administracdo da peconha de
Bothrops atrox em camundongos.

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar se o veneno de B. atrox induz alteracbes comportamentais em
camundongos;

e Avaliar se o veneno de B. atrox provoca alteragBes histopatolégicas no
hipocampo em camundongos.
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5 METODOLOGIA
4.1 Animais

Todos os procedimentos realizados neste estudo passaram pela avaliacao e
aprovacio da Comisséo de Etica para o Uso de Animais (CEUA), sob protocolo LTBC
de nimero 9889663.

Foram utilizados 56 camundongos Balb/C, machos e fémeas, com idade entre
8 e 10 semanas, pesando entre 25 e 30g, provenientes do biotério do Instituto
Nacional de Pesquisa da Amazodnia (INPA). Os camundongos foram mantidos em
caixas de acrilico (570 cm2), em condigcbes controladas: de temperatura (24 + 1°C),
ciclo de luz claro-escuro de 12 horas, sem privacéo de alimento e 4gua, exceto durante
a realizagcdo do experimento. A manipulacdo e tratamento dos animais foram
realizados de acordo com protocolos experimentais adotando as normas e aprovagao
das CEUAs do INPA.

Figura 10 - Condi¢cdes de alojamento de animais.

Fonte: Instituto Nacional de Pesquisa da Amazdnica (INPA).

5.2 Veneno de Bothrops atrox

O veneno de B. atrox foi obtido de serpentes adultas (machos e fémeas)

mantidas no Museu da Amazoénia (MUSA) em Manaus, AM (mesma localidade de
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onde foram capturadas), onde se encontra instalado o Biotério Serpentario da
Fundacao de Medicina Tropical Dr, Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), catalogado no
Cadastro de Instituicdes de Uso Cientifico de Animais junto Conselho Nacional de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e IBAMA (n° 2065059). Apresenta aprovacoes
junto ao SISBIO (SISBIO-81181-1) e Comite de Etica no Uso de Animais (CEUA)
(parecer no 001267/2022.018/FMT-HVD/CEUA).

5.3 Procedimentos experimentais

Para a realizacdo dos procedimentos experimentais, os animais foram
organizados em diferentes grupos, com o objetivo de avaliar os efeitos do veneno de

B. atrox em diferentes concentracdes e tempos.

Cada grupo recebeu uma dose especifica de veneno (10ug, 30 pg e 70 ug) via
intraperitoneal (IP) (BARROS et al., 1998), além do grupo controle que nédo recebeu a
substancia. Apés a administragdo do veneno, 0S grupos se mantiveram expostos ao
veneno por periodos distintos: 24 horas, 72 horas e 7 dias, e entdo submetidos ao
teste de score de severidade neurolégica. Essa abordagem permitiu observar néo
apenas a resposta imediata dos animais ao veneno, mas também os efeitos a longo
prazo da exposicao. A distribuicdo dos grupos e a dosagem aplicada estao ilustradas
na figura 11, proporcionando uma visualizacdo clara do desenho experimental

adotado.



49

Figura 11 - Distribui¢c8o de doses de veneno x tempo.
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Fonte: préprio autor.

4.3.1 Score de severidade neuroldgica (SSN)

Desenvolvido para avaliar o impacto funcional pés-operatério em
camundongos, sendo uma ferramenta de grande utilidade para avaliar o perfil de
perda funcional cerebral e, posteriormente, a recuperacdo por livre estimulo ou por
inducéo de drogas. (FLIERL et al., 2009; JI et al., 2017) De acordo com Flierl e
colaboradores, no ano de 2010 foi padronizado o protocolo que se aplica a testes
experimentais em camundongos que contempla 10 tarefas distintas para analise da
habilidade motora, equilibrio e alerta. As tarefas foram realizadas nas dependéncias
do biotério central do INPA seguindo a sequéncia descrita na tabela 6. Atividades
como equilibrio e caminhada em viga foram realizadas com o auxilio do Beam Walking
Test (Figura 12).

Para cada tarefa foi atribuida uma nota 1 ou 0 (1 para falha de execucdo da
tarefa e O para sucesso). Desse modo, 0 score varia entre 0 para animais saudaveis

ou sem injuria cerebral e 10 para animais severamente impactados (Tabela 6).
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Tabela 6. Score de severidade neurolégica apds a administragcdo do veneno de B. atrox em
camundongos.

Tarefa Descricdo Pontuacéao

Sair de um circulo Habilidade e iniciativa de sair de uma 0/1
arena circular em 3 min

Monoparesia’/hemiparesia Paresia de membro inferior ou superior 0/1

Caminhadareta Iniciativa e habilidade motora de caminhar 0/1
em linha reta

Reflexo de susto Reflexo inato: o camundongo ira pular em 0/1
resposta a uma palma forte

Comportamento Comportamento fisiolégico com sinal de 0/1

exploratério interesse pelo ambiente

Equilibrio em viga Habilidade de se equilibrar em uma viga 0/1
de 7mm por 10 seg.

Equilibrio em vigaredonda  Habilidade de se equilibrar em uma via 0/1
redonda de 5mm de didmetro por 10 seg.

Caminhar em viga de 3cm Habilidade de atravessar uma viga de 0/1
30cm de comprimento e 3cm de largura

Caminhar em viga de 2cm Mesma tarefa anterior com largura de 2 0/1
cm

Caminhar em vigade 1cm Mesma tarefa anterior com largura de 1 0/1
cm

TOTAL 0al0

Fonte: Flierl et al., 2009.

Figura 12 - Beam Walking Test. Aparato de avaliagdo do comportamento motor em lesfes
neurolégicas.
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4.3.2 Processamento Histoldgico

Finalizadas as atividades descritas anteriormente, o0s animais foram
submetidos a eutanésia sendo anestesiados com tribromoetanol (0,1ml para cada 10g
/peso animal) e tendo o térax aberto para realizacdo de perfusdo trans cardiaca
através do ventriculo esquerdo. Em seguida, foram decapitados e seus cérebros

retirados, mantidos em formol tamponado a 10%.

Todas as amostras foram processadas no Laboratorio de Histologia Funcional
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas na Universidade Federal do Amazonas (Figura 13).

Figura 13 - Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade
Federal do Amazonas (UFAM).

ICB 01
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Fonte: préprio autor.

Para o processamento histolégico, os encéfalos foram retirados da solugéo de
formol, cortou-se a porgéo posterior e aproximadamente 2mm da parte rostral com o
auxilio de um bisturi. Posteriormente, foram colocados em cassetes histoldgicos e

identificados para continuidade do processo (Figura 14).
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Figura 14 - Processamento das amostras para anédlise
histologica.

Fonte: préprio autor.

Iniciou-se a etapa de desidratacdo e clarificagdo, adaptada de acordo com o
tipo de material processado, com banhos periodizados e em diferentes concentracdes
de alcool e xilol. As amostras passaram pela bateria de desidratacdo na seguinte
sequéncia: alcool 70%, alcool 80%, &lcool 96%, alcool absoluto e xilol, permanecendo

cerca de 30 minutos em cada.
Figura 15 - Bateria de desidratacao.
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Fonte: préprio autor.
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Seguiu-se para a etapa de impregnacado, onde as amostras passaram por dois
banhos de parafina liquida na estufa a 60°C por 60 min/cada e apds, foram
emblocadas. Foram realizados cortes coronais 5 micrometros em microtomo RM-2245
(Leica—Wetzlar, Germany). Os cortes foram colocados em banho maria, com
temperatura entre 30°C e 40°C, para o estiramento das fitas com tecido cerebral e

fixacdo das laminas.

Figura 16 - Procedimento histolégico. A. Amostra sendo emblocada. B. Amostras em blocos de
parafina prontas para corte. C. Corte de amostra no micré6tomo.

Fonte: préprio autor.

Apos estes procedimentos histologicos, as laminas obtidas do tecido neuronal
foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) e analisadas em microscépio DM500
(Leica) acoplado a um sistema de camera wi-fi Leica ICC50, utilizando o software LAS
EZ versdo 3.4.0. Os cortes foram analisados na regido do hipocampo,

compreendendo a area do corno de Ammon e estrato hipocampal.
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Figura 17 - Representacdo do hipocampo. As regifes CAL, CA2 e CA3
compreendem a area do corno de Ammon.

Hipocampo

Fonte: Adaptado de Deltagen; Mikula et al. (2007).

A andlise histopatoldgica foi realizada baseada nos seguintes achados:
vacuolizacgéo tissular, degeneracdo neuronal com halo perinuclear e edema. Cada
critério foi categorizado em: ausente; brando; moderado e severo. O patologista

responsavel pelas analises ndo teve acesso prévio ao tratamento dos animais.

5.3.3 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados serdo representados pela média +/- o erro padrdo e seréo
analisados usando o GraphPadPrism. As andlises foram feitas, de acordo com o grupo
experimental, por ANOVA de uma ou duas vias seguido do pds-teste de Dunnett. Em
todos os casos, diferengas com p<0,05 foram consideradas significativas.
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6 RESULTADOS

Os camundongos Balb/C foram inoculados via IP com diferentes doses de Vba
e solucao salina para o grupo controle. Os animais que receberam a dose de 70 ug
do veneno néo sobreviveram apos 24 horas, dessa forma esta dosagem néo foi mais
utilizada nos tempos seguintes. Os que sobreviveram a exposi¢cdo 0 veneno, nao
apresentaram sinais clinicos aparentemente significativos. No entanto, seus cérebros
foram submetidos a andlises histopatologicas com intuito de rastrear e identificar

possiveis alteracfes desencadeadas.

5.1 Score de Severidade Neuroldgica

Apés analise dos dados coletados nos grupos, constatou-se que nao foram
encontradas significancias estatisticas entre as variaveis estudadas. Os resultados da
pesquisa revelaram que as diferencas observadas nos comportamentos dos grupos
nao alcancaram niveis de relevancia estatistica, indicando que as variacdes
encontradas podem ter ocorrido por mero acaso ou devido a fatores n&o identificados
nesta investigagdo (Figura 18). Essa constatacdo ressalta a importancia de
investigacdes futuras a fim de obter uma compreensdo mais completa e precisa do

fendbmeno em questéao.

Figura 18 - Score de alteragBes neuroldgicas. Animais administrados com veiculo ou BaVVba
em diferentes concentracdes foram avaliados quanto a altera¢des neuroldgicas (mouse closed
head injury model) em 24h (A), 72h (B) e 7 dias (C). Os resultados foram expressos
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6.2 Avaliacéo histopatoldgica do cérebro de camundongos

A leitura das laminas foi realizada com a colaboracdo de um patologista, em
um procedimento as cegas, com o objetivo de identificar quaisquer alteracdes
histolégicas presentes. Essa abordagem garantiu a imparcialidade na avaliacéo,
permitindo um levantamento minucioso das altera¢cdes observadas. Ao avaliar a
regido do hipocampo foi observado que os camundongos envenenados apresentaram
algumas alteracdes perceptiveis, como a presenca de vacuolos tissulares pela
extensdo dos estratos, que tendem a aumentar em resposta a estimulos externos ou
lesbes; degeneracdo neuronal com halo perinuclear, representada pela cabeca de
seta nas figuras 19B e 19C e edema.

Figura 19. SecOes representativas cortes histolégicos de cérebros de camundongos tratados
com solucgéo salina (Cont) ou Vba (10, 30 ou 70pg/animal i.p.) avaliados 24 e 72h. As figuras A-
D séo representativos de cortes aleatérios entre os grupos, ilustrando cortes considerados sem
alteracdes (A), alteracdes leves (B), moderadas (C) e intensa (D). Setas representam
vacuolizacéo tissular, cabeca da seta representa degeneracdo neuronal com halo perinuclear,
asterisco representa neurénios irregulares e area entre chaves representa edema.
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7 DISCUSSAO

Os presentes resultados preliminares sugerem que a administracao sistémica
do veneno de B. atrox em camundongos pode prejudicar o perfil funcional cerebral
desses animais, incluindo tarefas motoras, de equilibrio e de alerta. Tais alteragées
parecem ser transitorias, uma vez que o desempenho dos animais no teste do SSN
foi pior 24 horas ap0s a administracdo, em comparacao aos testes realizados 72 horas

ou 7 dias ap06s a administracdo do veneno.

O teste de Score de Severidade Neuronal é usualmente realizado para avaliar
a gravidade da injuria cerebral traumatica em modelos animais, como uma forma de
mensurar as perdas das fun¢des cerebrais relacionadas a diferentes fatores causais
(FLIERL, 2009; TSENTER, 2007), assim como para avaliar os efeitos de intervencdes
terapéuticas (BENI-ADANI et al., 2001; PANIKASHVILI et al., 2001; BENI et al., 2004;
BIEGON et al., 2004; YATSIV et al.,, 2005). O SSN ¢é baseado na habilidade dos
camundongos em realizar 10 diferentes tarefas que avaliam a funcdo motora e
neurocomportamental em roedores. O SSN é de interpretacéo objetiva e relativamente
independente da avaliacdo subjetiva do investigador individual, o que evita o

surgimento de viés.

Trabalhos da literatura descrevem que o grau de comprometimento neuroldgico
apés trauma, avaliado através do Score de Severidade Neuronal, j& apresenta
alteracdes perceptiveis nas primeiras 24 horas ap6s o trauma, sendo que,
posteriormente, observa-se uma recuperacdo espontanea parcial dentro do periodo
de uma semana (STAHEL et al., 2000; BENI-ADANI et al., 2001; LEINHASE et al.,
2007). Os dados do presente trabalho corroboram tais achados, uma vez que o
desempenho dos animais mensurado pelo SSN representa maior comprometimento
exatamente no grupo testado 24 horas apos a administracdo do veneno. J& 0s grupos
testados 72 horas e 7 dias ap6s a administracdo apresentam uma recuperacao
progressiva da performance no teste. Se faz importante destacar que a comparagao
do desempenho do grupo controle entre esses mesmos tempos de teste apresentou
um perfil de desempenho oposto, sendo que os animais testados 7 dias apls a
administracdo do veiculo apresentaram um prejuizo de performance no teste em
comparacao ao grupo também tratado com veiculo e testado apés 24 horas.

Dados da literatura mostram que a perda de memoria (especialmente memoéria
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anterograda, que representa uma dificuldade em armazenar ou recuperar novas
informacbes) e disfuncdes neurocomportamentais estdo entre as sequelas
decorrentes de injurias cerebrais, tanto em modelos animais quanto em humanos
(TSENTER, 2007; SALMOND et al., 2005). Nesse sentido, considerando a
administracdo de Vba como um fator causal de injaria cerebral, pode-se considerar
gue a possivel perda de memdria no grupo tratado potencializou a melhora no

desempenho dos animais ao longo dos dias.

Desse modo, 0 grupo testado 72 horas ou 7 dias ap0s a administracdo do
veneno nao teria consolidado a memoaria estressante relacionada a administracéo e
manipulacdo, além do estresse do proprio adoecimento e do convivio em homecage
com outros animais agudamente adoecidos. Nesse mesmo sentido, podemos sugerir
gue os animais do grupo controle, que nao tiveram a perda de memoaria anterograda
vivenciaram o estresse e 0 adoecimento de maneira mais intensa, o que pode ter
contribuido para a perceptivel piora no desempenho do grupo controle quanto maior
o tempo percorrido entre a administracdo e o teste.

Apesar de o estresse nao ser considerado diretamente uma causa de leséo ou
injuria cerebral, sabe-se que este aumenta niveis de glutamato em estruturas
cerebrais como cortex pré-frontal e hipocampo (POPOLI et al., 2011; SEARS, S.M,
HEWETT, S. J, 2021; MUSAZZI et al., 2011). Adicionalmente, dados consistentes da
literatura relacionam excesso de glutamato com dano neuronal (NEVES et al., 2023;
LAU A, TYMIANSKI M., 2010). Portanto, pode-se especular que o estresse foi um fator
responsavel, pelo menos em parte, pela alteracdo no Score dos grupos controle
guando comparados entre si, nos 3 tempos de intervalo entre a administracdo e o

teste.

Sabe-se que modelos animais de injuria cerebral ndo sdo desenvolvidos com
base na exposi¢cdo dos animais a fatores estressantes, porém, estes ultimos tem clara
relacdo com as consequéncias neuroldgicas do dano neuronal (HOWLETT et al.,
2022). Nao podemos deixar de considerar que outros fatores podem ter influenciado
no fato de o resultado do SSN ter sido diferente nos grupos controle quando testados
24h, 72h ou 7 dias apO0s a administracdo do veneno. Tal alteracdo pode estar

influenciando nossos resultados.
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Vale destacar que foi observada uma ampla variagcéo individual no score entre
0s animais do mesmo grupo (tanto no controle quanto nos administrados com o
veneno). Essa alteracdo pode ser explicada por varios fatores, dos quais podemos
citar a escolha da linhagem usada e fatores ambientais. Além do fato de o nimero de
animais usados ter sido relativamente reduzido. Flierl e colaboradores (2008)
realizaram a padronizacdo de um modelo de injaria cerebral em camundongos na
linhagem C57BL6, discutindo que o impacto neurolégico da injaria pode ser variavel

entre linhagens e até mesmo entre animais knockouts.

Ap6s a andlise do SSN, que fornece uma avaliacdo quantitativa das
deficiéncias motoras e comportamentais em camundongos, torna-se imprescindivel
investigar as alteragcdes subjacentes que podem estar contribuindo para essas
manifestacdes. Nesse contexto, a investigacdo histoldégica desempenha um papel
crucial na compreensdo dos mecanismos patologicos envolvidos. Por meio desta, é
possivel identificar as alteracdes morfolégicas em neurdnios e outros tipos celulares,
como a presenca de vacuolizacdo, degeneracdo e inflamacdo, assim como a
avaliacao da integridade das redes neuronais, crucial para a plasticidade sinaptica e
a manutencédo das funcdes cognitivas. Essas alteracdes podem ser indicativas de
processos de neurotoxicidade ou neurodegeneracdo, que séo frequentemente
associados a diversos disturbios, incluindo a depressdo (TOGHYANI et al., 2021).
Adicionalmente, possibilita avaliar também as alteragdes na arquitetura cerebral em
resposta a intervencdes de interesse cientifico, permitindo identificar regides cerebrais
alvo especificas. O mapeamento de areas como o hipocampo, cértex pré-frontal e
amigdala fornece dados valiosos sobre como as disfungées em diferentes circuitos
neuronais se correlacionam com comportamentos alterados, como ansiedade e
déficits de memoaria (DUMONT et al., 2018).

Como resultado da analise histolégica, observaram-se alteracBes
degenerativas relevantes em neurdnios hipocampais. A presenca de vacuolizacdo
tissular, edema e degeneragdo neuronal nas camadas CA2 e CA3 do hipocampo
sugere um comprometimento funcional dessas regides, que Sao cruciais para

processos de memdria e aprendizado.

Estudos ja demonstraram a importancia do hipocampo para o aprendizado e
memoria (PEROSA et al., 2020; WALL, P.M.; MESSIER, C., 2001), além de estar

envolvido na modulacao da habilidade motora por meio da integracao de informacgdes
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sensoriais e motoras. A ativagédo hipocampal pode influenciar na execucao de tarefas
motoras complexas, como a coordenacdo motora fina e o controle do movimento
(GHEYSEN et al., 2010). Do mesmo modo, a sua disfuncdo tem sido associada a
dificuldades no equilibrio e na coordenacgédo, especialmente em condi¢des que afetam
a neuroplasticidade, como a idade avancada ou lesdes cerebrais (RAMANOEL et al.,
2019). A importancia do hipocampo no perfil funcional cerebral é inegavel, pois ele

integra e modula habilidades motoras, de equilibrio e de alerta.

Algumas regides do encéfalo sdo mais suscetiveis ao dano neuronal quando
comparadas a outras regides, sendo o hipocampo a regido mais vulneravel e mesmo
dentro de sua estrutura as alteragdes celulares ndo séo uniformes (SCHREIBER e
BAUDRY,1995). Trabalhos anteriores com roedores (KIRINO, 1982; PULSINELI et al.,
1982) e com humanos (PETITO et al., 1987; HORN e SCHLOTE, 1992) mostraram
gue um quadro isquémico causou a morte seletiva de neurénios no hipocampo entre
24 a 72 horas apos o evento, principalmente nas regides CAl e CA2. Apesar da morte

neuronal, as demais células astrogliais e vasculares sobreviveram.

Outros autores ja demonstraram que a vacuolizacdo neuronal é
frequentemente associada a morte celular programada (apoptose) e a
neurodegeneracdo (PESTANA, 2010; CASTAGNA et al., 2016). O edema cerebral,
por sua vez, € um indicativo de disfuncdo da barreira hematoencefalica, que pode
resultar em alteracbes homeostaticas que favorecem a excitotoxicidade,
especialmente em resposta a insultos neurotoxicos como a administracdo de veneno
de cobra (VBa) (ARCHIE et al., 2021).

O presente trabalho foi realizado utilizando técnica histolégica convencional,
com coloragdo em hematoxilina-eosina (HE), amplamente empregada para uma
avaliacdo abrangente das alteracdes morfologicas teciduais. Embora a coloracédo HE
forneca informacdes valiosas sobre a arquitetura celular e a presenca de lesdes, uma
analise mais robusta dos processos patoldgicos seria alcangcada com a aplicagdo da
imunohistoquimica. Esta técnica permitiria a identificacdo especifica de proteinas e
marcadores moleculares relevantes, complementando os dados existentes e

validando de forma mais precisa as alteracfes neuronais observadas.



61

8 CONCLUSAO

A analise dos acidentes ofidicos envolvendo Bothrops atrox revela a
complexidade das acdes locais e sistémicas do veneno, que podem provocar danos
neuronais significativos e, consequentemente, alteragbes comportamentais nos
individuos afetados. Embora os resultados do teste de severidade neurolégica tenham
se mostrado ambiguos, indicam um possivel comprometimento do perfil funcional
cerebral, sugerindo que a exposicdo ao veneno pode afetar negativamente fungcdes
cognitivas e motoras. As analises histolégicas corroboram essa hipétese,
evidenciando a presenca de edema, vacuolizagao tissular e degeneracao neuronal.
Tais achados reforcam a necessidade de uma investigacdo mais detalhada sobre os
efeitos diretos ou indiretos do veneno de B. atrox no SNC, em relagcdo aos

mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos e impactos clinicos dos mesmos.
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