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RESUMO

No Brasil, os envenenamentos ofidicos sdao mais prevalentes na regiao
amazonica, caracterizada por areas remotas de dificil acesso que dificultam o
tratamento adequado e exacerbam o quadro de envenenamento. As toxinas dos
venenos das serpentes, como as metaloproteinases, causam lesdo aguda das
células musculares ao interferir nos fatores de coagulagdo e na fungao
plaquetaria. Além das metaloproteinases, as fosfolipases também
desempenham um papel crucial nas lesées cardiacas, sendo responsaveis pela
degradacéo de fosfolipidios nas membranas celulares, levando a ruptura celular
e a morte de células musculares cardiacas, o que pode agravar ainda mais o
dano cardiaco em casos de envenenamento. O objetivo deste estudo foi
descrever os niveis dos marcadores de lesdo cardiaca: proteina de ligagao a
acidos graxos do tipo cardiaco (FABP3), creatina quinase MB (CK-MB), peptideo
natriurético do tipo B (NTproBNP) e troponina | no envenenamento por Bothrops
atrox. O estudo observacional foi conduzido com 80 pacientes vitimas de
envenenamento por B. atrox tratados num hospital de referéncia em Manaus, na
Amazonia brasileira. Os pacientes foram avaliados nos tempos TO (antes da
administragdo do soro antiofidico) e T48 (48 horas apds), com processamento
das amostras em duplicata para a detec¢cao e medicdo de enzimas cardiacas
circulantes pelos biomarcadores cardiovasculares. Foram incluidos 80 pacientes
com envenenamento botropico e 20 doadores saudaveis como grupo controle.
Os resultados mostraram que os parametros de hemostasia estavam alterados
na admissao (T0), mas retornaram ao normal em 48 horas (T48). O biomarcador
FABP3 estava significativamente elevado em TO (P<0,001), reduzindo-se em
T48. Na correlacao entre os marcadores cardiacos e de hemostasia, em TO0, alfa
2-antiplasmina foi negativamente correlacionada com FABP3 (P=0,017),
enquanto FDP (P=0,051), fator tecidual (P=0,022) e fator VII foram positivamente
correlacionados com troponina | (P=0,008) e o fator X foi negativamente
correlacionado com CKMB (P=0,045). Apenas FABP3 correlacionou-se
positivamente com os niveis séricos de veneno de Bothrops em TO (P=0,040) e
T48 (P=0,034). Esses resultados preliminares indicam uma associagao
significativa entre a coagulopatia induzida pelo envenenamento botropico e a

lesdo cardiaca. Concluimos que o monitoramento dos biomarcadores cardiacos



€ crucial para a avaliagao do risco de lesdo cardiaca em pacientes afetados, o

que pode contribuir para um manejo clinico mais eficaz e direcionado.

Palavras-chave: Envenenamento botrépico; lesdo cardiaca; coagulopatia;
proteina de ligacdo a acidos graxos do tipo cardiaco, creatina quinase MB,

peptideo natriurético do tipo B; troponina |



ABSTRACT

In Brazil, snake envenomations are more prevalent in the Amazon region,
characterized by remote areas with difficult access, which hinders adequate
treatment and exacerbates the severity of envenomation. Snake venom toxins,
such as metalloproteinases, cause acute muscle cell injury by interfering with
coagulation factors and platelet function. In addition to metalloproteinases,
phospholipases also play a crucial role in cardiac injuries by degrading
phospholipids in cell membranes, leading to cell rupture and death of cardiac
muscle cells, which can further aggravate cardiac damage in envenomation
cases. The aim of this study was to describe the levels of cardiac injury markers:
heart-type fatty acid-binding protein (FABP3), creatine kinase MB (CK-MB), B-
type natriuretic peptide (NTproBNP), and troponin | in Bothrops atrox
envenomation. The observational study was conducted with 80 patients who
suffered B. atrox envenomation treated at a reference hospital in Manaus, in the
Brazilian Amazon. Patients were evaluated at TO (before antivenom
administration) and T48 (48 hours after), with samples processed in duplicate for
the detection and measurement of circulating cardiac enzymes using
cardiovascular biomarkers. The study included 80 patients with Bothrops
envenomation and 20 healthy donors as the control group. Results showed that
hemostasis parameters were altered upon admission (T0) but returned to normal
at 48 hours (T48). The FABP3 biomarker was significantly elevated at TO
(P<0.001), decreasing at T48. In the correlation between cardiac and hemostasis
markers at TO, alpha 2-antiplasmin was negatively correlated with FABP3
(P=0.017), while FDP (P=0.051), tissue factor (P=0.022), and factor VIl were
positively correlated with troponin | (P=0.008), and factor X was negatively
correlated with CKMB (P=0.045). Only FABP3 was positively correlated with
Bothrops venom serum levels at TO (P=0.040) and T48 (P=0.034). These
preliminary results indicate a significant association between coagulopathy
induced by Bothrops envenomation and cardiac injury. We conclude that
monitoring cardiac biomarkers is crucial for assessing the risk of cardiac injury in
affected patients, which may contribute to more effective and targeted clinical

management.



Keywords: Bothrops envenomation; cardiac injury; coagulopathy; Heart-type
fatty acid-binding protein; Creatine kinase-MB; B-type natriuretic peptide;

Troponin |.
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1. INTRODUGAO

1.1 Epidemiologia dos envenenamentos ofidicos

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) classifica os envenenamentos
ofidicos como um grave problema de saude negligenciado globalmente. As
mortes e sequelas, que afetam principalmente jovens em idade produtiva, tém
um impacto social e econdmico significativo. A alta incidéncia de acidentes em
todo o mundo torna o ofidismo um problema emergente de saude publica global.
(WORD HEALTH ORGANIZATION, 2020). Eles constituem importante causa de
morbidade e mortalidade, especialmente na Asia, Africa Subsaariana, América
Latina e partes da Oceania. As estimativas globais mostram que s&o registrados
anualmente pelo menos 1.8 milhdes de acidentes ofidicos e 81.000 mortes. Na
América Latina e Caribe ocorrem anualmente pelo menos 137.000 acidentes
ofidicos e 3.400 mortes (Figura 1) (GUTIERREZ et al., 2017).

Figura 1: Distribuicdo geografica de envenenamentos ofidicos no mundo

Numeros Globais
1.8-2,7 milhdes de envenenamentos

81,000-138,000 mortes

7-15 mortes 30-128 mortes

!

Estados Unidos e Canada Europa
3,800-6,500 envenenamentos 8,000-9,900 envenenamentos

Asia
1.2-2.0 milhdes de envenenamentos
57,000-100,000 mortes

— ey
América Latina e Caribe
137,000-150,000 envenenamentos
3,400-5,000 mortes

Africa e Oriente Médio Oceania
435,000-580,000 envenenamentos 3,000-5,900 envenenamentos

20,000-32,000 mortes 200-520 mortes

Fonte: GUTIERREZ et al., 2017.



21

No Brasil, os envenenamentos ofidicos representam um significativo
problema de saude publica pela frequéncia com que ocorrem. Em 2022, o
coeficiente de incidéncia no Brasil foi de 14,55/100 mil habitantes. As Regides
Norte n=10.284 (34,81%) e Nordeste n=8.822 (29,86%) notificaram juntas quase
dois tercos dos acidentes ofidicos, mesmo nestas estando apenas 36% da
populagao brasileira. Os maiores coeficientes de incidéncia por ofidismo foram
observados nos Estados de Roraima (68,64/100 mil habitantes.), Para
(65,27/100 mil habitantes) e Amapa (52,41/100 mil habitantes). A Regido Norte,
como um todo, apresentou coeficiente de incidéncia de 55,26/100 mil habitantes,
cerca de 4,1 vezes o coeficiente de incidéncia do Brasil (BRASIL. MINISTERIO
DA SAUDE, 2023).

Nesse contexto, o estado do Amazonas em numero absoluto de casos
notificados registrou 1.955 (6,62%), sendo o segundo estado da Regido Norte
com o maior numero de casos, com incidéncia de 49,57/100 mil habitantes
(Tabela 1) (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2023).

Tabela 1: Numero absoluto e proporgédo de envenenamentos ofidicos e ébitos e coeficientes de

indecéncia e letalidade segundo a regido e a UF de ocorréncia — Brasil, 2022.

2022 Casos Obitos Cogficiente de inci_déncia Taxa de letalidade
N o N % (acidentes/100 mil hab.) (%)
Regido Norte 10.284 34,81 36 38,30 55,26 0,35
Rondénia 494 167 1 1,06 30,02 0,20
Acre 460 156 2 213 49,73 043
Amazonas 1.955 6,62 n 11,70 49,67 0,56
Roraima 566 192 6 638 68,64 1,06
Para 5695 19,28 14 14,89 65,27 025
Amapa 443 150 2 213 52,41 0,45
Tocantins 671 2.27 0 0,00 43,18 0,00

Fonte: BRASIL. Ministério da Saulde, 2023

Ainda, foram registrados 29.543 casos de envenenamentos ofidicos,
sendo 20.566 por serpentes do género Bothrops, representando 69,61% do total

de casos de envenenamentos ofidicos no pais (Figura 2), com 67 O&bitos
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registrados e uma letalidade associada de 0,33% de acordo com os dados do
SINAN.

Figura 2: Distribuicdo espacial dos envenenamentos botrépico por municipio no ano de 2022.

Botrépico 2022 - j 3
< Ms ,T Ty
0-2 \\ Y z\? [;,\ /
3-8 —y p 4 ol ‘V’R;F' :
¢ r e 4~
o 15 e\
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. 70 - 122 iy
Il 123 - 207 P e & 0 500 1.000 km

Fonte: BRASIL. Ministério da Saulde, 2023.

As notificagdes de envenenamento botrdpico na Regido Norte podem ser
mais elevadas em areas remotas da Amazoénia brasileira devido a subnotificagcao
consideravel dos casos. Essa subnotificacdo € resultado das atividades rurais
das vitimas, especialmente aquelas envolvidas em agricultura, caca e
silvicultura, bem como da dificuldade de acesso as unidades de saude. Esses
fatores tornam esses grupos os mais afetados, sugerindo um risco ocupacional
significativo (CAMPOS BORGES; SADAHIRO; DOS SANTOS, 1999). Além
disso, o tempo médio para chegar a uma unidade de saude é consideravelmente
maior nessa regido quando comparado com outras regides do Brasil (BRASIL,
2019). E o estado do Amazonas tem uma incidéncia de 48,12 casos de
envenenamento botropico por 100.000 habitantes, com uma letalidade de 0,6%.

Sendo o segundo estado da Regido Norte com a maior taxa de notificagdes,
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registrando 1.852 casos, ficando atras apenas do Para, que registrou 5.203
casos (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

1.2 As serpentes da Amazénia Brasileira

No Brasil, existem cerca de 366 espécies de serpentes, distribuidas em
78 géneros e 10 familias. Destas, aproximadamente 15% sao pegonhentas,
pertencendo a duas familias: Viperidae, que inclui os géneros Bothrops, Crotalus
e Lachesis; e Elapidae, que abrange os géneros Micrurus e Leptomicrurus
(Figura 3). O género Bothrops é o principal responsavel pelos envenenamentos
ofidicos na Amazdnia brasileira (87,0%), seguido pelos géneros Lachesis (7,9%),
Crotalus (4,7%) e Micrurus (0,4%) (ALCANTARA et al., 2018; CARDOSO, JOAO
& FRANCA et al., 2003).

Figura 3. Serpentes envolvidas nos envenenamentos em humanos na Amazonia
Brasileira. Imagens das oito principais espécies de serpentes responsaveis por

envenenamentos (A-H).

Lachesis muta ‘Crotaliis durissus
Fonte: HUI WEN et al., 2015

Nas areas de floresta tropical da Amazénia brasileira, encontram-se as
seguintes espécies de serpentes do género Bothrops: B. atrox, B. bilineatus, B.
brazili, B. marajoensis e B. taeniatus (ALCANTARA et al., 2018; DA SILVA
SOUZA et al., 2018; DE OLIVEIRA et al., 2018; HUI WEN et al., 2015).A espécie
Bothrops atrox é a mais comum na Amazodnia e a principal causadora dos
acidentes ofidicos nessa regiao (Figura 4) (DE OLIVEIRA PARDAL et al., 2017;
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HUI WEN et al., 2015). Esta espécie esta amplamente distribuida na América do
Sul, exceto no Paraguai, Argentina e Uruguai, ocorrendo predominantemente em
toda a Amazénia (CAMPBELL; WILLIAM W et al., 2004).

Figura 4: Exemplar juvenil de jararaca-do-norte (Bothrops atrox), em repouso sobre um galho.

Fonte: Paulo Bernarde, 2023.

A B. atrox é uma espécie generalista, de coloragéo criptica, podendo
ultrapassar 1,5 metro de comprimento (OLIVEIRA; MARTINS, 2001). Pode ser
encontrada tanto em areas de floresta quanto em pastagens, areas agricolas e
até urbanas. E uma serpente ativa principalmente a noite; os adultos cacam
preferencialmente no ch&o, enquanto os juvenis sdo mais encontrados na
vegetacdo (OLIVEIRA; MARTINS, 2001; TURCI et al., 2009). Comumente
conhecida como jararaca, surucucurana, surucucu, surucucu-do-barranco, boca-
podre e comboia (BERNADE; GOMES, 2012; DE OLIVEIRA et al., 2018), essa
diversidade de nomes populares pode confundir a identificagdo da serpente
causadora do acidente pela populacao local, uma vez que B. atrox e Lachesis
muta compartilham o nome popular "surucucu" em certas areas da Amazdnia
brasileira (BERNADE; GOMES, 2012; HUI WEN et al., 2015).
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1.3 O envenenamento botrépico

Os envenenamentos botropico resultam da inoculagdo de pegonha
produzida por glandulas venenosas através de presas especializadas, podendo
causar alteragbes locais e sistémicas na pessoa acidentada (MOREIRA et al.,
2020). Estes, caracterizam-se por manifestagdes clinicas locais, como edema,
equimose e dor. Podem surgir bolhas com conteudo seroso, hemorragico ou
necrotico. As marcas das presas no local da picada geralmente sao visiveis,
assim como o sangramento nos pontos de inoculagdo. Poucas horas apds o
acidente, pode aparecer linfadenomegalia regional, com ganglios aumentados e
dolorosos (BRASIL, 2019).

Na Amazoénia, os dados clinicos de envenenamento por Bothrops atrox
revelam que a dor e o edema sao as manifestacdes locais mais frequentes,
ocorrendo em mais de 90% dos pacientes. Além disso, foram observadas a
presenca de equimose em 8,7% dos casos, formagao de bolhas em 1,7%,
necrose tecidual em 12,3%, e celulite causada por infeccdo bacteriana
secundaria em 40% dos pacientes. Complicagdes adicionais incluem sindrome
compartimental, déficit funcional e, em alguns casos, amputagdo (Figura 5)
(CAMPOS BORGES; SADAHIRO; DOS SANTOS, 1999; DE OLIVEIRA
PARDAL et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2019; SOUZA, 2002).

Figura 5: Manifestagdes locais apés envenenamento botrépico. A. Picada ocorreu na mao
direita, presenga de bolhas, evoluindo para necrose 5 dias apds o envenenamento. B. Picada
em membro inferior direito, com presenca de edema e bolhas. C. Paciente com presencga de
abscesso e celulite por infecgdo bacteriana secundaria na regido dorsal do pé esquerdo, 48h

apos a picada.

Fonte: Centro de Pesquisa Clinica em Acidentes por Animais (CEPCLAM)
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Em um estudo conduzido por Feitosa e colaboradores (2015), observou-
se que a um melhor conhecimento da gravidade e mortalidade por serpentes
pode levar a uma gestdo mais eficaz, incluindo encaminhamento imediato para
centros terciarios quando necessario, € uma resposta efetiva dos sistemas de
vigilancia e dos formuladores de politicas, sdo essenciais para reduzir a
mortalidade e as sequelas em grupos vulneraveis. Fatores de risco para a
gravidade e letalidade de envenenamentos por serpentes no estado do
Amazonas foram descritos com base nas informagdes das fichas de notificagao
do SINAN. Entre os fatores associados a gravidade estdo a idade <15 e 265
anos, a ocorréncia de acidentes na zona rural, acidentes ocupacionais e a busca
por assisténcia médica apés mais de 6 horas do incidente. A letalidade foi
associada a idade =65 anos e a demora superior a 6 horas para procurar
assisténcia médica (FEITOSA et al., 2015).

As principais manifestacbes sistémicas do envenenamento botropico
reportadas incluem cefaleia, tontura, nauseas, vOmitos, alteracdes da
coagulagdo e sangramentos, podendo evoluir para choque (DE OLIVEIRA
PARDAL et al., 2017; TURCI et al., 2009). Complicagdes sistémicas graves,
como lesao renal aguda, septicemia, cardiotoxicidade e neurotoxicidade também
podem ocorrer (DE OLIVEIRA et al.,, 2018; MALBRANQUE et al.,, 2008;
SACHETT et al.,, 2017). Entretanto, assim como em muitos viperideos, a
gravidade do envenenamento botrépico € amplamente atribuida aos disturbios
hemostaticos, que resultam em incoagulabilidade sanguinea, eventos
trombdticos e diversos tipos de sangramentos, incluindo gengivorragia,
hematuria, sangramento conjuntival e hematémese (DE OLIVEIRA et al., 2018;
MALBRANQUE et al., 2008).

Embora sejam raros, casos de AVC hemorragico associados a
hipertenséo arterial e ao atraso na assisténcia médica tém sido relatados na
regido (SILVA DE OLIVEIRA et al., 2017). Além disso, também ha registros de
AVC isquémico relacionados a longos periodos de internacao, resultando em

sequelas debilitantes de longo prazo (BENTES et al., 2024).
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Uma complicagao sistémica significativa dos envenenamentos botrdpico
€ a lesao renal aguda (LRA), que impacta gravemente a morbimortalidade. Em
um estudo recente conduzido por Brasileiro-Martins e colaboradores (2022), a
LRA foi observada em aproximadamente 40% dos pacientes vitimas de
envenenamento botropico atendidos em um hospital de referéncia em Manaus
(Figura 6C) (BRASILEIRO-MARTINS et al., 2022). A isquemia, a hemorragia e a
acao nefrotoxica direta do veneno sao fatores importantes no desenvolvimento
da LRA (ALBUQUERQUE et al., 2013a, 2019).

Ainda, é importante salientar, a relacao da hipertensao arterial sistémica
com os envenenamentos ofidicos, uma vez que pacientes hipertensos possuem
uma predisposi¢cao a doencas cardiovasculares (THYGESEN et al., 2019), e o
envenenamento ofidico, como o causado por serpentes do género Bothrops,
induzem uma série de respostas inflamatérias e trombogénicas (CAVALCANTE
et al., 2023; WELLMANN et al., 2020) , além de lesbes vasculares diretas, que
podem desestabilizar ainda mais o sistema cardiovascular, aumentando o risco
e eventos como o infarto agudo do miocardio, insuficiéncia cardiaca e arritmias
em pacientes hipertensos (ANTMAN et al., 2000; THYGESEN et al., 2019). Em
alguns casos, o estresse fisioldgico e inflamatdrio causado pelo envenenamento
também podem aumentar uma crise hipertensiva, levando ao quadro de
hipertensdo maligna, necessitando de intervengéo urgente, aumentando o risco
de dano a 6rgaos-alvo como coragao, cérebro e rins (AKIMOTO et al., 2011;
MATHEW; NAYER; ASIF, 2016; MENNUNI et al., 2014; NELWAN et al., 2016;
STRANDGAARD; PAULSON, 1989; THIND; KAILASAM, 2017). Além da
associagao do envenenamento botropico com os disturbios hemostaticos, uma
vez que pacientes hipertensos ja apresentam disfungbes endotelial e maior
rigidez arterial, o que pode potencializar os disturbios, aumentando o risco de
sangramentos graves ou tromboses (MALBRANQUE et al., 2008; SILVA DE
OLIVEIRA et al., 2017).
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Figura 6: Manifestagao sistémicas apés envenenamento botropico. A. picada na méo direita

com presenga de equimose em ambos os bragos. B. Gengivorragia. C. Paciente realizando

Fonte: Figura 7A e 7B (SANT’ANA MALAQUE; GUTIERREZ, 2015) e 7C (CEPCLAM).

Conforme as diretrizes do Ministério da Saude para o diagnéstico e
tratamento de envenenamentos ofidicos no Brasil, os envenenamentos por
Bothrops sao classificados em diferentes niveis de gravidade: i) casos leves,
onde as manifestagdes clinicas locais séo discretas ou ausentes, podendo haver
ou ndo sangramento sistémico, e o tempo de coagulagado pode ser normal ou
alterado; ii) casos moderados, caracterizados por manifestagdes locais
evidentes que afetam trés a quatro segmentos do membro afetado, podendo ou
nao haver sangramentos sistémicos e coagulopatia; iii) casos graves, onde o
edema atinge todo o membro picado, geralmente acompanhado de dor intensa,
com ou sem coagulopatia. Nestes casos graves, podem ocorrer sangramento

sistémico significativo, choque e/ou insuficiéncia renal (BRASIL, 2019).

A classificagdo dos casos de acordo com a gravidade visa principalmente
orientar o tratamento especifico dos envenenamentos ofidicos, que consiste na
administragdo de antiveneno (CARDOSO, JOAO et al.,, 2003). No caso de
envenenamentos botrépicos, a dosagem do antiveneno é ajustada conforme a
gravidade clinica do paciente (BRASIL, 2022).
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1.4Fisiopatologia das les6es cardiacas associadas ao envenenamento
ofidico

As lesdes cardiacas relacionadas aos envenenamentos por serpentes sao

raras, porém potencialmente fatais se nao diagnosticadas e tratados

rapidamente (BO LANGHOFF HONGE et al.,, 2015; GABALLA et al., 2005;

MALBRANQUE et al., 2008; NAMAL RATHNAYAKA et al., 2018; NELWAN et

al., 2016; ROSEN; LEIVA; ROSS, 2000). A fisiopatologia dessas lesdes ainda

ndo esta completamente elucidada, em grande parte devido a sua baixa
incidéncia e a escassez de dados robustos (LIBLIK et al., 2022).

As toxinas presentes na pegonha das serpentes possuem efeitos que
podem modificar os processos fisioldgicos. Alguns desses componentes
modulam especificamente processos biolégicos como, regulagdo da pressao
arterial, coagulacado, inflamagao, fungdo nervosa e impulsos musculares.
(GOLD; DART; BARISH, 2002; WARRELL, 2010; WHITE, 2005).

As serpentes do género Bothrops produzem diversas toxinas,
destacando-se as fosfolipases A2, que possuem acéao cardiotoxica, devido sua
capacidade de se ligarem e perturbarem a integridade da membrana plasmatica
das fibras musculares cardiacas. Isso resulta em hipercontratacdo do
miofilamento, disfungdo mitocondrial e outros eventos degenerativos,
culminando em disfungao celular e comprometimento da contratilidade cardiaca
(DIXON; HARRIS, 1996; GUTIERREZ; OWNBY, 2003a; LIBLIK et al., 2022;
MONTECUCCO; GUTIERREZ; LOMONTE, 2008).

Ainda, o sangramento sistémico induzido pelo envenenamento € uma das
principais causas dos disturbios hemodinamicos observados em pacientes
vitimas de envenenamentos por viperideos, que podem evoluir para choque
cardiovascular hipovolémico (WARRELL, 2010). A hemorragia sistémica
observada nos envenenamentos botropicos esta associada a disturbios
hemostaticos e agao de toxinas que levam a ruptura de vasos sanguineos,
acarretando (em casos mais graves) em uma perda de sangue que pode levar a
alteragdes hemodinamicas. Os disturbios de coagulagédo sao devido a agéo de
toxinas como as metaloproteases (SVMPs), onde no veneno de B. atrox o
mecanismo pré-coagulante consiste na ativacao a ativagao direta dos fatores |l

e X, resultando na formagdo de trombina enddégena e pela agédo de
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serinoproteases do tipo trombin-like, que atuam diretamente sobre fibrinogénio
(ESCALANTE et al., 2011; LARRECHE et al., 2021; MONTEIRO et al., 2020); e
também possui agdo de serinoproteases (SVSPs), que podem intensificar os
quadros de lesédo cardiaca através da clivagem de proteinas da coagulagao,
contribuindo para os disturbios hemostaticos, como quadros de coagulopatia e
eventos trombdticos, que comprometem o fluxo sanguineo e podem causar
isquemia no tecido cardiaco (KINI, 2006; MALBRANQUE et al., 2008; SAJEVIC,;
LEONARDI; KRIZAJ, 2011).

A combinacdo de toxinas que atuam sobre a hemostasia e sobre a
microvasculatura atuam de maneira sinérgica para o desencadeamento de
sangramentos, que em larga escala, podem levar ao choque hipovolémico e
consequentemente a quadros de hipotensao. A hipotensao apds picada de cobra
¢ atribuivel a varias atividades do veneno, também podendo estar associada pela
acao dos peptideos potencializadores de bradicina (PPB) (CAMARGO et al.,
2012; MORAIS et al., 2013). Esses peptideos, encontrados em espécies como
a Bothrops jararaca, aumentam os niveis de bradicinina, um potente
vasodilatador, ao inibir a enzima conversora de angiotensina (ECA), que
normalmente degrada a bradicinina e converte a angiotensina | em angiotensina
II. A inibicado da ECA prolonga o efeito hipotensivo da bradicinina, resultando em
uma vasodilatagado prolongada e queda da pressao arterial. Essa descoberta foi
crucial para o desenvolvimento de inibidores da ECA, como o captopril, usados
no tratamento da hipertensdo (CAMARGO et al., 2012; E SILVA; BERALDO,;
ROSENFELD, 1949; FERREIRA, 1965).

Varios peptideos de veneno de serpentes mimetizam as agdes de
peptideos enddgenos, incluindo os peptideos natriuréticos (NPs). Existem trés
isoformas de NPs em mamiferos: atrial (ANP), NP cerebral (BNP) e NP tipo C
(CNP) (AVERIN; UTKIN, 2021). Os ANPs sdo horménios-chave na regulagéo da
homeostase de pressdo-volume, interagindo com receptores NPs ligados a
membrana (NPRs) no coragao, vasos sanguineos e rins, o que reduz a pressao
arterial e o volume circulante. Uma propriedade comum dos NPs é induzir a
produgcao de oxido nitrico (NO) e ativar a proteina quinase G, mediando seu
efeito vasorrelaxante (DA SILVA et al., 2012; FRY et al., 2005). Além disso,

alguns NPs podem causar relaxamento em preparagdes aorticas sem endotélio
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(Chen et al., 2011). Assim, os NPs tém um espectro de efeitos fisioldgicos que
podem ser explorados para tratar doencgas cardiovasculares (CHEN et al., 2011).
A presengca de NPs em venenos botropicos foi identificada em estudos
protedmicos e transcriptdmicos das glandulas produtoras de veneno
(MUNAWAR et al., 2011; MURAYAMA et al., 1997). Embora a purificacéo e a
atividade bioldégica desses peptideos nos venenos botrépico ainda ndo tenham

sido elucidadas, sua presencga pode estar associada a casos de hipotensdo

Danos sobre o tecido cardiaco ja foram descritos em estudos in vitro e in
vivo, evidenciando uma direta e indireta de toxinas. Dentre os mecanismos
diretos, Cano-Sanchez e colaboradores (2022) mostraram que o veneno de
Bothrops lanceolatus é capaz de reduzir a capacidade de fosforilagdo oxidativa
mitocondrial e aumentar a permeabilidade da membrana mitocondrial em células
de trabécula atrial humanas. A disfuncdo mitocondrial cardiaca associada pode
alterar a funcdo do miocardio, participando da cardiotoxicidade que ocorre em
pacientes com envenenamento grave (CANO-SANCHEZ et al., 2022). Em outro
estudo, foi evidenciado que o veneno de Bothrops jararacussu tecido atrial direito
de ratos foi capaz de causar uma contratura muscular, associada a um dano
muscular histologico e confirmado pela liberagcdo de creatina quinase-MB (CK-
MB). Interessantemente a pré-incubagdo do veneno com brometo de p-
bromofenacil (um inibidor da fosfolipase A2) aboliu a contratura induzida pelo
veneno e o dano muscular, indicando que a agao do veneno de B. jararacussu
afetando adversamente a atividade contratil atrial e a organizagdo muscular de
ratos foi por meio da agdo PLA2 do veneno(RODRIGUES et al., 2014).

As miotoxinas sao proteinas basicas encontrados em venenos de
serpentes responsaveis por levar a necrose muscular grave. Diversos estudos ja
evidenciaram a acao de miotoxinas sobre musculatura esquelética, porém sobre
a musculatura cardiaca ainda sao restritos. Considerando as diferengcas em
relacdo as fibras musculares esqueléticas e cardiacas, Lépez-Davila e
colaboradores (2021) evidenciaram que a miotoxina Mt-Il, isolada do veneno de
Bothrops asper, induziu hipercontracdo rapida de cardiomidcitos integros de
ratos administrados com a toxina, associada ao aumento da concentragao
citosélica de calcio e ao rompimento da membrana celular (LOPEZ-DAVILA et
al., 2021).
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Dentre os mecanismos indiretos, o processo inflamatério também pode
ser um mecanismo relacionado a patogenia dos disturbios cardiacos. Cano-
Sanchez e colaboradores (2022) mostraram que o veneno de Bothrops
lanceolatus foi capaz de induzir danos a cardiomidcitos, associados a liberagao
de mediadores inflamatérios (CANO-SANCHEZ et al., 2022).

Além do mecanismo inflamatério, a formagao de trombos em vasculatura
cardiaca e hemorragia também é responsavel por danos teciduais. Sartim e
colaboradores (2017), demonstraram que uma metaloprotease ativadora dos
fatores de coagulagéo Il e X foi capaz de induzir a formagao de trombos e pontos
hemorragicos no coragao de ratos administrados com a toxina (SARTIM et al.,
2017). J& em um estudo de relato de caso, de Azevedo e Teixeira (1938)
evidenciaram que uma crianca vitima de envenenamento botropicos apresentou
quadros de trombose grave, que levam a infartos nos pulmdes, cérebro, rins e
coracgao (DE AZEVEDO; TEIXEIRA, 1938).

1.5A acao do veneno de Bothrops atrox sobre a hemostasia

A ocorréncia de disturbios hemostaticos nos envenenamentos ofidicos é
provocada por uma complexa mistura de componentes presentes nas
peconhas de serpentes, resultando em perfis bioquimicos e toxicolégicos
variados que determinam uma ampla gama de manifestagbes clinicas
(CALVETE et al,, 2011; WHITE, 2005). Certas dessas toxinas possuem
diversas atividades enzimaticas, como: metaoloproteases, serinoproteases, 5'-
nucleotidases, fosfolipases A2 e L-aminoacido oxidades e nao enzimaticas,
como: desintegrinas, lectinas tipo-C e toxinas "three-finger" (SAJEVIC;
LEONARDI; KRIZAJ, 2011; SANO-MARTINS; SANTORO, 2009).

Algumas toxinas do veneno causam danos tecidual local, frequentemente
resultando em sequelas permanentes, enquanto outras induzem efeitos
sistémicos, como manifestacbes neurotdxicas que podem levar a paralisia
respiratoria, sangramentos, LRA, rabdomidlise, que provoca ruptura
generalizada das fibras musculares, cardiotoxicidade e trombose. A Bothrops

atrox, pertencente a familia Viperidae, provocando tanto efeitos locais quanto
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manifestagcdes sistémicas, incluindo sangramentos, coagulopatia e choque
hipovolémico (GUTIERREZ et al., 2017).

Os componentes dos venenos podem ser classificados de acordo com
suas atividades no sistema hemostatico: coagulantes e anticoagulantes
(atuando na coagulagao), agregantes e antiagregantes plaquetarios (atuando
nas plaquetas) e fatores hemorragicos (causando lesao vascular) (Quadro 2)
(SANO-MARTINS; SANTORO, 2009).

Quadro 2: Proteinas de venenos de serpentes atuando no sistema hemostatico.

Alvo no sistema hemostatico

Familia de Proteina

Metaloproteases Células endoteliais, membrana basal Hemorragia
Plaquetas Inibicdo da agregacéo
FX, Fll Ativagao
Fibrina(ogénio) Degradacéo
Serpinas Inativagao
Serinoproteases Plaquetas Agregacéo
FX, FVII, FV, Fll, PC Ativacéo
Plasminogénio Ativacao
Fibrinogénio Coagulante
Fibrina(ogénio) Degradacéao
Serpinas Inativagao
5’-nucleotidases Plaquetas Inibicdo da agregagéao

Fosfolipases A2

FXa, Flla, FVII/FIII

Inibicao

Plaquetas Inibicdo da agregagéao
L-aminoacido oxidases Células endoteliais Hemorragia
Plaquetas Agregacéo
Inibicdo da agregacéo
Desintegrinas Plaguetas Inibicdo da agregacéo
Lectinas tipo-C FIX, FX, trombina Inibigdo
FX, Fli Ativacao
Plaquetas Agregacéao
“Three-finger” FVila Inibicdo
Plaquetas Inibicdo da agregagéao

(adaptado).

Abreviagdes usadas: F — fator de coagulagdo; PC — proteina C. Fonte: Sajevic et al. (2011)
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O veneno das serpentes do género Bothrops geralmente apresenta uma
acao multifacetada no sistema hemostatico. Ele atua diretamente sobre o
fibrinogénio, convertendo-o em fibrina, além de ativar os fatores de coagulagao

FX e Fll, assim como as plaquetas, enquanto causa lesdes no endotélio vascular.

Os venenos de serpentes com atividade coagulante frequentemente
resultam em incoagulabilidade sanguinea, devido ao consumo de fibrinogénio e
de alguns fatores de coagulagdo. A combinagédo da agédo coagulante do veneno
de Bothrops com sua influéncia sobre plaquetas e o endotélio vascular pode
aumentar significativamente a incidéncia de sangramentos sistémicos em
vitimas de envenenamentos ofidicos (KAMIGUTI; CARDOSO, 1989; WHITE,
2005).

Dentre os disturbios hemostaticos observados decorrente do
envenenamento botrépico na Amazdnia, a incoagulabilidade sanguinea é o mais
prevalente, afetando entre 43,1% e 61,1% das vitimas, seguida por
sangramentos sistémicos, que ocorrem em aproximadamente 15% dos
pacientes (BRASIL, 2019; MACHADO et al.,, 2010; SANT'ANA MALAQUE;
GUTIERREZ, 2015) Entre as manifestagdes clinicas apresentadas pelos
pacientes destacam-se o prolongamento do tempo de coagulacdo ou
incoagulabilidade sanguinea, além de sangramentos como gengivorragia,
hematuria, sangramento conjuntival, ocorréncia de sangramentos em feridas
recentes, equimoses distantes do local da picada, hemorragias digestivas e até
mesmo hemorragia intracraniana (PETRETSKI et al., 2000). Ainda, entre os
pacientes vitimas de envenenamento botrépico, também pode-se observar a
instalacdo de eventos trombdéticos, envolvendo vasos de artérias femorais,
cerebrais, miocardicas e pulmonares, podendo levar a morte ou sequelas
funcionais (HOFMANN; BON, 1987a, 1987b; K. STOCKER, 1976; KENNETH R.
WOODS, MARILYN STEPHENS HOROWITZ, 1972; NIEWIAROWSKI et al.,
1979; PETRETSKI et al., 2000).
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1.6 Biomarcadores de lesao cardiaca

Os biomarcadores podem ser classificados em varias categorias,
incluindo: 1) estresse e/ou lesao miocardica; 2) ativagdo neuro-hormonal; 3)
remodelagdo cardiaca; e 4) comorbidades. Essas categorias permitem
monitorar diferentes estagios da doenga. Por exemplo, os peptideos
natriuréticos e as troponinas sdo biomarcadores especificos para avaliar o
estresse e/ou lesdo miocardica. A identificacdo e monitoramento desses
biomarcadores s&o cruciais, pois 0 tempo € um fator essencial na escolha do
tratamento adequado, permitindo uma identificagdo rapida dos fatores
causadores da disfungao cardiaca (BEREZIN, 2018).

A medi¢do de biomarcadores cardiacos € um dos testes diagndsticos
mais importantes em casos de infarto agudo do miocardio, insuficiéncia
cardiaca e outros disturbios cardiovasculares (VASATOVA et al., 2013). Além
disso, esses marcadores também tém um valor preditivo para eventos
cardiovasculares futuros e mortalidade em individuos inicialmente saudaveis,
mesmo apds o ajuste para fatores de risco cardiovascular estabelecidos
(SIPOS et al.,, 2021). Dependendo do seu papel, os biomarcadores se
enquadram em trés classificacbes principais: triagem, diagnéstico e
prognéstico (OMRAN et al., 2022).

As troponinas cardiacas (cTn), também conhecidas como complexo de
troponina, consistem em trés proteinas reguladoras: troponina | (cTnl),
troponina T (cTnT) e troponina C (cTnC). Essas proteinas sdo componentes
essenciais dos filamentos finos do musculo cardiaco, especificamente da
proteina actina, e desempenham um papel crucial na regulagao da atividade
cardiaca, incluindo as concentragdes de calcio intracelular durante o ciclo de

contragao e relaxamento muscular (OMRAN et al., 2022).

A troponina C (TnC) é expressa tanto nos midcitos cardiacos quanto nos
musculos esqueléticos lentos (LI; HWANG, 2015). Em contraste, as isoformas
cardiacas de troponina | (Tnl) e troponina T (TnT) sdo expressas
exclusivamente no coragdo (ANDERSON et al., 1991; DELLOW et al., 2001).

Durante o desenvolvimento fetal humano, a propor¢cao dessas isoformas
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aumenta, sendo que, no hono més apds o nascimento, elas sdo expressas
exclusivamente no coragao. Devido a essa especificidade, tanto a Tnl quanto
a TnT sao biomarcadores ideais para a investigagdo de disturbios
cardiovasculares (ANDERSON et al.,, 1991; ANDERSON; OAKELEY, 1989;
BHAVSAR et al., 2000; KARLEN et al., 2019; MESNARD et al., 1995; SASSE
et al., 1993).

Atualmente, a avaliagdo dos niveis séricos de troponina T (TnT) e
troponina | (Tnl) € um dos métodos mais valiosos no diagndstico precoce de
infarto agudo do miocardio (IAM) (ANTMAN et al., 2000; THYGESEN et al.,
2012). Essas troponinas, altamente especificas para dano aos miécitos
cardiacos, desempenham um papel crucial na identificagcdo da remodelagao
dos vasos coronarianos e ventriculares associada ao infarto. Essa
especificidade torna TnT e Tnl biomarcadores indispensaveis na pratica clinica
para a detecgcdo precoce de eventos cardiacos adversos, permitindo

intervengdes mais rapidas e eficazes.

Outro biomarcador utilizado, é a creatina quinase MB (CK-MB) é uma das
isoenzimas da creatina quinase (CK), sendo considerada o padrao-ouro para
a deteccdo e monitoramento de lesbes cardiacas na década de 1980
(DANESE; MONTAGNANA, 2016). Como marcador cardiaco, a CK-MB
aumenta para niveis detectaveis no sangue em resposta a danos no miocardio,
como isquemia ou lesao necrética (AYDIN et al., 2019; DOLCI; PANTEGHINI,
2006). Um aumento nos niveis de CK-MB acima do limite superior de referéncia
do percentil 99 indica uma origem miocardica, ao invés de muscular. Os niveis
de CK-MB séo frequentemente detectados dentro de trés a quatro horas apos
o inicio do infarto agudo do miocardio (IAM), atingindo o pico em 24 horas e
retornando ao normal em 24 a 72 horas. As medi¢cdes laboratoriais de CK-MB
refletem o total das isoformas CK-MB1 e CK-MB2 (CHRISTENSON et al.,
1999; OMRAN et al., 2022; THYGESEN et al., 2012).

Além do IAM, outras condi¢des cardiovasculares podem causar elevagao
de CK-MB, como miocardite, embolia pulmonar (EP), trauma cardiaco,
transplante cardiaco, cardiotoxicidade induzida por quimioterapia (CT) e
cirurgia cardiaca (CHRISTENSON et al., 1999; DE IULIIS et al., 2016; JO et
al., 2019; LADOWSKI et al., 1992; LAUER et al., 1997; SINGH; BAWEJA,
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2014). No entanto, os niveis elevados de CK-MB nessas condigdes nao
acrescentam valor significativo ao diagndstico ou progndstico, frequentemente
causando confusdo na interpretacdo dos resultados. Ademais, niveis elevados
de CK-MB néo especificam a etiologia subjacente, podendo resultar em falsos
positivos em varias condi¢gdes nao cardiovasculares, como: trauma do musculo
esquelético, distrofia muscular, dermatomiosite, rabdomidlise e amiloidose
(JEAN-FRANCOIS BENOIST et al., 1997; MATSUMURA et al., 2007;
NGUYEN; NGUYEN, 2020; RUPPERT; VAN HEE, 2001; VOLOCHAYEV et al.,
2012).

Com o advento das troponinas (Tn), especificamente as troponinas de alta
sensibilidade, a CK-MB tornou-se obsoleta como biomarcador de IAM. O teste
de CK-MB possui agora valor limitado no diagndstico precoce e tardio de IAM
tendo sido substituido pelo teste de Tn, que é muito mais especifico e sensivel.
No entanto, a cinética de liberagdo da CK-MB pode ainda auxiliar no
diagnostico de reinfarto se os niveis aumentarem apoés o declinio inicial de um
IAM (THYGESEN et al., 2012)

Outra classe de biomarcadores cardiacos comumente utilizados, sdo os
peptideos natriuréticos (NPs). Estes, sdo horménios secretados pelos
cardiomidcitos que desempenham varias funcdes protetoras no sistema
cardiovascular, como diurese, natriurese e vasodilatacdo. Além disso, eles
antagonizam os efeitos do sistema renina-aldosterona (DANIELS; MAISEL,
2007; GUPTA; WANG, 2015). Entre os principais NPs cardiacos em humanos
estdo o peptideo natriurético atrial (ANP), o peptideo natriurético tipo B (BNP)
e o peptideo natriurético tipo C (CNP). Esses peptideos formam um sistema
regulador integrado, possuem estruturas semelhantes, mas variam em
poténcia (DEL RY; CABIATI; CLERICO, 2014; POTTER et al., 2009).

A elevagao dos niveis circulantes de NPs ajuda a detectar doengas
cardiovasculares (DCVs) e estd associada a um pior progndstico,
independentemente da causa (DANIELS; MAISEL, 2007). Eles sao cruciais
para classificar a gravidade das DCVs, influenciar os planos de tratamento e
avaliar o progndstico (FU et al., 2018; GUEANT RODRIGUEZ et al., 2013;
KHANAM et al., 2017). Tanto os niveis de BNP quanto de NT-proANP séao

preditores independentes do risco de morte por eventos cardiovasculares
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maiores, insuficiéncia cardiaca, acidente vascular cerebral, ataque isquémico
transitorio e fibrilagao atrial (WANG et al., 2004). Além disso, em individuos
aparentemente saudaveis, o NTproBNP fornece informagdes progndsticas de
mortalidade e primeiros eventos cardiovasculares importantes que vao além
dos fatores de risco classicos (KISTORP, 2005).

Evidéncias de experimentos com animais mostram que o mRNA de BNP
e sua proteina aumentam em até 10 minutos apdés arritmias ventriculares letais
transitorias, possivelmente devido ao estiramento do miocardio (Ql et al.,
2000). Alem disso, os niveis de BNP s&o significativamente elevados na
cardiomiopatia de Takotsubo (CT), e a relagao precoce BNP/cTnT e BNP/CK-
MB pode distinguir CT de IAM com maior precisdo do que o BNP isolado
(RANDHAWA et al., 2014). Isso sugere que combinar a medi¢ao dos niveis de
BNP com outros biomarcadores pode ser util para o diagnéstico diferencial de

certos disturbios cardiovasculares.

Em relacédo aos biomarcadores prospectivos para avaliagao de disturbios
cardiovasculares, a proteina de ligagao a acidos graxos do tipo cardiaco (H-
FABP ou FABP3) pertencem a familia FABP, foi descrita pela primeira vez em
1972. Ela desempenha um papel de multiplas atividades celulares, incluindo
transporte de lipidios, cardiacos, regulagdo da proliferacdo celular e
homeostase dos midcitos (BINAS; EROL, 2007; SHEN et al., 2013; WANG et
al., 2014; ZHU et al., 2011).

Altas concentragdes de H-FABP sio encontradas nas células musculares
e sao rapidamente secretadas apos uma leséo cardiaca, devido ao seu baixo
peso molecular e localizagdo citoplasmatica livre (IIDA et al.,, 2007,
LIEBETRAU et al., 2014). Este biomarcador é altamente especifico para o
diagnostico de lesdo miocardica, pois nao foi observada reag&o cruzada entre
H-FABP e outros tipos de FABP, devido as suas diferengas morfolégicas e
imunoldgicas (OMRAN et al., 2022).

Além disso, a H-FABP €& um biomarcador sensivel para detec¢éo precoce
de IAM e outras condigbes cardiacas, sendo liberada na corrente sanguinea
dentro de 30 minutos a 3 horas apds o evento isquémico (LIEBETRAU et al.,

2014). Estudos demonstraram que niveis elevados de H-FABP estdo
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associados a piores prognosticos em pacientes com insuficiéncia cardiaca e
podem ajudar na estratificacdo de risco e no monitoramento da resposta ao
tratamento (NAKATA et al., 2003; REITER et al., 2013). A rapida liberagéo e
alta especificidade tornam a H-FABP uma ferramenta valiosa na pratica clinica

para a avaliagao de disturbios cardiovasculares agudos.



40

1.7 Justificativa

Embora haja poucas investigacbes clinicas sobre as alteragdes
cardiovasculares decorrentes de envenenamentos botropico, estudos pré-
clinicos demonstram um grave potencial desses efeitos induzidos pelas toxinas.
A alta prevaléncia de acidentes ofidicos envolvendo serpentes do género
Bothrops no Brasil sublinha a necessidade urgente de mais estudos clinicos para
avaliar a acuracia diagnodstica e progndstica, bem como para compreender

melhor a toxicidade cardiaca potencial.

Os efeitos cardiovasculares, embora raros, podem resultar em
consequéncias crénicas significativas para os pacientes envenenados. Dessa
forma, o presente trabalho justifica-se pela necessidade de investigacdes
clinicas que examinem o risco de exposicdo em populagdes vulneraveis. O
veneno botrépico interfere na hemostasia por meio de suas toxinas, afetando os
fatores de coagulacao e a fungao plaquetaria, o que pode estar relacionado aos
mecanismos patogénicos dos disturbios cardiovasculares. Além disso, €
fundamental estudar a associacao entre esses efeitos e biomarcadores de leséo
cardiaca, como FABP3, NT-proBNP e cTnl, para entender melhor as implicagdes

clinicas do envenenamento botrépico.

Além disso, é essencial investigar a relacdo entre esses efeitos e
biomarcadores de lesdao cardiaca, como FABP3, NT-proBNP e cTnl, para
compreender melhor as implicagdes clinicas do envenenamento. O uso de
biomarcadores quantitativos € crucial para diferenciar e avaliar a previsibilidade
da miotoxicidade cardiaca e esquelética, permitindo a detec¢édo precoce da
toxicidade. Com base na distribui¢ao tecidual especifica dessas proteinas, esses
marcadores ajudam a monitorar o inicio e a reversibilidade da lesdo cardiaca,
melhorando a seguranga do paciente durante o atendimento nas unidades de

saude
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar os niveis de marcadores de lesdo cardiaca (FABP3, BNP,

Troponina | e CK-MB) em pacientes vitimas de envenenamentos por B. atrox.

2.2 Objetivos especificos

e Comparar os niveis de marcadores de lesédo cardiaca em pacientes com
envenenamento por Bothrops atrox, na admissao e 48 horas apds, para
identificar a evolugcédo do dano cardiaco;

e Avaliar a relagdo entre a gravidade do envenenamento (leve, moderado,
grave) e os niveis de marcadores de lesado cardiaca;

e Analisar a correlagao entre os parametros de hemostasia e os niveis de
marcadores de lesdo cardiaca nos envenenamentos por Bothrops atrox;

e Investigar a relacdo entre a venenemia e 0s niveis de marcadores de

lesdo cardiaca para avaliar o impacto da carga de veneno no coragao.
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3. METODOLOGIA
3.1 Desenho Geral e Local do Estudo

Este foi um estudo observacional, com 80 pacientes clinicos e 20 pacientes
controles, desenhado para descrever os niveis de marcadores de leséo
miocardica e investigar a correlagdo desses marcadores com os parametros de
gravidade do envenenamento, antigenemia e coagulopatia de consumo induzida
por veneno. O estudo incluiu uma amostra ndo probabilistica consecutiva na
FMT-HVD, em Manaus, Amazdénia brasileira, de janeiro de 2016 a dezembro de
2017. Este hospital € um hospital de referéncia no estado do Amazonas para o
tratamento de acidentes ofidicos. Em Manaus, a FMT-HVD ¢é a unica unidade

hospitalar que administra o tratamento antiofidico ofidico.

3.2 Aspectos Eticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacao
de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) (parecer numero
1.302.174/2015). Os participantes leram e assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Os procedimentos realizados estdo de acordo com
a Declaracao de Helsinque e a Resolugao 466/12 do Conselho Nacional de

Saude para pesquisas envolvendo seres humanos.

3.3 Participantes, Classificacao clinica e Coleta de Dados

Foram avaliados 80 pacientes, com diagndstico clinico-epidemioldgico de
envenenamento botrépico, atendidos na FMT-HVD, na admiss&o, foram
diagnosticados com base em caracteristicas clinicas e epidemioldgicas. Foram
considerados elegiveis para a inclusdo, pacientes vitimas de envenenamento
botropico, que ndo tenham recebido terapia antiveneno em outros servigos de
saude com idade > 14 anos. Mulheres gravidas, individuos que relataram ter uma
histéria de doencas inflamatoérias prévias e comorbidades, como diabetes,

doencas autoimunes ou imunodeficiéncia, ou em uso de antiagregantes
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plaquetarios e/ou anticoagulantes nao foram incluidos. Em relagdo ao grupo
controle, foram incluidos 20 acompanhantes de pacientes vitimas de
envenenamento botrépico, sem histéria clinica de envenenamento ofidico prévio,

em ambos 0S sexos.

O grupo controle foi selecionado a fim de refletir uma populagéo
semelhante em termos de idade e sexo aos pacientes vitimas de
envenenamento botrdpico, excluindo fatores de confusdao como doengas pré-
existentes ou tratamentos que pudessem alterar os resultados, como diabetes,
doengas autoimunes, inflamatérias ou imunossupressoras. Além disso, os
controles ndo possuiam historia prévia de envenenamento ofidico, o que permite

uma comparagao mais precisa dos marcadores laboratoriais investigados.

Ainclusdo de 20 acompanhantes de pacientes vitimas de envenenamento
botropico como controles, ambos de sexos, assegura uma representatividade
adequada e reduz o risco de variaveis nao controladas que poderiam
comprometer a analise dos dados. Este grupo controle serve como referéncia
para as respostas inflamatérias e hemostaticas naturais em individuos
saudaveis, fornecendo uma base comparativa crucial para avaliar a gravidade e
as alteragbes fisiologicas induzidas pelo veneno botropico nos pacientes do

estudo.

O tratamento com soro antiofidico botrépico foi administrado de acordo
com as diretrizes do Ministério da Saude (Ministério da Saude, 2023). O
antiveneno foi administrado 30 minutos apdés a pré-medicagcdo com
hidrocortisona intravenosa (500 mg), cimetidina intravenosa (300 mg) e
dexclorfeniramina oral (5 mg) (padronizada de acordo com as diretrizes locais).
Foram obtidas amostras de soro na admisséo (antes da terapia antiveneno — TO
- e 48 horas depois do antiveneno — T48). Todas as amostras de soro foram
imediatamente centrifugadas apds a coleta, congeladas e armazenadas a —80
°C.

Os participantes responderam a um questionario com variaveis
sociodemograficas e epidemioldgicas para obtengdo de dados clinicos e
epidemioldgicos, sendo também utilizadas informagdes clinicas presentes no

prontuario eletrénico (iDoctor) do FMT-HVD. Um formulario padrdo foi
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preenchido com caracteristicas do paciente, como sexo, idade, area onde
ocorreu envenenamento de serpente (rural ou urbana), mordida relacionada ao
trabalho, tempo para chegar ao médico assisténcia, localizagdo anatdbmica da
picada, tratamento pré-hospitalar (uso de tépica ou oral medicamentos, uso de
torniquete e outros procedimentos), confirmacdo de acidente botrépico,
presengca de sangramento sistémico (antes ou depois da terapia antiofidica),
presenga de comorbidades e gravidade clinica do envenenamento (leve,
moderada e grave), presenca de comorbidades e gravidade clinica do
envenenamento (leve, moderada ou casos graves de acordo com as diretrizes

do Ministério da Saude.

Em TO e T48, a temperatura axilar, a frequéncia cardiaca, a pressao
arterial e a frequéncia respiratéria em repouso foram coletadas
sistematicamente. A temperatura axilar normal foi considerada normal de 36,5 a
37 °C. A bradicardia foi definida como frequéncia cardiaca inferior a 60 vezes por
minuto, e a taquicardia refere-se a uma frequéncia cardiaca superior a 100
batimentos por minuto. A pressao arterial elevada foi definida como superior a
139/89 mmHg e a pressdo arterial baixa como inferior a 90/60 mmHg. A

frequéncia respiratoria normal foi considerada de 12 a 20 respira¢des por minuto.

As variaveis laboratoriais obtidas foram tempo de coagulagcdo (em
minutos), hemoglobina (mg/dL), hematécrito (%), contagem de plaquetas
(numero/uL), creatinina, testes de coagulagdo, quantificacédo de veneno de

Bothrops no soro e marcadores de lesdo miocardica.

3.4 Processamento e Analise

Os niveis séricos de peptideo natriurético tipo B N-terminal (NTproBNP),
troponina | e proteina de ligagdo a acidos graxos 3 (FABP3) foram determinados
usando kits de imunoensaio baseados em esferas disponiveis comercialmente
(MILLIPLEX MAP HCVD1MAG-67K e HNS2MAG-95K; Merck KGaA,
Alemanha). Para expandir a faixa de ensaio do analito alvo, o soro para analise
de FABP3 foi diluido (1:10). Amostras, padrdes e controles foram executados em
duplicata com coeficiente de variancia de <20% realizadas usando um ima
portatil (Bloco Separador Magnético Portatil, 40-285; Merck KGaA, Alemanha).
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Para leitura e aquisicao de dados, foi utilizado um leitor MAGPIX (Luminex
Corporation) com o software xPONENT (verséo 4.3), para leitura e aquisi¢cao de
dados, enquanto o Belysa Curve Fitting Software versao 1.0.19 (Merck KGaA,

Alemanha) foi utilizado para ajuste de curva.

A atividade da creatina quinase-MB (CK-MB) no soro foi determinada
usando um kit baseado em imuno inibigdo disponivel comercialmente com um
auto analisador (CMD 800 Series MODULAR SYSTEMS). Os ensaios foram
realizados de acordo com as instrucdes do fabricante, nas concentracdes de 0 e
48 hours (TO e T48).

3.5 Quantificacao de biomarcadores

Os niveis séricos de NTproBNP, troponina | e FABP3 foram determinados
usando kits de imunoensaio (kits MILLIPLEX MAP). O ensaio foi realizado
seguindo as instru¢gdes do fabricante, com amostras, padrées e controles
executados em duplicata (Apéndice I). A leitura e aquisicdo dos dados foram
realizadas utilizando o leitor MAGPIX® (Luminex Corporation) com o software
XPONENT® (versao 4.3) e o ajuste de curvas com o Belysa® Curve Fitting
Software versao 1.0.19 (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). O processamento
e leitura do CK-MB foram realizados com controle em 3 niveis, utilizando um
controle liofilizado baseado em albumina sérica bovina com isoenzima CK-MB
humana. Esse controle foi usado para garantir a precisdo dos kits CK-MB DS
UV, operando em um sistema com Windows XP Professional/Home SP2 ou
Windows Vista Home Business. As amostras variaram de 1,5 yL a 35 L, com

um acréscimo de 0,1 L.

3.6 Analise estatistica

A estatistica descritiva foi utilizada para apresentar as variaveis clinico-
epidemiologicas. As analises estatisticas foram feitas por meio do software
GraphPad Prism versao 9.0.2 (Graphpad Software, Inc., San Diego, EUA). Os
dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para analise de distribuicdo

normal, e todos os dados assumiram distribuicdo ndo paramétrica. O teste de
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Kruskal-Wallis foi realizado para comparacao entre dois grupos, e o teste de
Mann-Whitney foi realizado para comparar trés ou mais grupos. O teste qui-
quadrado ou exato de Fisher foi usado para testar a diferenca entre as
frequéncias observadas e esperadas de pacientes com marcadores anormais de
lesdo cardiaca entre TO e T48. Os marcadores de coagulagao/niveis de veneno
e 0s niveis de marcadores de lesdo cardiaca foram submetidos primeiramente
ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Em seguida, para entender a diregéo
ou forca das correlagdes entre os marcadores de coagulagdo/veneno e os
marcadores de lesdo cardiaca, foram feitos os coeficientes de correlagdo nao
paramétricos de Spearman. Os mapas de calor da matriz de correlagao foram
gerados usando o GraphPad versdao 9.0.2. O nivel de significancia foi

determinado em P<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Manuscrito cientifico redigido conforme normas da revista Clinical Toxicology, a qual

sera submetido:
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ABSTRACT

In Brazil, the highest incidences of snakebite envenomation (SBE) occur in the Brazilian
Amazon, and Bothrops atrox is the most frequently perpetrating species in the region. Among
envenomation effects, cardiac alterations are not a frequent outcome but are highly associated
with severe cases. Studies on this theme are limited to animal models and case reports. The
present study investigated the serum profile of cardiac injury markers (H-FABP3, BNP, CPK-
MB, and Troponin I) following Bothrops SBE and its association with venom-induced
coagulopathy. This is an observational-prospective study, with patients’ victims of B. atrox
SBE admitted at the Fundacao de Medicina Tropical Dr Heitor Vieira Dourado, Manaus, State
of Amazonas (Brazil) on a two-day follow-up (admission and 48 hours after antivenom
treatment). Results showed that elevation of Troponin I and/or FABP3 was more clinically
significant, associated with increased heart rate, envenomation severity, and age dependent.
Concerning coagulopathy, these myocardial injury markers were correlated to hemostatic
factors, serum levels of alpha 2-antiplasmin, fibrin degradation products, tissue factor, and
factor VII, characterized by a consumption coagulopathy. These results enlighten clinical data
on cardiovascular alterations following Bothrops SBE and its association with venom-induced
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coagulopathy and demonstrate the importance of myocardial markers investigation in
improving clinical management.

Keywords: Bothrops atrox; Myocardial injury markers; Coagulopathy; Troponin I; Fatty acid
binding protein 3; Creatine kinase-MB.

INTRODUCTION

Snakebite envenoming (SBE) represents a major burden for public health in low- and middle-
income countries, where it constitutes a potentially life-threatening disease (GUTIERREZ;
OWNBY, 2003a). Available data show that 4.5-5.4 million people get bitten by snakes
worldwide annually, and of this, 1.8—2.7 million develop clinical illness, and 81,000 to 138,000
victims die from complications (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). In Latin
America, snakebites are caused mainly by viperids of the Bothrops genus (SANT’ANA
MALAQUE; GUTIERREZ, 2015). Bothrops venoms induce prominent local tissue damage
(GIMENES et al., 2021; MONTEIRO et al., 2020; SILVA et al., 2021) and systemic
disturbances associated with venom-induced consumption coagulopathy (CAVALCANTE et
al., 2023; OLIVEIRA et al., 2020; WELLMANN et al., 2020), which may lead to transient
and/or permanent disabilities (ALBUQUERQUE et al., 2013b; DE OLIVEIRA et al., 2018;
OLIVEIRA et al.,, 2019; RODRIGUES SGRIGNOLLI et al.,, 2011). Systemic bleeding,
circulatory shock, acute kidney failure, sepsis, and acute respiratory failure are the major
contributors to deaths from Bothrops snakebites (DA SILVA SOUZA et al., 2018; RIBEIRO
et al., 1998). Hemodynamic and cardiac alterations from Bothrops snakebites have not been
extensively investigated. In fact, these alterations are rarely observed in patients victims of
Bothrops SBEs, but they are of great relevance since they are associated with severe cases

(DE AZEVEDO; TEIXEIRA, 1938; OTERO-PATINO, 2009; PINHO; BURDMANN, 2001).
These cases are characterized by hemodynamic repercussions, especially hypotension (17,18).
Several mechanisms may be associated with the pathogenesis of cardiac disorders in Bothrops
envenomations, among which we can mention hypovolemia secondary to massive systemic
bleeding (ABAD RIBEIRO et al., 2024; DA SILVA SOUZA etal.,2018; MILANI etal., 1997);
ischemia caused by the formation of thrombi in the cardiac vasculature (16,21); hemorrhages
from microvascular damage in the cardiac parenchyma and stroma (22); action of hypotensive
toxins such as bradykinin-enhancing peptides (23,24); action of natriuretic peptides (25); direct
lysis of cardiac muscle fibers by PLA> (26-28); and energetic metabolism blockade (29). Acute
kidney injury (10,11,30) and respiratory distress (31,32) could also contribute to the emergence
of cardiac alterations in Bothrops SBEs.

Bothrops atrox, the common lancehead, is a South American pitviper responsible for most of
the SBE in the Amazon region (33). B. atrox venom is a rich source of several biologically
active molecules capable of inducing local and systemic disorders during envenomation.
Among systemic effects, hemostatic alterations and hemorrhagic disturbs are essential factors
associated with the severity of snakebite cases and are directly related to end-organ
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complications. These effects are induced by toxins that interfere with coagulation, platelet
function, fibrinolysis system, and degradation of the vascular basement membrane, leading to
thrombotic and hemorrhagic events (MONTEIRO et al., 2020). Severe hemodynamic
disturbances from bleeding and ischemia have been reported in patients bitten by B. atrox,
commonly associated with blood pressure alterations and heart rhythm abnormalities (34-39).

This study aimed to investigate the serum level of myocardial injury markers and its association
with venom-induced coagulopathy to describe the levels of myocardial injury markers in B.
atrox SBE patients and test the correlation of these markers with envenoming severity,
antigenemia, and coagulation parameters. These findings not only enhance our understanding
of this species' pathogenesis of systemic envenoming but also may inform whether these
patients need close cardiac monitoring.

MATERIAL AND METHODS
Ethics

The study protocol was approved by the Ethics Committee of the Fundagdo de Medicina
Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), Manaus, Brazil (approval number:
1.433.431, approval date: 2 March 2016). All patients and volunteer donors signed the consent
form.

Study design and setting

This observation study was designed to describe the levels of myocardial injury markers and
investigate the correlation of these markers with envenoming severity, antigenemia, and
hemostasis parameters. The study included a consecutive non-probabilistic sample of patients
admitted at the FMT-HVD in Manaus, Brazilian Amazon, from January 2016 to December
2017. This hospital is a reference hospital in the Amazonas state for treating snakebites. In
Manaus, FMT-HVD is the only hospital unit that administers snakebite antivenom treatment.

Participants

On admission, Bothrops snakebites were diagnosed based on clinical and epidemiological
characteristics, and when the patient brought the snake responsible for the envenomation, by its
identification by a trained biologist. Bothrops or Bothrops-Lachesis antivenom treatment was
administered according to the guidelines of the Brazilian Ministry of Health (40) and cases were
classified as (1) mild: local pain, swelling, and bruising; (2) moderate: local manifestations
without necrosis and minor systemic signs (coagulopathy and bleeding, no shock); or (3) severe:
life-threatening snakebite, with severe bleeding, hypotension, shock, and/or acute kidney
failure (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE
COORDENACAO-GERAL DE DESENVOLVIMENTO DA EPIDEMIOLOGIA EM
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SERVICOS, 2024). Antivenom was given 30 minutes after premedication with intravenous
hydrocortisone (500 mg), intravenous cimetidine (300 mg), and oral dexchlorpheniramine (5
mg) (standardized according to local guidelines). Patients with no previous antivenom therapy
in other health services and age >14 years were eligible to participate in this study. Pregnant
women, patients with inflammatory and autoimmune diseases, immunodeficiency, and those
using antiplatelet agents and/or anticoagulants were not included.

A standard form was filled in with patients' clinical and epidemiological features on admission
(TO - before antivenom treatment) and 48 hours (T48) after antivenom therapy. The clinical-
epidemiological variables collected were gender, age (in years), geographical location of the
occurrence of the snakebite (rural or urban), work-related bite, occupation, time taken to reach
medical assistance (in hours), anatomical region of the bite, pre-hospital treatment (use of
topical or oral medicines, use of tourniquet and other procedures), local and systemic
manifestations, clinical severity of envenomation (mild, moderate, or severe according to the
Brazilian Health Ministry guidelines), presence of comorbidities, time spent in hospital (in
days), and outcome (discharge or death).

At TO and T48, axillary temperature, heart rate, blood pressure, and respiratory rate at rest were
systematically collected. Normal axillary temperatures were considered normal from 36.5 to 37
°C. Bradycardia was defined as a heart rate lower than 60 times per minute, and tachycardia
refers to a heart rate of more than 100 beats per minute. High blood pressure was defined as
higher than 130/80 mmHg, and low blood pressure as lower than 90/60 mmHg. The normal
respiratory rate was 12 to 20 breaths per minute.

Laboratory variables obtained were clotting time (in minutes), hemoglobin (mg/dL), hematocrit
(%), platelet count (number/puL), creatinine, coagulation tests, Bothrops venom quantification
in serum, and myocardial injury markers.

Laboratory procedures

Myocardial _injury markers: Serum levels of N-terminal type B natriuretic peptide
(NTproBNP), Creatine phosphokinase-MB (CPK-MB), Fatty acid binding protein 3 (FABP3)
and Troponin I were determined using commercially available bead-based immunoassay kits
(MILLIPLEX MAP HCVDIMAG-67K, and HNS2MAG-95K; Merck KGaA, Germany). For
FABP3 analysis, serum dilution was adapted to 1:10 to improve the assay range of the target

analyte. Samples, standards, and controls were run in duplicate with a coefficient of variance
of <20%. Washing steps were done using a handheld magnet (Handheld Magnetic Separator
Block, 40-285; Merck KGaA, Germany). For readout and data acquisition, a MAGPIX reader
(Luminex Corporation) with xPONENT software (version 4.3) was used, while curve fitting
was done using Belysa Curve Fitting Software version 1.0.19 (Merck KGaA, Germany).
Creatine kinase-MB (CK-MB) activity in serum was measured using a commercially available



51

immunoinhibition-based kit with an autoanalyzer (CMD 800 Series MODULAR SYSTEMS).
The assays followed the manufacturer’s instructions at TO and T48.

Hematology and biochemistry: Hemoglobin and platelet counts were measured on samples
containing potassium EDTA as the anticoagulant in an automated cell counter (Sysmex Corp.,
Kobe, Japan). Anemia was defined as hemoglobin <12 g/dL in women and <13 g/dL in men.
Creatinine was measured in serum samples in an autoanalyzer, following the manufacturer’s
instructions (CMD 800 Series MODULAR SYSTEMS). Acute kidney injury was defined
according to the Acute Kidney Injury Network (AKIN) Guideline, as an increase of >0.3 mg/dL
or up to 199% of baseline creatinine levels (KDIGO, 2013).

Coagulation markers: Clotting time was determined by the 20-minute whole blood clotting test
(SANO-MARTINS et al., 1994). Blood was defined as unclottable when no clot was formed
within 20 min and clottable when a solid or partial clot was formed within 20 min. For the
following tests, 2% v/v Bothrops-Lachesis antivenom was added to the tubes to neutralize
Bothrops venom present in the blood samples. Clotting factors were measured on samples
containing sodium citrate. Fibrinogen was measured based on the Clauss method ((CLAUSS,
1957) with an ACL TOP300CTS coagulation analyzer (Werfen Instrumentation Laboratory,
Spain). Fibrin/fibrinogen degradation product (FDP) was determined qualitative and semi-
quantitative by latex agglutination (Diagnostica Stago S.A.S., France). D-dimer was measured
by immunoturbidimetry with an ACL TOP300CTS coagulation analyzer (Werfen
Instrumentation Laboratory, Spain). Alpha 2-antiplasmin was determined by the synthetic

chromogenic substrate method (Diagnostica Stago S.A.S., France). The plasma tissue factor
was measured by the human EIA kit (Abcam, United Kingdom). Plasma factor VII was
estimated using deficient plasma kits (Diagnostica Stago S.A.S., France) with a semi-automatic
Start4 coagulation analyzer (Diagnostica Stago S.A.S., France). Levels of plasma factors I and
X were determined by performing a modified prothrombin time test using deficient plasmas
kits (HemosIL®, Instrumentation Laboratory, USA) with an ACL TOP 300 CTS coagulation
analyzer (Werfen Instrumentation Laboratory, Spain). Plasma factor V was determined using
the Denson standardized method (Denson, 1976). Plasma plasminogen was determined by
chromogenic assay (American Diagnostica Inc., UK). The assays were performed according to
the manufacturer’s protocol. Clotting time, fibrinogen, fibrin/fibrinogen degradation product
(FDP), and D-dimer were measured both at TO and T48. The other coagulation markers were
measured only at TO.

Bothrops venom quantification: Venom-specific enzyme immune assay (EIA) was used to

differentiate Bothrops from Lachesis venoms and quantify venom in serum samples
((COLOMBINI, 2003) at TO and T48. Values were calculated using standard curves with
known concentrations of venom. The cut-off level corresponded to the mean plus 2 S.D. values
of negative samples obtained from 20 volunteer donors with no history of snakebite, residents
in the Manaus rural area.
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Data analysis

Descriptive statistics were used to present clinical-epidemiological variables. Statistical
analyses were made using GraphPad Prism version 9.0.2 (Graphpad Software, Inc., San Diego,
USA). Data were submitted to Shapiro-Wilk test for normal distribution analysis, and all data
assumed non-parametric distribution. Kruskal-Wallis test was performed for comparison
between two groups, and Mann-Whitney test was performed for comparing three or more
groups. Chi-square or Fisher’s exact test were used to test the difference between the observed
and expected frequencies of patients with abnormal heart injury markers between T0 and T48.
The coagulation markers/venom levels and the levels of cardiac injury markers were first
subjected to Shapiro-Wilk normality test. Thereafter, to understand the direction or strength of
correlations between the coagulation markers/venom and cardiac injury markers, the non-
parametric Spearman rank correlation coefficients was done. Correlation matrix heatmaps were
generated using GraphPad version 9.0.2. The significance level was determined at P<0.05.

RESULTS

Characteristics of the participants

A total of 80 snakebite patients were included in the study. Participants were primarily male
(86%) and aged 14-39 years old (46%). Most of the snakebites occurred in the rural area (94%).
Feet was the most affected anatomical region (76%). Snakebite severity was classified as
moderate in 56% of the cases. Pain and edema were recorded in all patients. Secondary bacterial
infection and bleeding from the perilesional region on admission were recorded in 36.3% and
18.8% of the patients, respectively. Systemic bleeding was observed in 12.5% and acute kidney
injury in 21.3% of the patients. Unclottable blood was observed in 56.3% of the patients.
Anemia was observed in 11.3% of the patients. Comorbidities were represented by hypertension
(15%) and diabetes (7%). Bradycardia was reported in 8.8%, and tachycardia in 1.2% of cases.
High and low blood pressure were present in 45% and 5% of the patients, respectively. A high
respiratory rate was seen in 3.8% of the patients. A frequency of 44% of the patients had a
hospital stay of 4-8 days. The characteristics of the study participants are presented in Table 1.

Table 1. Characteristics of the participants.

Variable Frequency
Male 69 (86%)
Age groups (years)

14-39 37 (46%)
40-59 33 (41%)
>60 10 (13%)
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Geographical location of the snakebite

Rural 75 (94%)
Urban 5 (6%)
Time from bite to medical assistance (hours)

<3 36 (45%)
3-12 34 (42%)
>12 10 (13%)
Anatomical region of the bite

Feet 61 (76%)
Leg 13 (16%)
Hand 6 (8%)
Local manifestations/complications

Pain 80 (100%)
Edema 80 (100%)
Secondary bacterial infection® 29 (36.3%)

Bleeding 15 (18.8%)
Ecchymosis 3 (3.8%)
Necrosis?® 3 (3.8%)

Systemic manifestations

Bleeding”

10 (12.5%)

Acute kidney injury?

17 (21.3%)

Lee-White clotting test

Unclottable blood 45 (56.3%)
Anemia, on admission” 9 (11.3%)
Clinical severity of envenomation

Mild 30 (38%)
Moderate 45 (56%)
Severe 5 (6%)
Presence of comorbidities, self-reported

Hypertension 13 (15%)
Diabetes 6 (7%)

Vital signs, on admission®

Axillary temperature

Normal

80 (100%)
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Heart rate

Bradycardia 7 (8.8%)
Normal 72 (90%)
Tachycardia 1 (1.2%)

Blood pressure

Low 4 (5%)
Normal 40 (50%)
High 36 (45%)
Respiratory rate

Normal 77 (96.2%)
High 3 (3.8%)

Time of hospital stay (days)

2-3 26 (32%)
4-8 35 (44%)
>8 19 (24%)

*Gingival bleeding 5 cases, and one case each of hemorrhagic stroke, hemoptysis, hematemesis, hematuria, and
epistaxis.

>During hospital stay.
*Anemia was defined as hemoglobin <12 g/dL in women and <13 g/dL in men.

°Normal axillary temperature was considered normal from 36.5 to 37 °C. Bradycardia was defined as heart rate
lower than 60 times per minute, and tachycardia refers to a heart rate of more than 100 beats per minute. High
blood pressure was defined as higher than 130/80 mmHg and low blood pressure as lower than 90/60 mmHg. The
normal respiratory rate was considered 12 to 20 breaths per minute.

Myocardial injury markers

Median FABP3 concentrations significantly decreased from TO to T48 (P<0.001). There was
no significant difference in the median of CPK-MB, NTproBNP, and Troponin I concentrations
between TO and T48 (Figure 1). Regarding FABP3, 98.7% of the patients at TO and 61.3% at
T48 had values above the median value of a sex- and age-matched healthy control group
(235pg/mL) (P<0.001). In relation to Troponin I (cut off 160pg/mL), increased values were
present in 12.5% of the patients at TO and 8.8% at T48 (P=0.442). In the remaining patients,
values of Troponin I were below the detection limit (<5pg/mL). Concerning NTproBNP (cut
off 70pg/mL), elevated values were present in 15.6% of the patients at TO and 16% at T48
(P=0.994). About CPK-MB (cut off 25U/L), increased values were present in 8.8% of the
patients at TO and 6.3% at T48 (P=0.766).
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Figure 1. The concentration of myocardial injury markers over the patients’ follow-up. Wilcoxon test was used to
compare medians. Statistical significance in results was considered when P<0.05. The asterisk is used in case of
significant difference. NTproBNP: N-terminal type B natriuretic peptide, FABP3: fatty acid binding protein 3, and

CPK-MB: creatine phosphokinase-MB. Values of Troponin I below the detection limit (<Spg/mL) were considered
as zero.

Myocardial injury markers and clinical and epidemiological variables

On hospital admission (Table 2), the median of the serum levels of FABP3 were higher in
patients aged >60 years (P=0.054). Median CPK-MB serum levels were significantly higher in
patients admitted to the hospital with >12h after the bite (P=0.031), although these values are
within the reference limit (25U/L). Regarding serum levels of NTproBNP, no significant
changes were observed. Considering that several patients presented Troponin I levels below the
detection limit (<5pg/mL), a specific analysis compared by the Tobit model for zero-inflated
data was performed, and no significant differences were observed.

Table 2. Variables associated with myocardial injury markers at hospital admission.

Variable Myocardial injury markers, Median (IQR)

Age (years) FABP3 (pg/mL) P NTproBNP P CPK-MB P
(pg/mL) (U/L)

14-40 3,456 (2,597-5,202) 66.1 (63.4-68.8) 13.0 (11.0-19.0)

41-60 4,216 (3,224-5,416) 0.399 | 66.1 (63.4-63.4) >0.999 | 12.0 (9.0-17.0) | 0.367

>60 5,513 (3,757-7,407) 0.054 | 66.1 (62.0-66.1) 0.395 10.0 (8.5-17.0) | 0.509

Gender
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Male 3,969 (2,840-5,855) 66.1 (63.4-68.8) 13.0 (9.0-17.5)

Female 3,801 (2,950-5,166) 0.825 | 63.4 (60.7-68.8) 0.186 10.0 (8.0- 14.0) | 0.067
Time to

assistance

<3h 4,379 (3,332-5,825) 66.1 (63.4-68.8) 12.5 (9.3-14.8)

3-12h 3,969 (2,900-7,164) >0.999 | 66.1 (61.5-66.1) 0.509 11.5(9.0- 17.0) | >0.999
>12h 2,836 (2,200-4,800) 0.128 | 67.4 (66.1-70.1) 0.520 | 17.0 (14.0-31.0) | 0.031
Case severity

Mild 3,714 (2,725-5,157) 66.1 (61.5-68.8) 13.0 (8.8-17.5)
Moderate 3,969 (2,980-6,524) 0.830 | 66.1 (64.1-68.8) 0.816 12.0 (9.0-17.0) | >0.999
Severe 4,287 (1,900-23,295) | 0.781 66.1 (64.7-71.5) 0.649 17.0 (9.5-32.5) | 0.639
Hypertension

Yes 4,640 (3,435-5,825) 66.1 (63.4-66.1) 14.0 (8.5-17.0)

No 3,830 (2,820-5,479) 0.514 | 66.1 (63.4-68.8) 0.555 12.0 (9.0-17.0) | 0.936
Diabetes

Yes 5,825 (1,560-17,448) 66.1 (63.4-68.8) 15.5 (0.0-22.5)

No 3,830 (2,950-5,269) 0.499 | 66.1 (63.4-68.8) 0.816 12.5 (9.0-17.0) | 0.827
Hypertension +

Diabetes

Yes 4,176 (2,924-5,855) 66.1 (63.4-66.8) 14.0 (8.3-17.0)

No 3,860 (2,827-5,279) 0.760 | 66.1 (63.4-68.8) 0.683 12.0 (9.0-17.0) | 0.856
Clotting time

Unclottable 4,111 (2,858-6,046) 66.1 (63.4-68.8) 13.0 (10.0-17.0)
Normal 3,716 (2,897-5,132) 0.504 | 66.1 (64.7-70.2) 0.290 13.0 (9.0-17.0) | 0.443
Anemia*

Yes 4,406 (3,497-5,455) 0.934 | 66.1 (60.7-66.1) 0.910 14.0 (8.5-35.0) | 0.507
No 3,860 (2,950-5,396) 66.1 (63.4-68.8) 13.0 (10.0-17.0)
Systemic

bleeding

Yes 5,279 (2,650-7,629) 0.463 | 66.08 (63.4-68.8) 0.525 12.0 (10.0-31.0) | 0.456
No 3,759 (2,950-5,221) 66.08 (63.4-68.8) 13.0 (9.0-17.0)

Vital signs’

Heart rate

Normal 3,801 (2,827-5,279) 66.1 (63.4-68.8) 13.0 (9.3-17.0)
Bradycardia 5,513 (3,481-13,774) | 0.407 | 66.1 (30.3-66.1) 0.313 | 9.0(0.0-19.0) 0.575

Blood pressure
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Normal 3,614 (2,712-5,208) 66.1 (63.4-68.8) 13.0 (10.0-19.0)

High 4,325 (3,246-7,288) 0.220 | 66.1 (63.4-71.5) >0.999 | 13.0 (9.0-15.5) | 0.630
Low 4,601 (2,921-6,928) >0.999 | 68.8 (64.1-73.5) 0.504 12.5 (9.8-26.5) | >0.999
Respiratory rate

Normal 4,078 (2,950-5,825) 66.08 (63.38-68.79) 13.0 (9.0-17.0)

High 2,539 (2,427-2,650) 0.106 | 64.73 (63.38-66.08) | 0.540 14.0 (11.0-17.0) | 0.765

Legend: FABP3: fatty acid binding protein 3; NTproBNP: N-terminal type B natriuretic peptide; CPK-MB:
creatine phosphokinase-MB. FABP3, NTproBNP, and CPK-MB levels were compared using the Kruskal-Wallis
or Mann-Whitney test. Statistical significance results were considered when P<0.05.

*Anemia was defined as hemoglobin <12 g/dL in women and <13 g/dL in men.

® Bradycardia was defined as a heart rate lower than 60 times per minute, and tachycardia refers to a heart rate of
more than 100 beats per minute. High blood pressure was defined as higher than 130/80 mmHg, and low blood
pressure as lower than 90/60 mmHg. The normal respiratory rate was considered 12 to 20 breaths per minute. Only
one case of tachycardia was reported on admission.

On T48, there was a trend towards an increase in the median of the serum levels of FABP3 in
patients aged 41-60 years (P=0.051) and >60 years (P=0.070). Median CPK-MB serum levels
were significantly higher in patients aged 14-40 years compared to those aged 41-60 years
(P=0.026), although these values are within reference limit. Anemia was associated to
significantly slightly higher values of CPK-MB serum levels (P=0.007). Bradycardia was
associated to significantly slightly lower values of CPK-MB serum levels (P=0.001) (Table 3).
Troponin I levels were compared by Tobit model for zero-inflated data, and no significant
differences were observed.

Table 3. Variables associated to myocardial injury markers at 48 hours after admission.

Variable Myocardial injury markers, Median (IQR)

Age (years) FABP3 P NTproBNP P CPK-MB P
14-40 224.6 (198.5-308.7) 66.1 (63.4-68.8) 15.0 (11.0-19.0)

41-60 264.1 (2,371-345.4) 0.051 66.1 (63.4-68.8) >0.999 12.0 (6.5-15.0) 0.026
>60 348.6 (241.7-587.0) 0.070 66.1 (64.7-67.4) >0.999 14.0 (10.5-17.5) | >0.999
Gender

Male 247.2 (211.1-354.4) 66.1 (63.4-68.8) 14.0 (9.5-18.0)

Female 283.4 (214.6-340.0) 0.493 66.1 (63.4-68.8) 0.788 11.0 (10.0-14.0) 0.178
Time to assistance

<3h 250.4 (199.9-334.0) 66.1 (66.1-68.8) 13.5 (9.3-16.8)

3-12h 252.5 (220.1-361.4) 0.954 66.1 (63.4-68.8) 0.147 13.5(9.8-18.0) 0.891
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>12h 249.0 (207.3-2015.0) | >0.999 66.1 (31.7-70.2) 0.754 16.0 (9.8-23.5) 0.419
Case severity

Mild 249.0 (206.4-312.4) 66.1 (66.1-68.8) 11.5 (8.0-16.3)

Moderate 252.5(211.3-370.3) 0.552 66.1 (63.4-68.8) 0.174 14.0 (10.0-18.0) 0.169
Severe 1.649.0 (319.5-3,723.0) | 0.010 68.8 (33.0-71.5) >0.999 14.0 (13.0-28.0) 0.223
Hypertension

Yes 312.4 (241.8-634.9) 66.1 (63.4-68.8) 13.0 (10.0-17.0)

No 248.4 (207.5-338.5) 0.214 66.1 (64.1-68.8) 0.228 14.0 (9.0-18.0) 0.589
Diabetes

Yes 327.9 (255.0-759.3) 68.8 (33.0-68.8) 5.0 (0.0-17.3)

No 249.7 (209.8-342.2) 0.162 66.1 (63.4-68.8) 0.717 14.0 (10.0-18.0) 0.099
Hypertension  +

diabetes

Yes 299.8 (239.1-656.4) 66.1 (63.4-68.8) 13.0 (2.5-17.0)

No 245.4 (205.4-337.0) 0.145 66.1 (63.4-68.8) 0.528 14.0 (10.0-18.0) 0.264
Anemia*

Yes 254.3 (229.1-340.0) 66.1 (63.4-68.8) 18.0 (10.8-28.0)

No 247.9 (211.1-358.2) 0.807 66.1 (63.4-68.8) 0.978 13.0 (9.3-16.8) 0.007
Fall in

hemoglobin  >2

mg/L

Yes 261.5(217.3-759.3) 66.1 (63.4-68.8) 16.5 (1.5-24.5)

No 247.9 (209.8-335.5) 0.408 66.1 (63.4-68.8) 0.724 13.0 (10.0-17.0) 0.421
Acute kidney

injury*

Yes 341.3 (221.4-854.2) 0.123 66.1 (63.4-66.1) 0.336 14.0 (11.0-16.5) 0.942
No 245.4 (210.9-312.4) 66.1 (63.4-68.8) 14.0 (9.0-18.0)

Vital signs?®

Heart rate

Normal 249.7 (207.5-326.6) 66.1 (63.4-68.8) 14.0 (10.8-18.0)
Bradycardia 361.4 (238.1-2,336.0) 0.203 68.8 (63.4-71.5) 0.899 7.0 (0.0-9.5) 0.001
Blood pressure

Normal 252.1(212.5-329.4) 66.1 (63.4-68.8) 13.0 (10.0-18.0)

High 249.0 (211.7-571.4) >(0.999 66.1 (66.1-68.8) >0.999 14.0 (4.0-17.0) >0.999
Low 824.7 (0.0-1,649) >0.999 68.8 (66.1-71.5) 0.645 30.5 (24.0-37.0) 0.061

Respiratory rate
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Normal 251.6 (212.8-352.5) 66.08 (63.38-68.79) 13.5 (9.8-18.0)

High 224.0 (211.7-236.4) 0.398 64.7 (63.4-66.1) 0.526 17.5 (16.0-19.0) 0.267

Legend: FABP3: fatty acid binding protein 3; NTproBNP: N-terminal type B natriuretic peptide; CPK-MB:
creatine phosphokinase-MB. Levels of FABP3, NTproBNP, and CPK-MB were compared using the Kruskal-

Wallis or Mann-Whitney test. Statistical significance in results was considered when P<0.05.
*Anemia was defined as hemoglobin <12 g/dL in women and <13 g/dL in men.

® Bradycardia was defined as a heart rate lower than 60 times per minute, and tachycardia refers to a heart rate of
more than 100 beats per minute. High blood pressure was defined as higher than 130/80 mmHg, and low blood
pressure as lower than 90/60 mmHg. The normal respiratory rate was considered to be 12 to 20 breaths per

minute. Only two cases of tachycardia were reported at T48.

*Acute kidney injury was defined as an increase of >0.3 mg/dL or up to 199% of baseline creatinine levels.

Regarding Troponin I findings, we observed that patients either presented increased serum
levels (above the cut off 160pg/mL) or below the detection limit (<5pg/mL). Considering that,
we have branched patients into two groups based on Toponin I levels: patients within normal
range (Normal Troponin I, n=68) and patients above normal range (Increased Troponin I —
n=12). Patients with increased Troponin I levels presented significantly higher median heart
rates at TO (P=0.005) and T48 (P=0.009), although these values are within the reference limit.
At T48, median serum lactate dehydrogenase activity was significantly higher in patients with
increased Troponin I levels (P=0.048). Also, systemic bleeding was significantly more frequent
in the group of patients with increased Troponin I levels (P=0.033) (Table 4).

Table 4. Evaluation of laboratory markers in patients with normal and increased levels of
Troponin I over follow-up.

Variable

Age (years)
14-40

41-60

>60
Gender
Male

Female

Median (IQR) or frequency, TO Median (IQR) or frequency, T48

Normal Troponin I Increased P Normal Troponin I Increased P
(n=68) Troponin I (n=12) (n=68) Troponin I (n=12)

34 (50%) 5 (41.6%)

25 (36.8%) 7 (58.4%) 0.313

9 (13.2%) 0 (0%) 0.675

88.2 (60) 75.0 (9)

11.8 (8) 25.0(3) 0.420

Time to assistance

(hours)
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<3

3-12

>12

Case severity
Mild
Moderate
Severe
Hypertension
Yes

No

Diabetes

Yes

No

Hipertension +
Diabetes

Yes

No

Systemic bleeding
Yes

No

Anemia*

Yes

No

Acute renal injury*
Yes

No

Fall in hemoglobin
>2mg/mL

Yes

No

Systolic blood
pressure (mmHg)

Diastolic blood
pressure (mmHg)

Mean blood pressure
(mmHg)

32 (47.1%)
27 (39.7%)
9 (13.2%)

23 (33.8%)
41 (60.3%)
4 (5.9%)

10 (14.7%)
58 (85.3%)

5 (7.4%)
63 (92.6%)

13 (19.1%)
55 (80.9%)

7 (10.3%)
61 (89.7%)

6 (8.8%)
62 (91.2%)

16 (23.5%)
53 (76.5%)

22.0 (15)
78.0 (53)
127.5 (119.3-140.0)

80.0 (71.0-86.0)

96.0 (87.2-104.3)

4 (33.3%)
7 (58.3%)
1 (8.4%)

7 (58.3%)
4 (33.3%)
1 (8.4%)

3 (25%)
9 (75%)

1 (8.3%)
11 (91.7%)

3 (25%)
9 (75%)

4 (33.3%)
8 (66.7%)

3 (25%)
9 (75%)

1 (8.3%)
11 (91.7%)

8.3 (1)
91.7 (11)
130.0 (107.0-130.0)

70.0 (69.0-90.0)

90.0 (81.7-106.7)

0.448
>0.999

0.164
>0.999

0.604

>0.999

0.639

0.033

0.258

0.436

0.504

0.349 130.0 (119.3-140.0)

0.499 80.0 (71.0-86.0)

0.593 96.7 (89.0-105.5)

130.0 (107.0-130.0)

70.0 (69.0-90.0)

90.0 (81.7-106.7)

0.291

0.499

0.458
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Respiratory rate  20.0 (18.7-20.0) 20.0 (18.5-20.0) 0.973 20.0 (18.0-20.0) 20.0 (19.3-20.0)
(RR/mm)
Heart rate (HR/min) 71.0 (60.0-83.0) 85.0 (80.0-95.0) 0.005 70.5 (61.0-79.5) 82.5 (77.0-93.8)

0.902

0.009

Legend: Continuous variables were compared using the Kruskal-Wallis or Mann-Whitney test; dichotomous
variables’ frequencies were compared by Chi-square or Fisher’s test. Statistical significance was considered when
P<0.05.

*Anemia was defined as hemoglobin <12 g/dL in women and <13 g/dL in men.

*Acute kidney injury was defined as an increase of >0.3 mg/dL or up to 199% of baseline creatinine levels.

Association of hemostatic alterations and myocardial injury markers

All cases were confirmed as Bothrops envenomations by the EIA technique. Median Bothrops
venom serum levels were significantly decreased from TO (15, 7-22 ng/mL) to T48 (3, 0-7
ng/mL) (P<0.001). On TO (r=0,234; P=0.040) and T48 (r=0,245; P=0.034), there was a
significant positive correlation between Bothrops venom serum levels and FABP3
concentrations, but not between CPK-MB, NTproBNP, and Troponin I concentrations (Figures
2 and 3).

At TO, alpha 2-antiplasmin concentrations were negatively correlated with FABP3 levels (r=-
0.271; P=0.017). At this same time, FDP (r=0.219; P=0.051), tissue factor (r=0.255; P=0.022),
and plasma factor VII (r=291; P=0.008) levels were positively correlated with Troponin I
concentrations. There was a significant negative correlation between coagulation factor X and
CKMB concentrations at TO (r=-0.230; P=0.045). No correlation was observed between
NTproBNP and cardiac markers (Figure 2). At T48, no significant correlation was observed
between coagulation parameters and cardiac markers’ concentrations (Figure 3).
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Figure 2. Heatmap with direction and strength of correlations between the coagulation markers and venom serum
level, with cardiac injury markers, on hospital admission (T0). Data were expressed as Spearman correlation
coefficient (R) ranging from -1.0 (negative correlation) to 1.0 (positive correlation). NTproBNP: N-terminal type
B natriuretic peptide, FABP3: fatty acid binding protein 3, and CPK-MB: creatine phosphokinase-MB.
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Figure 3. Heatmap with direction and strength of correlations between the coagulation markers and venom serum
level, with cardiac injury markers, at 48 hours after hospital admission (T48). NTproBNP: N-terminal type B
natriuretic peptide, FABP3: fatty acid binding protein 3, and CPK-MB: creatine phosphokinase-MB.

The group of patients with increased Troponin I levels presented significantly higher FDP
concentrations at TO (P=0.021), higher D-dimer concentrations at T48 (P=0.043), and slightly
increased platelet counts at TO (P=0.043) within normal range. Patients with increased
Troponin I levels also presented significantly higher plasma factor VII levels at TO (P=0.008)
(Table 5).

Table 5. Evaluation of coagulation markers in patients with normal and increased levels of Troponin I over follow-

up.
Variable Median (IQR) or frequency, T0 Median (IQR) or frequency, T48
Normal Troponin I Increased P Normal Troponin I Increased P
(n=68) Troponin I (n=12) (n=68) Troponin I (n=12)
Clotting time

Unclottable 35 (51.5%) 10 (83.3%) 0.075



Fibrinogen (g/L) 0.35 (0.35-0.68) 0.35 (0.35-0.35) 0.140  2.72 (2.03-4.27) 2.05 (1.56-4.02)
FDP (pg/mL) 160.0 (40.0-640.0)  640.0 (320.0-1280)  0.021 5.0 (5.0-5.0) 5.0 (5.0-8.8)
D-dimer (pg/mL) 128.0 (13.9-128.0)  128.0 (45.8-128.0)  0.783  0.96 (0.51-1.56) 1.97 (0.93-3.40)
Platelets (x103/pL)  222.0 (179.0-261.4)  266.8 (206.1-292.4)  0.043  180.0 (157.5-225.0)  209.5 (152.0-226.0)
Alpha 2-antiplasmin  68.04 (51.75-85.81)  56.41 (48.81-65.57)  0.107

(%)

Plasminogen (%)  48.94 (35.20-61.89)  45.57 (39.12-54.80)  0.674

FII (%) 76,1 (55.4-88.3) 59.00 (46.40-84.88)  0.289

FX (%) 99.9 (79.4-128.6) 118.9 (86.2-210.6)  0.294

FV (%) 52.88 (25.35-73.60)  45.24 (23.00-77.05)  0.992

FVII (%) 7434 (62.76-101.4)  105.7 (84.66-123.7)  0.008

Tissue factor (%)  21.69 (5.88-38.6)  49.55 (11.42-123.0)  0.085

64

0.245
>0.999
0.043
0.377

Normal range: Fibrinogen (2.38—4.98 g/L), Fibrin/fibrinogen Degradation Product - FDP (<5 mg/mL), D-Dimer
(< 0.5 pg/mL), Platelets (150450 x10°%L), Alpha 2-antiplasmin (80-120%), Plasminogen (80 — 120%),
Coagulation Factor II — FII (79-131%), Coagulation Factor X — FX (77-131%), Coagulation Factor V — FV (56—
124%), Coagulation Factor VII — FVII (55-170%).

DISCUSSION

Myocardial injury from Bothrops snakebites are most observed in severe cases of
envenomation, primarily by hemodynamic repercussions, such as hypotension (16—18). Among
the mechanisms associated with cardiac alterations, a direct effect of venom toxins inducing
myocardial damage, and an indirect effect related to venom-induce coagulopathy (ALIRIO
RESTREPO BASTIDAS et al., 2024; CANAS, 2016; RODRIGUES et al., 2014; SILVA DE
OLIVEIRA et al., 2017). Experimental studies on Bothrops venom-induced myocardial injury
were able to enlighten some of the possible mechanisms. Cano-Sanchez and colleagues (29)
reported that Bothrops lanceolatus venom impairs mitochondrial function in human heart cells
by reducing oxidative phosphorylation and increasing mitochondrial membrane permeability.
Furthermore, Rodrigues and colleagues (RODRIGUES et al., 2014) described that Bothrops
Jjararacussu venom can cause muscle contractures and histological damage in the atrial tissue
of rats with CPK-MB release. Lopez-Davila colleagues (LOPEZ-DAVILA et al., 2021) also
found that the myotoxin Mt-II from Bothrops asper induces hypercontraction and increased
cytosolic calcium in rat cardiomyocytes, associating these effects with cell membrane
disruption. The approach used in the present study to evaluate myocardial damage consisted of
the serum quantification of the markers NT-ProBNP, CPK-MB, FABP3 and Troponin L.

Our findings demonstrate a slight neurohormonal activation by elevation of NT-proBNP (cut
off 70pg/mL) in 16% of the patients with Bothrops snakebites both at TO and T48. NT-ProBNP
is a prohormone with a 76 amino acid N-terminal inactive protein that is cleaved from the
molecule to release BNP, a hormone secreted from the cardiac ventricles to correct the
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vasoconstrictive, sodium retaining, antidiuretic, and antifibrotic effects caused by the
neurohormonal imbalance (46,47). Elevations in NT-ProBNP levels was observed in
ventricular dysfunction (48,49) and other cardiac processes such as myocardial ischemia
(AZEVEDO et al.,, 2014; BIBBINS-DOMINGO et al., 2003; NAKAMURA et al.,
2002),coronary disease (KOTECHA et al, 2019), and aortic valve stenosis
(HADZISELIMOVIC et al., 2022). In this study, levels of NT-proBNP were not influenced by
demographic parameters such as sex and age, snakebite severity and presence of comorbidities.
Likewise, physiological variables such as heart rate and blood pressure, and coagulation
activation, were not associated with the levels of this marker. Our findings suggest that the
mechanism underlying neurohormonal activation from Bothrops snakebites is multifactorial,
possibly involving the interaction between circulatory disorders, systemic inflammation,
changes in hemostasis and renal clearance (TSUTAMOTO et al.,, 2019). Previously,
coagulation activation was associated to significantly and positively associated with NT-
proBNP levels in men aged 60-79 years even after adjustment for age, lifestyle characteristics,
renal dysfunction, atrial fibrillation and inflammation (C-reactive protein) (WANNAMETHEE
et al., 2017). Unlike this study, ours included mainly young patients with a low frequency of
comorbidities.

Elevation of the blood levels of CPK-MB (cut off 25U/L) were observed in 8.8% of the patients
at TO and 6.3% at T48. Creatine phosphokinase (CPK) is an enzyme expressed by various
tissues and cell types, which catalyses the conversion of creatine and uses ATP to create
phosphocreatine and ADP (WALLIMANN; HEMMER, 1994). High blood CPK levels may be
an indication of damage to CPK-rich tissue, such as in rhabdomyolysis, myocardial infarction,
myositis and myocarditis (ROSALKI, 1989). The myocardium has about 30% CPK-MB, and
thus lacks the specificity for cardiac damage, and noncardiac muscle damage may also cause a
rise of this marker (SCHLATTNER; TOKARSKA-SCHLATTNER; WALLIMANN, 2006).
In Bothrops venoms, most subtypes of phospholipase A> (PLA2) exert myotoxic effects that
may lead to necrosis and permanent tissue damage (GUTIERREZ; OWNBY, 2003b). Along
with PLA,, snake venom metalloproteases have also been described as inducing myonecrosis
in experimental models, which is possibly secondary to tissue ischemia associated with
bleeding (GUTIERREZ, 2000). Thus, elevation of CPK-MB levels in our study is potentially
overestimating the number of patients with myocardial injury. De Souza and colleagues (AT
DE SOUZA et al., 2012) have reported that CPK-MB levels in mice injected with B. atrox
venom were not significantly different compared to the control group. In our patients, CPK-
MB levels were significantly higher in patients admitted to the hospital >12h after the bite.
Actually, CPK-MB increases and disappears 12-36 hours following the onset of symptoms and
returns within two days to baseline values (ROSALKI, 1989). At T48, it is expected that CPK-
MB levels have already returned to values close to normal after a myocardial injury, which did
not occur in our group of patients. Again, results indicate that there may be a problem of low
specificity due to the injury to non-cardiac muscle that occurs in Bothrops envenomations up

to a few days after the bite, especially in patients evolving to secondary bacterial infections
(SACHETT et al., 2017).
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Regarding FABP3, most patients had values above the median value of a sex- and age-matched
healthy control group (235pg/mL), with 98.7% of the patients at TO and 61.3% at T48.
Interestingly, even patients admitted within 3 hours of snakebite had higher median FABP3
values than the control group. Additionally, FABP3 values were notably higher in severe
patients and correlated with circulating venom levels, even without association with
hemodynamic parameters. Interestingly, FABP3 levels significantly correlated with blood
venom levels. These findings may be influenced by the increase in isoforms from other tissues,
especially skeletal muscle tissue, intestine, kidney, liver and brain (PELSERS; HERMENS;
GLATZ, 2005). FABP3 works as a chaperone for lipids and is critical for maintaining the
homeostatic function of skeletal and cardiac muscle (MOON et al., 2021; VERGNES et al.,
2011). The peak plasma levels are reached after 3-4 hours, and it returns to referent range in
18-30h (SAVIC-RADOIJEVIC et al., 2017). FABP3 is considered reliable as an early marker
for myocardial injury, more sensitive than myoglobin, CPK-MB and troponin, in the first hours
after the onset of symptoms (ISHII et al., 1997). Patients >60 years old presented slightly higher
levels of FABP3 at TO, followed by the age group of 41-60 greater at T48. Studies have
demonstrated that age is a factor positively correlated with FABP3 levels in cardiovascular
diseases, in which ages >50 years old presented increased levels (69,70).

In relation to Troponin I (cut off 160pg/mL), increased values were present in 12.5% of the
patients at TO and 8.8% at T48. The cardiac isotype of the myofibrillar contractile protein,
Troponin I, is located specifically in the mammalian heart (SARKO; POLLACK, 2002).
Measurement of Troponin I is extensively used as diagnostic of stroke or other myocardial
injury (ROOS et al., 2017; STRANDBERG; ROOS; HOLZMANN, 2021; THYGESEN et al.,
2019). Systemic bleeding was less frequent in patients with Increased Troponin 1. However,
since only mild bleeding was reported, without hemodynamic complications, we believe this
was a fortuitous finding. Heart rate median was significantly higher in patients with increased
Troponin I, both in TO and T48, but generally within the reference values and without any
clinical repercussions. Bastidas et al. (ALIRIO RESTREPO BASTIDAS et al., 2024) reported
a case of Bothrops envenomation who developed heart failure, with a Troponin I level of
6.000pg/mL, severe hemodynamic instability, cardiomyopathy with biventricular failure and
left ventricular ejection fraction of 25%.

Aside from the direct action of venom toxins on heart muscle, systemic effects can lead to
cardiovascular alterations and enhance myocardial damage. Among the mechanisms, venom-
induced coagulopathy has been described as an event closely associated with cardiac effects
(BITTENBINDER et al., 2024). Venom-induced consumption coagulopathy (VICC) during
Bothrops envenomation is characterized by the action of venom toxins on the activation of
coagulation factors and the modulation of platelets function, leading to the consumption of
hemostatic factors resulting in hemorrhagic and thrombotic events (76).These events can
contribute to a direct myocardial infarction and hypotension due to hypovolemic shock
(BITTENBINDER et al., 2024). Concerning the myocardial injury markers observed in the
present study, FABP3 was negatively correlated to alpha 2-antiplasmin, FDP, and tissue factor
serum levels. In contrast, Troponin I concentrations were positively correlated with plasma
factor VII levels. This profile shows a pattern of activation and consumption of factors
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associated with the coagulation cascade and fibrinolysis while Troponin I increases. Moreover,
patients with increased levels of Troponin I presented an increased frequency of systemic
bleeding and increased values of Fibrin/Fibrinogen Degradation Product (FDP), which was
found >5x greater than the reference limit in this group. Based on these results and previous
studies on B. atrox envenomation, the coagulopathy installed potentiates systemic bleeding
frequently associated with hypotensive events (CANAS, 2016; OLIVEIRA et al., 2020;
PEREZ-GOMEZ et al., 2019). Therefore, the result of our present study addresses the
activation/consumption of hemostatic factor as an important factor associated with Troponin I
elevation, which could be associated with myocardial ischemia, an imbalance between oxygen
supply and demand, and/or inflammatory mediator-related myocardial cell injury (ALATASSI
et al., 2018).

This study was carried out with a non-probabilistic consecutive sample, which did not cover
the entire possible clinical spectrum of B. atrox envenomings. No clinically relevant
hemodynamic disturbances were observed in our case series, with notable effects on the
physiological parameters, and therefore the accuracy of the markers measured in severe cases
was not estimated. Future studies with electrocardiogram, strain echocardiography and cardiac
magnetic resonance may better assess the magnitude of myocardial injury in these cases. Since
patients were only evaluated during their hospital stay, another limitation of this study was the
lack of follow-up of patients to assess possible long-term repercussions on cardiac function.

CONCLUDING REMARKS

This is the first study designed to provide information on cardiac consequences following B.
atrox envenomations. Elevation in myocardial injury markers, especially Troponin I, confirms
that cardiac muscle is affected in B. atrox snakebites, although not associated to severe
outcomes. Moreover, venom-induced coagulopathy has been directly associated to myocardial
alterations via Troponin I elevation. FABP3, a marker involved in membrane lipid transport,
was associated to severe snakebites, even without cardiac repercussions. Future studies are
needed to regarding its potential application of this marker to Bothrops envenomation cases.
These results also accredit the use of cardiac markers to screen patients for more detailed cardiac
alterations from Bothrops SBE.
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5. CONCLUSAO

Em concluséo, este estudo destaca os diferentes efeitos clinicos dos venenos
de Bothrops atrox, que envolvem diversos mecanismos hemostaticos e fisioldgicos.
As metaloproteinases do veneno de serpentes (SVMPs), as toxinas mais abundantes
nesses venenos, interagem com uma ampla gama de alvos bioldgicos, como
plaquetas e fatores da cascata de coagulagdo. Esses alvos estdo diretamente
envolvidos nos efeitos locais e sistémicos do veneno, resultando em danos teciduais,
hemorragias e coagulopatias. A agcao das SVMPs, juntamente com outras enzimas
pré-coagulantes e hemorragicas, contribui para disturbios de coagulagao, com niveis
aumentados de fibrinogénio e formagao rapida de tampdes plaquetarios em lesdes

vasculares.

A associagao entre os niveis de veneno e o aumento da FABP3 sugere uma
ligac&o direta com o dano cardiaco, reforgando o papel da cardiotoxicidade como uma
das principais complicacbes desses envenenamentos. A presenca de toxinas como
as fosfolipases A2, peptideos elapideos de trés dedos e serina proteases induz
alteragbes patolégicas no coragdo, manifestadas clinicamente por colapso

cardiovascular, infarto agudo do miocardio e arritmias.

O estudo ressalta a importancia da FABP3 como um biomarcador precoce de
lesao cardiaca em pacientes envenenados por Bothrops, posicionando-0 como uma
ferramenta promissora para o diagnostico e prognoéstico. Esses achados foram
corroborados por exames hematoldgicos e bioquimicos classicos, demonstrando a

relevancia de biomarcadores padrao-ouro na avaliagao clinica desses pacientes.

Por fim, &€ necessario o desenvolvimento de estratégias de tratamento que
priorizem o manejo precoce desses marcadores cardiacos, especialmente a FABP3,
a fim de diminuir as complicagcbes cardiovasculares graves em vitimas de

envenenamento por Bothrops.
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7. ANEXO | - ORGAMENTO E RECURSOS FINANCEIROS

Especificagao Justificativa
Kits para avalicdo Marcadores
FABP3 (HNS2MAG-95K) R$ 7.720,00
Cardiacos
Kits para avaligao Marcadores
NT proBNP (HCVD1MAG-67K) R$ 15.280,00 ]
Cardiacos
Kits para avalicdo Marcadores
Hs-Tnl (HCVD1MAG-67K) R$ 15.280,00
Cardiacos
Kits para avaligao Marcadores
CK-MB NAC UV LIQUIDA R$ 4.122,62
Cardiacos

Obs.: Os Recursos para custeio da pesquisa sao provenientes de projetos aprovados
em agéncias de fomento sob a coordenagao do orientador Prof. Dr. Wuelton Marcelo

Monteiro.
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NOME FORMAC}/:\O ‘ ATIVIDADE NO PROJETO ‘
Maria Raimunda Da Costa Mestranda Aluno
Wouelton Marcelo Monteiro Doutor Orientador
Marcos Aurélio Sartim Doutor Co-Orientandor
Victor Irungu Mwangi Doutor Colaborador
Gisely Cardoso Melo Doutora Colaborador
Samella Oliveira Doutora Colaborador
Karolaine Oliveira Bentes Doutoranda Colaborador
Jady Shayenne Mota Mestranda Colaborador
Michael Nosano Yakubu Doutor Colaborador
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ATIVIDADES

Créditos — Disciplinas

2022 (Trimestre)

2023 (Trimestre)

105

2024 (Trimestre)

Revisao Bibliografica

Comité de ética e pesquisa

Coleta de Dados

x| X| X[ X

Dosagem dos marcadores — FABP3,

Troponina | e NTproBPN

Qualificagao da dissertacéo

Dosagem do marcador — CK-MB

Analise dos resultados

Analise estatistica

Redacao final

Submisséo do artigo cientifico

x

Defesa da dissertagao




10. ANEXO IV - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

FUNDACAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR W"‘“
VIEIRA DOURADO"

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Disturbios hemostaticos em acidentes botrdpicos e laquéticos na regido de Manaus,
estado do Amazonas.

Pesquizsador: Samella Silva de QOliveira

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 49671615.5.0000.0005

Instituic&o Proponente: Fundacio de Medicina Tropical do Amazonas - FMT/IMT/AM
Patrocinador Principal: Fundacio de Amparo 4 Pesquisa do Estado do Amazonas - FAPEAM

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.886.626

Apresentagio do Projeto:

A maioria dos acidentes ofidicos na Amazdnia brasileira € causada por serpentes Bothrops atrox. Os
acidentes botropicos caracterizam-se por manifestagbes clinicas locais (edema, dor e equimose) e
sistémicas (alteragcbes da coagulacao e sangramentos). A serpente Lachesis muta, coabitante na regiao
Amazénica, ocasiona acidentes com sintomatologia semelhante 4 dos acidentes botrépicos, o que dificulta o
diagndstico clinico diferencial desses acidentes na regido. Contudo, o imunodiagndstico ainda ndo & rotina
nos servipos de salde e poucos pacientes levam a serpente causadora do acidente para identificagio. O
tratamento especifico do acidente botrdpico consiste na administragao dos antivenenos botrdpico,
botrépicolaguético ou botrépico-crotalico. Mo entanto, o veneno de B. atrox nio faz parte do pool de
imunizagdo utilizado na producdo desses antivenenos. Estudos demonstram que o veneno de B. atrox
possui componentes com atividades pro-coagulante e trombina-simile, o que leva a um consumo dos fatores
de coagulagdo resultando em incoagulabilidade sanguinea nas vitimas desses acidentes. Os componentes
que

induzem ou inibem a agregacdo plaguetaria foram também isolados do veneno de B. atrox. Sabe-se que a
composicdo e as atividades bioldgicas dos venenos de serpentes podem variar de maneira inter ou
intraespecifica. a depender da origem geografica, sexo ou estagio ontogenético das serpentes. Assim, a
presenga dessa variabilidade poderia repercutir diretamente na gravidade das manifestagbes clinicas
observadas nos acidentes ofidicos, bem como na necessidade de
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antivenenos mais efetivos. Desse modo, um estudo mais detalhado sobre as alteragbes da coagulacio e
fungéo plaguetdria observadas em vitimas de acidentes ofidicos ocomidos na Amazdnia brasileira ajudara a
entender melhor o mecanismo de acio do

veneno de serpentes de importancia médica nessa regido, ainda pouco conhecido. Além disso, uma vez gue
o veneno de B. atrox ndo & wtilizado na produgdo do antiveneno comercial e ha vanacio intraespecifica no
veneno de serpentes de diferentes origens geograficas, torna-se necessario avaliar a eficacia do antiveneno
na reversdo dos distirbios hemostiticos presentes nas vitimas de acidentes botropicos e laguéticos nas
diferentes regides. Diante disso, o objetivo desse trabalho é avaliar os distarbios da coagulacio e fungio
plaguetdria nos acidentes causados por serpentes Bothrops atrox e Lachesis muta na regido de Manaus,
estado do Amazonas, e a eficicia do antiveneno na reversio desses distdrbios. Para isso, serd realizado
um estudo cbservacional de coorte prospectivo, no qual os pacientes com diagnéstico clinico-epidemioldgico
de acidente botrépico e ou laquético (n=100) que forem atendidos na Fundagao de Medicina Tropical "Dr.
Heitor VWieira Dourado”, nos setores de pronto atendimento e enfermaria de dermatologia, no periodo de
janeiro de 2016 a dezembro de 2017, terdo quantificados os niveis de veneno circulante, fibrinogénio,
fatores I, X, VI, tissular e Xlll, complexo antitrombina-trombina, produtos de degradagio de fibrinogénio &
fibrina, d-dimeros; identificados e quantificados as toxinas de veneno e de proteinas do plasma dos
pacientes com abundancia diferencial através de ELISA, Weséern blot e espectrometria de massas; e
avaliados a fungdo plaguetdria (agregacio e expressdo de glicoproteinas) através de citometria de fluxo,
antes e apods

a administracdo do antiveneno. Como conftroles sero utilizadas amostras de sangue obtidas de doadores
voluntarios (acompanhantesiresponsavel legal dos pacientes; n=20).

Trata-ze da EMENDA 1, versdo 3, sobre o Projeto intitulado "Titulo da Pesquisa: Disturbios hemostaticos em
acidentes botrdpicos e laquéticos na regido de Manaus, estado do Amazonas.”. Pesquisador Responsdvel:
Samella Silva de Oliveira.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar os distirbios da coagulagio & fungao plaguetaria nos acidentes causados por serpentes Bothrops
atrox & Lachesis muta & a eficécia do antiveneno na reversdo desses distlrbios.
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Objetivo Secundario:

+ Determinar os niveis de fibrinog&nio, fatores |1, X, VI, tissular e Xll, antitrombina-trombina, produtos de
degradagao de fibrinogénio e fibrina, ddimeros e contagem de plaquetas em repouso e ativadas circulantes
antes e apds a administracdio do antiveneno;* Avaliar a fungao plaquetdria antes e apds a administragso do
antiveneno através de citometria de fluxo:+ Verificar a frequéncia das manifestagies hemorrdgicas locais e
sistémicas e seus fatores associados,* Verficar a correlagao entre os distdrbios da coagulagio e contagem
plaquetdria & a presenca de sangramentos sistémicos.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

E possivel que durante a pesquisa o participante experimente alguma dor/ desconforto & ow aparegam
equimoses resultantes da puncio venosa realizada para a coleta de sangue. Mo entanto, esses riscos serao
diminuidos uma vez que quem realizard a coleta de sangue sdo pessoas experientes do laboratdrio da
FMTHVD. Ainda, sera garantido ao participante da pesquisa que os problemas mencionados anteriormente
decorrentes do estudo serdo assistidos, tratados e acompanhados na FMT-HVD e pela equipe do presente
estudo, sem qualguer 8nus para este, durante todo o tempo que for necessano.

Beneficios:

Os beneficios esperados com essa pesquisa para o participante s&o a realizagdo de exames que
normalmente ndo fazem parte da rotina hospitalar, sendo que ao ser encontrada alguma alteracao
importante esta serd comunicada. Este estudo permitird conhecer mais sobre o mecanismo de agao de
venenos de serpentes de importdncia médica na Amazdnia brasileira, ainda pouco conhecido; avaliar os
disturbios hemostaticos em vitimas de acidentes botrdpicos e laguéticos, bem como a eficdcia do antiveneno
na reversao desses distdrbios. Além disso, o perfil de toxinas de veneno de serpentes na Amazdnia
brasileira que permanecem e/ou que sdo liberadas de forma residual no plasma de vitimas de acidentes
botrépicos, ainda pouco conhecida, podera sera esclarecida, o que futuramente poderia ser constituido
como método de identificagdo a ser utilizado para a construgdo de dispositivos de diagndsticos e
monitoramento de acidentes
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ofidicos.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:
A EMENDA 1, versao 3, é relevante, e o protocolo devidamente instruido esta apto para andlise.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:
O protocolo da EMENDA 1, versdo 3, traz a documentagio seguinte: 1. Projeto gerado na Plataforma Brasil
(PB): 2. Projeto detalhado, e 3. Carta de justificativa para emenda ao projeto.

Carta justificativa enviada pela pesquisadora, a seqguir:
CARTA JUSTIFICATIVA PARA EMENDA AQ PROJETO
CAAE N° 4967 1615.5.0000.0005

TITULD DA PESQUISA: Disturbios hemostaticos em acidentes boirdpicos e laquéticos
na regido de Manaus, estado do Amazonas

PESQUISADOR PRINCIPAL: Samella Silva de Oliveira

Apesar do desenvolvimento de novas e avangadas abordagens diagndsticas. o monitoramento da evolugio
clinica dos acidentes causados por animais peconhentos ainda & um desafio para a ciéncia. Alguns kits de
diagnéstico baseados na rastreabilidade de toxinas livres no plasma tém sido propostos, mas com pouco
éxito devido & reatividade cruzada entre os venenos, alteragdes no perfil proteico dos venenos e a
sensibilidade desses. Dessa forma, submetemos esta emenda para fins de aprovagio de inclusio de novas
andlises utilizando as amostras de plasmas dos participantes da pesquisa incluidos neste estudo com o
objetivo de identificar e quantificar toxinas nas amostras de plasma, além de identificar proteinas do plasma
dos pacientes envenenados que sejam candidatas a biomarcadores para o envenenamento e suas
complicagbes clinicas como os sangramentos sistémicos.

As amostras de plasma (150 microlitros por ensaio) serdo utilizadas em ensaios de ELISA, Western blotting
& especiromelria de massas para identificacio e quantificagio de toxinas dos venenos animais e proteinas
do plasma dos pacientes envenenados que apresentem abundincia diferencial e possam ser candidatos a
biomarcadores para o envenenamento e suas complicagbes clinicas,
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COMo 08 Sangramentos sistémicos.

O uso dessas amostras evitara que novos participantes sejam recrutados e submetidos a riscos como (i)
dor! desconforto & ou aparecimento de equimoses resultantes da pungio venosa realizada para a coleta de
sangue. A partir dos dados obtidos com a presente proposta de emenda poderemos identificar o perfil de
toxinas que permanecem efou gue sdo liberadas de forma residual no plasma, ainda pouco explicado, aleém
de apresentar método de identificagio destas, o que poderd contribuir como base para a construgdo de
dispositivos de diagndsticos e monitoramento, e métodoes validados para diagndstico laboratorial em
envenenamentos por animais peconhentos no Brasil.

Além disso, podera ser identificado biomarcadores para o envenenamento ofidico e suas

complicagbes clinicas como os sangramentos sistémicos.

Mesta emenda, foram incluidos os seguintes documentos:

« Carta de Justificativa para Emenda

+ Projeto de Pesquisa - Emenda

As alteragbes realizadas nos itens 5. Pacientes e métodos, 7. Cronograma e 9. Equipe de trabalho foram
destacadas em verde no texto do Projeto de Pesguisa — emenda.

A identificacio de toxinas de venenos & protéinas plasmaticas dos pacientes através da quantificacio de
wveneno por ELISA sanduiche, identificacio de toxinas/fragmentos presentes no plasma e preparo da
amostra de plasma para espectrometria de massas e andlise serfo realizados em colaboracio com os

membros da equipe de trabalho destacados em verde abaixo, que foram incluidos na emenda:

9. Equipe de trabalho
Foram incluidos os seguintes membros na equipe de pesquisa, todos da Unesp, a seguir:
Amanda de Almeida Baldo Iniciagdo, Joeliton dos Santos Cavalcante, Micael Saggion Moraes, Pedro

Margues Riciopo, Pedro Moriel Pincinato, Rui Seabra Ferreira Junior, & Sophia Ribeiro Santos.

Cronograma de atividades com a inclusdo do seguinte: 2° semestre de 2022; 1° e 2° semestres de 2023, e
17 semestre de 2024,

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagies:
PENDEMNCIA/SOLICITACAD visando atender a Resolugdo n® 466/2012, CNS/MS e suas
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complementares.

PEMDENCIA UNICA: Na carta justificativa para a emenda do projeto foi mencionado o seguinte: " Dessa
forma, submetemos esta emenda para fins de aprovacio de inclusdo de novas andlises utilizando as
amostras de plasmas dos participantes da pesquisa incluidos neste estudo com o objetive de identificar e
guantificar toxinas nas amostras de plasma, além de identificar proteinas do plasma dos pacientes
envenenados que sejam candidatas a biomarcadores para o envenenamento e suas complicagdes clinicas
como os sangramentos sistémicos.”

M&o se observou a inclusdo dos objetivos acima mencionados nos projetos detalhado e gerado na
plataforma Brasil (FB).

Diante disso, solicita-se a inclusdo dos objetivos "identificar & quantificar toxinas nas amostras de plasma,
além de identificar proteinas do plasma dos pacientes envenenados gue sejam candidatas a biomarcadores
para o envenenamento e suas complicagdes clinicas como os

sangramentos sistémicos.”, nos projetos supracitados.

RESPOSTA DA PESQUISADORA: A inclusdo dos objetivos “identificar e guantificar toxinas
nas amostras de plasma, além de identificar proteinas do plasma dos pacientes
envenenados gue sejam candidatas a biomarcadores para o envenenamento & suas
complicagbes clinicas como os sangramentos sistémicos” foi realizada nos projetos
detalhado e gerado na plataforma Brasil (PB), conforme solicitado por este CEP.

ANALISE: Observou-se que a pesquisadora atendeu conforme a solicitagsio. Diante do exposto, considera-
se a PENDENCIA ATENDIDA.

Devido a pesquisadora ter atendido conforme a solicitacdo, sugere-se que o protocolo da EMENDA 1,
versdo 3, seja APROVADA.

S.M.J. E o parecer.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
A presente EMENDA 1, VERSAD 4 esta APROVADA e os interessados ficam informados de dar

Enderego:  Av. Pedro Telxewa, 25

Bairro: O Pedrol CEP: g2.040-000

UF: AM Municipio: MAMALS

Telefone: (02)2127-3572 Fax: (92)2127-3572 E-mail: cepf@imtam.gov.br



FUNDACAQ DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR
VIEIRA DOURADO"

Confinescic do Farscer: 5 B8 D8

Qrad ™™

conlinlidade em apresentar a ests CEF 0% relaldnios parciais & final do esiude, conforme preve a Resolucio
CHE n° 466r2012, ulilizando o formuldrio de Roleiro para Relalério Parcial/Final de esudos clinicos
Unicéniricos & Mullicgnricos, proposte pela CONEP em nossa home page.

Este parecer foi elaborado baseado nos detumenios abaixe relacionados:
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Tipe Documents Arguive | Poslagem Auicr Siluagao
Informagbes Basicas| PE_INFORMAGDES BASICAS 204079 16122022 Aceit
do Projets 0 E1.pedl 19:15:15
Clutras Frojelo_de_Pesquisa_emenda_ov pdl | 16/122022 |Sdmela Sika o2 Aceio
10:06:30 | Ofiveira

Oluros Resposta_a_pendencia_Emenda_1.pdl | 16122022 |Samela Sikva te Aceilt

a _ _ - 11:54:56 | Ofiveira

Olutros Cana_de_Juslificaliva_Emenda pdl 0411272022 |Sameba Siva de Aceilt

a _ _ 22:00:02 | Oliveira

Olulros Respostas_as_pendencas adl 1BANZ015 |Sameka Silva te Aceit
20:12:51 | Oliveira

TCLE | Tefmas de | TGLE_RESPOMSAVEL_LEGAL pdl TBANZ015 |Samela Silva te Aceat

Assentiments | 20:01:44 | Oiveira

Justificativa de

Aussbneia

TCLE | Termas de | TGLE_PACIENTE. pdl TEZ015 |Sameka Silva oe Acein

Assantiments | 20:01:13 | Ofiveira

Justificativa de

Aussbacia

TCLE / Tesmos de | TCLE_DOADOR pdf 182015 |Samela Silkva de Aceilo

Assantiments | 20:00:27 | Oliveira

Justificativa de

TCLE | Termos de | TA_PACIENTE pal 1812015 |Sameka Siva te Acein

Assantiments | 195704 | Oliveira

Justificativa de

LAl incia _ E— —

Cluros cumculo_Samella_Siva.doe IO0WZ015 |Jose Wizkrar Aceit
11:55:56 | Monbsire de Luna

Oiutros Formulano pdl ZA0L2015 |Sameba Siva de Aceit
18:40:37 | Dliveira

Cutros Cana_de_Anuencia pd ZA0RZ015 |Samela Siva o Acein
16:38:34 | Dliveira

Prejeln Delalhads | | Projelo_de_Pesquiea pdl 23002015 |SAmela Silva de Aceito

Brechura 11:54:55 | Oliveira

Lissiaacor - - — —

Falha de Roslo Foha_de_Rosta odl 23002015 |SAmeba Silva te Acein
11.51.5¢ | Oiveira

Endifoga: Ay, Pedo Teiesna, 25

Bakra: DO Padro |
UF: &84

Talelone: [07)2137-3572

CEPF: 50 040-000

Municipes:  MAMNALES

Fax: [($2)21I7-3572

E-mailt:  cepsfiime am gov. b

Frbgires OT s Dl
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FUNDACAQ DE MEDICINA

TROPICAL "DOUTOR HEITOR W
VIEIRA DOURADO"

Confnescia do Farscer: 5 558 028

Situacho do Parecer:
Apravado

Mecessita Apreciagio da CONEP:
Mo

MAMALIE, 10 de Fevereiro de 20235

Assinade por:
Marilaine Martins
{Coordenador(a))

Endiraps: Ay, Podeo Tededng, 25

Babrn: D Padino |

UF: A% Municpes: BLAMALS
Talefone: [02)2137-3572 Fax: [32)2137-3572

CEP: 50 040-000
E-mal  capind anm gov iy

g O de Dl



11.ANEXO V - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - PACIENTE

Moz, Samella Silva de Oliveira & Wuelton Marcalo Monteiro, pesquisadores da Fundagio
de Medicina Tropical Dr. Heilor Vieira Dourado, estamos convidando o sanhona
sanhoraivocé gqua foi picado por serpenie (cobra) a parlicipar de um estudo chamadao
“DISTURBIOS HEMOSTATICOS EM ACIDENTES BOTROPICOS E LAQUETICOS NA
REGIAD DE MANAUS, ESTADO DD AMAZOMAS® Esse estudo permitird conhecer
melhor as alleragies que oocormem apos uma picada da cobra e verificar a necassidada ou
nao da um soro gue funciona malhor conira o venano da cobra.

Os acidentes com cobras podem causar alleracies na coagulacdo do sangue (deixando o
sangue incoagulavel), sangramentos & dor, inchaco & manchas raxas no local da picada.
O tratamanto do acidenta & feito através do uso do sore contra o venano da cobra que
causou o acidents.

al O objetivo desta pesquisa @ avaliar as alleracies que ccormam com O sangue apdas
uma picada por cobra, verificando os falores associados aos sangramenlos, & a
nacassidade ou ndo de um soro gue funcions malhor na revarsdo dessas alleragies;

bl Caso vooé parlicipe da pesguisa, serd necessano gue vocé responda perguntas de
um formulario sobre o acidente com a cobra, bem como realizar a colala de sanguea
durante 3 ocasides diferentes no periodo de internacao. A colela de sangue para
essa asludo ocormarda no masmo momanio que a colala da sangue para os BXameas
da rolina do hospital. Em cada coleta serdo relirados 20 mL dé sangue ("4 colheras
de sopa’)

c) E possivel gue, durante a parficipacSo na pesquisa o senhora senhora/vocé
expanmeanta alguma don' desconforlo & ou aparecam manchas roxas gque
dasaparecem com o Eempo no local da puncdo venosa, ou saja, da relirada da
sangue. Mo entanlo, asses riscos serdo diminuidos uma vaz gue guem realizara a
colela de sangue 530 passoas expeaneantes do laboraldrio do hospital;

d) Os beneficios esperados com essa pesquisa s30: realiracio de exames quea
normalmente ndo fazem parle da rolina hospitalar, sendo gue ao sar enconirada
aglguma alteracado imporlanie esla sera comunicada. Alem disso, eslte estudo
parmilira conhecar mais sobre as alleragbes que occorrem nNo sangue apds os
acidanles com cobras & sobre 8 necessidade ou ndo de um soro gue funciona
malhor contra o venano da cobra no fralamento destes acidenbaes;

&) Qualguer divida a respeilo da pesquisa anles, durante ou depois de encerrado o
esludo, o senhorfa senhora/vocd podera enlrar em conlalo com a enfermeaira
Samella Silva de Oliveira no telefone 92 991063465 @ com o Dr. Wuallon Marcala
Monleiro no telefone 92 91652486, na Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Haitor
‘igira Dourado, Geréncia de Malaria, localizada na av. Pedro Teixeira, 25 Dom
Pedro, Manaus, AM, de segunda a sexia-faira, das 8 as 12 horas & 14 a5 17 horas. E
poderd tambéam entrar em contato com o Comité de Elica em Pesquisa da FMT-HVD
na av. Pedro Teixeira, 25, Dom Pedro, Manaus, AM, CEP 65040-000, telefons 52
2127 3572, horano de funcionameanto: de segunda a saxia-feira, das B horas as 14
horas; coordenadora Dra Marilaine Martins, e-mail cep@fmiam. b

Rubsicas:
Sujeitn da Pesguisa
Paajuitador Baspoin sdeei |

Impressio do dedo polegar
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f} A sua parlicipacao nesle esludo @ voluntarna e sé o senhora senhoravocé ndo
quiser mais fazer parle da pesquisa podera desistir a qualguer momenio e relirar o
seu consentimentos. Essa decisdo ndo prejudicara de forma alguma o seu
alandimeanto, tralamenio ou acompanhamento na FMT-HVD;

g)] Todas as informacgies oblidas serdo para uso exclusivo desle esiudo. Nomeas sardo
subsliluidos por codigos, com isso as amosiras de sangue serdo armazenadas
utilizando esses codigos. Dessa forma, a identidade do senhor'da senhoralsua serd
presarvada e mantida em sagredo;

h) As despasas necessaras para a realifacdo da pesquisa n3o =30 de sua

responsabilidade e pela sua parlicipagio no estudo vocé n3o recebera gualguer
valor em dinhairo;

iy O senhorfa senhaoralvocé terda a garantia de que problemas como dor e desconforto e
oU manchas roxas no local da relirada de sangue decomentes do estudo serdo
assistidos, tralados & acompanhados na FMT-HWD e pala equipe do presents
estudo, sam qualquer gaslo para o senhorfa senhora/vocd, durante todo o tempo
gue for necassario. Da masma forma, lera direilo a indenizacio diante de evantuais
danos decomanles da pesquisa caso seja comprovado,

il O sangue coletado do senhor’da senhoralsua serd ulilizado exclusivamente para
alender aos objelivos desla pesquisa &, caso haja sobra, serdo devidamente
eliminados ao final do estudo.

Eu, . i essa termo de consentimento a
compreandi a nalureza & objeliva do esludo do qual concordei am participar. A explicacsa
que recebi rafou dos riscos e beneficios. Eu enfendi gue sou livre para interromper minha
participacio a gualguer momanto sem justificar minha decisfio e sem que esta decisdo
afete meu tratamento. Eu fui informado que serei alendide sem custos para mim se au
apresantar algum problama dos relacionados no item i), Este documento & amitido am
duas vias que serSo ambas assinadas por mim e pelo pesguisador, ficando uma via com
cada um de nds. Sendo assim, eu concordo voluniariamente em participar deste estuda.

[Assinatura do parlicipanie da pesquisa)

Manaus, de déa

Imprasssd o dndo polagar

(Assinatura da testemunha)

Manaus, de da

Declaro que oblive de forma apropriada e voluntaria o Consentimenio Livre @ Esclarecido
desta individuo para a parlicipagio nesle asiudo

(Assinatura do Pesquisadar)

Manaus, de de
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12. ANEXO — FORMULARIO DE REGISTRO CLIiNICO

Formulario para Coleta de Dados Clinicos e Epidemiologicos

DISTURBIOS HEMOSTATICOS EM ACIDENTES
BOTROPICOS E LAQUETICOS NA REGIAO DE MANAUS,
ESTADO DO AMAZONAS

PESQUISADORES RESPONSAVEIS: Samella Silva de Oliveira (92) 98204 5999
Wuellon Marcelo Monteire

EQUIFE DE TRABALHO: Iran Mendonga da Silva (92) 99322 3775

Jacqueline Sachetl (82) 88151 808G
Eliana Campos Alas (92) 98198 7110

Prontuario:

Momea:
Codigo do Estudo:
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CRITERIOS DE NAD INCLUSAD:

1. Uso de soro antiofidico em outra unidade de sadde: O SiM O MNAD

2. Falta de vontade ou incapacidade de assinar o consentimento informedo (pacients & ou pais |
responsavel kegal): O SIM O MAD

1. Dados do Paciente

Contato telefonico: [ ) i1

Enderego: n® Baimra:

Municiplio:

Sexo: D 1-Masculino 2-Feminino Profisséo:

Data de nascimento ! { I-::Iada:D |:|

2. Dados do acidente ofidico

21 Frm:adﬁn::la:[l 1-Manaus 2-Interior. Qual?

2.2 Data do acidente: / ! 2.3 Hora Aproximada do Acidente: :

2.4 Data da internacido na FMT-HVD: | 2.5 Hora da admissao: :

2.6 Data da saida na FMT-HVD: ! { &

2.7 Motivo: |_| 1-Alta 2-0Obito 3-Transferéncia

2.8 Zona de Ocorréncia: |:| 1-Rural 2-Urbana 3-Periurbana 9-ignorado

2.9 Local da picada: D 1-Cabeca 2-Brago 3-Pema 4-Tronco 5-Pescogo 6-Mao 7-Coxa 8-
Antebraco 8-Fé 10-Dedo do p€ 11 — Dedo da maoc

2.10 Lado do corpo afatadn:lj1-[ﬁrerb:- 2-Esquerdo 3-Ceantral

241 Andou ou caminhouw apds acidente: |:| 1-Méo 2-5im. Quanto tempo? min.

212 Acidente relacionado ao trabalho: |:| 1-Mao 2-Sim

213, Circunstancias do acidente:

Viu o animal? Mome atribuldo aoc animal:
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2.14. Houve acidents untu-riur:D 1-Mao 2-Sim. Ouantos?

Data do dkimo: { (mésalano)

3. Soroterapia — Classificagio do Acidente ofidico
3.4 Tipo do acidente: | | 1-Botrpico 2-Laguético 3-Nao identificado

3.2 Classificagéo do acidente: 1-Leve 2-Moderado 3-Grave

Classificacdo do Acidents & Soroterapla (Ver guadro & sequir): ("antes de iniciar

soroterapia coletar sangue).
Botrapico
Lewe: quadre local discreto (edema locel de atd 2 Antiveneno: botrdpica (SAB)
segmentos), sangraments em pele ou mMucosss; pode 2 a 4 emoolas
hawver apenas distlrbio na coagulagéo. pe
Moderado: edema (edema local de 3 a 4 segmentos)
BQUIMOse evidantes, sangramento sam | Antiveneno: botrdpico (SAB)
compromatiments do estado geral; pode hawver distirbio 5 a8 ampaolas
na cosgulagso.
Grave; alteractes locais intersas (edema local de 5| Antiveneno: botrdpico (SAB).
segmentos), hemorragia grave, hipotens&o, anuna. 12 ampolas
Laguético
Moderado: guadro local presemte (ldem boirdpico), | Amtiveneno bomdpico-
pode hever sangramentos, manifestacbes vagsais leves | laquetico (SABL)
(Fé=80xd0 mmHg & pulso acima de 50 bpm). 10 ampolas
Grave: guadro local intenso  (Mem  boirdpico) | Antiveneno: boirdpico-
hemorragia intemsa, com mandestagies wvapgais | lequético (SABL)
(FA<Bled0 mmHg & Pulso abaixo de 50 bpm). 20 ampolas
3.3 Mimero de ampolas administradas: ~~~~ Hora da Soroterapla: @
iOibs:

3.4 Reaclo Adversa a Soroterapia (até 24 horas apos Infuaﬂnj:lj 1-M&o 2-Sim
Dtaquin:a roia quuipnaia |:I|:|i5|:-nEiE| Durlj-:'.E'lriE |:] nauseas
D'.nbmitnE |:|h potenséo |:| prurido Dn::h::qua D broncoespasmo

Drnuquidaﬂ & asiridor laringeo |:| reagio anafildtica

|:]EILI|II'EZ

3.5 Hora da Reacio Adversa: :
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4. Historico:
4.1 Houve medicamentos orais/injetaveis anterores a internagao:

|:| 1-Méo 2-5im (Espec.):

4.2 Houve uso de produtos no local do acidente:

|:| 1-Méo 2-5im (Espec.):

4.3 Condutas adotadas apds o acidente: |:| 1-Nao 2-Sim

|:| Tomiguete/gamote D Sucgho Labial D}L.Hm.

TD = ADMISSA0 DO PACIENTE

5. Dados clinicos do pacients

5.1 Data da avaliagdo: ) [ 5.2 Hora: :
5.3 Pressdo arterial: X mmHg 54 Pulso pior min
5.5.Temp. “C 5.6 Freg. Resp. rpm

5.8 Doenigas, Tratamentos ou Queixas concomitantes (comorbidades ): |:| 1-M&o 2-5Sim
|:| Doengas Hematoldgicas I:I Uso de anticoncapcional
D Uso de antcoagulanta D Ohutroc

£.9 Manifestacdes Locais: |:| 1-N&o 2-Sim
5.9.1 Sangramento

D Sangramento ne local da picada
|:| Equimose local evidente

5.9.2 Edema =

oty
|:] Lewve - edama kocal de até 2 segmeantos 'y :III

. Y
D Moderado - edema local de 3 8 4 segmentos ,-'.r"|= ;‘x

LA A 2

D Grave - adema local de 5 segmentos K
Circunferéncia da regido acometida (cm)c Il {
Lado direito:; om Lado esquendo: cm regido impar: CIT

Extens&o do edema: cm

*marcar na figura o sdema tanio no sentida distal guanio proximal do local da picada imancar com P o local da picada )




5.9.3 Linfonodos: D 1Mo 2-5im Caracieristicas:

5.9.4 Dor - classificagio numérica na escala de 0 - 10 (Antes do uso de analgésicol
alor |:|Auaante: 0; |:|La'.-'e: 1-3; I:Ihhuaradn: 4-T; |:|Grmre.' &-10

|:| E=sponténea |:| Ao togue DA-: mcrvirmernto
5.9.5. Tonalidade perilesional:

[ | Nomal [ Jviclacea [ | vermeinidso [ | necrstica

5.9.6 Caracteristicas da Pele: 1-MN&o 2-5im

I:lequmnaa Eh-:lhaa l:lae-:r&p&c- SErDSa Danrrrarﬂe & marca da presa

5.9.7. Temperatura: drea scometida AC area contralsteral Wz

5.10 Manifestagbes Sistémicas: 1-Mao 2-Sim, marcar um X

[Janaria [ Joetseia [ Johoque [ |célicas abdomingis | Jconvuisao
D Diarreia DEI‘II:EI‘DI‘I’EI-EIiE (melena & hematoquesia) |:|E|:|-iatsu:a
[Jequimese [ | cengivorragia [ |Hematemese [_|Hematiia [ |Petequias
D Hemoptise |:| Hemaomagia conjuntival |:|Hi|:rarrnan-:magm Dhlﬁuaeaﬂ

[ Josgiria [ Jotomagia [ ]sudorese [ ] vemito

[ outras:

5.11. Complicagdes lecals e sistémicas:
5111, Infecgao 5&und&m:D1-Nm 2-5im

Manifestagbes locais: DCalul'rte DAhsceas-:tI:l outro:
5.11.2 Sindrome Compartimental: [_J1-Nao 2- Sim

5.11.3. Insuficiencia Renal Aguda: [_|1-Nao 2-Sim

5.11.4. Outros:

Tratamento instituido:

120



121

6. Dados da Serpente
6.1 Trouxe a serpente: |:|1-Ma-::- 2-5im

INFORMAGOES ABAIXO SERAO INFORMADAS PELA GERENCIA
PECONHENTOS

6.2 Serpente envolvida: |:| 1-Bothrops 2-Lachesis 9-lgnorado
3-0utro (Espec.)
6.3 Sexo da serpente: D 1-Masculino 2-Feminino

6.4 Estagio ontogenético: 5.5 Tamanho da serpentea:

DE AMNIMAIS

om

Tempo de coagulagio:

Avaliador:




T12 - 12 HORAS APOS O AV

7. Dados clinicos do pacients

7.1 Data da avaliagdo: ! i T.2Hora: ___ ;.
T3Pressdoarteral: X = mmHg TFd4Pulso___ pormin
T5Temp. _ "C T&Freq. Resp. ____ mpm

QUEIXAS:

7.7. Manifestagdes Lm:.nlu:D 1-Mao 2-Sim
7.7.1 Sangramento

|:| Sangramento no local da picada
D Equimose local evidents

7.7.2 Edema

|:| Lewe - edema kocal de até 2 sagmentos ,.--E'I'::J'-u:
D Moderado - edema local de 3 a 4 segmentos .'lll}il!: : J;"
D Grave - edema local de 5 segmentos . Il.l" I.'I }
Circunferéncia da regido acometida (cm) :l I,-'
Ladodireito: _  comledoesguerdo:  cm regi@o impar:

Extensao do edema: i

“Imarcan n:iq..m o sdema tamio no senddo distal guanios peoxomal do local da picada (marcar com P o local I:hph::da}

7.7.3 Linfonodos: |:| 1-Mao 2-5im Ceracteristicas:
7.7.4 Dor - classificagio numérica na escala de @ - 10 (Apds o uso de analgésico):
Valor: Dﬁ.uaante: I];D Lewe: 1-3; Dhllu-dﬁﬂdn.‘ 4-T; Dﬂﬁwe.' &-10

|:| Esponténea D Ao togue |:| Ao mowimmento

7.7.5. Tonalidade perilesional:

[] tomal [ Jvictacea [ ] vermeinidso [_] necrosca

T7.7.6 Caracteristicas da Pele: 1-Mao 2-5im
Dequmnaa Ddhaa Daa-:r&;-.a:n SEIOSE Danmanie & marca da prasa

T.7.7. Temperatura: drea acometida 9C area contralsteral i

122



7.8 Manifestagfes EHIﬁmIME:D 1-Mao 2-5im, marcar um X

D Anidiria I:ICEfalﬂa D:hnque DC{-Iinaa abdominais Dﬂnnwma
D Diarreia DEI‘II:EI‘CII'IE-giE {melena & hamatoguesia) |:|E|:|-iat-axa

[ Jequimese [ ]Gengivorragia [ |Hematémese [ |Hematira [ |Patéquiss
D Hemoptise [:| Hemormagia conjuntival DHipermanmgm I:Ihléuseaﬂ
[Josguia [ Jotomagia [ |Diameia [ |sudorese [ vémito

[ outras:

7.9, Complicagdes locals e sistémicas:

7.9.1. Infecgao Ee-::un-:lihaD 1-hao 2-5im

Manifestages locais: DCalul'rte D Ahsceaaul] outro:
7.9.2. Sindrome Compartimental | 1-Nao 2-Sim

7.9.3. Insuficiéncia Renal Aguda:| | 1-Nao 2-8im
7.9.4. Qutros:

Tratamento instituldao:

Tempo de coagulacio:

Avaliador:
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T24 - 24 HORAS APOS O AV

8. Dados clinicos do pacients

8.1 Data da avaliagdo: ! [ 8.2Horac 1

8.3 PressBoarterial: _ ¥ = mmHg B4Pulso__ pormin
B5Temp.  *“C @86Freqg.Resp. __ rpm

QUEIXAS:

£.7 Manifestagbes Locais: D i-Mao 2-Sim
8.7.1 Sangramento

D Sangramento no locel da picads

I:I Equimose local evidente

8.7.2 Edema H

D Leve - edema local de até 2 sagmentos il-ﬂ, 1

D bcderado - edema local de 3 8 4 segmentos -=;:| Ih - {‘-E

I:l Grave - edema local de 5 segmentos I':-, |:I
Circunferéncia da regido acomsetida (cm): Il {

Lado direito; cm Lado esquerndo: cm regi@o impar: CITI

Extens&o do edema: o
*marcar na figura o sdema tanio no sentido distal quano proximal do local da picada (mancar com P o local da picada )

#.7.3 Linfonodos: D i-Wao 2-5im Caracieristicas:

B8.7.4 Dor - classificacio numérica na escala de 0 - 10 (Apds o uso de analgésico):
Yalor |:|ﬁ.uaante: 0; |:|LEI'.I'EZ 1-3; I:Ihl-mgdn.' 4-T: |:|GI’-H‘U‘E.‘ B-10

D Ezpontanes D Ao togque Dﬁ.n mowirmenitio
B8.7.5. Tonalldade perilesional:

I:I Mormal Dvi-:ﬂﬂcaa |:| vermelhid 2o |:| necrotica

B.7.6 Caracteristicas da Pele: 1-Mao 2-5im
Dequmnaa Ddhﬂﬂ DH-EEFEH;'-E:I SEMEE Dsnmeme 8 marca ds presa

8.7.7.Temperatura: drea scometida C drea contralsteral ez
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13.APENDICE | — PROCEDIMENTO PARA DOSAGEM DE MARCADORES

CARDIACOS POR LUMINEX

METODO

1.

Antes de iniciar este ensaio, € imperativo ler o protocolo completamente e
entender completamente as diretrizes técnicas permitir que todos os reagentes
aquecam até a temperatura ambiente (20-25) antes da utilizagdo no ensaio
diagrama a colocagao de padrdes 0 pg/ml padréo (fundo) padrbées no. 1-7
controles 1 e 2, e amostras na planilha de mapa de po¢go em uma configuragao
vertical. (nota: a maioria dos instrumentos s6 lera a placa de 96 pogos
verticalmente por padrao), recomenda-se executar o ensaio em duplicado. se
utilizar uma placa de filtro, coloque a placa de filtro num suporte de placa em
todos os momentos durante as etapas de distribuicdo e incubagao do reagente
para que o fundo da placa ndo toque em nenhuma superficie

Adicionar 100 microlitros de tampao de ensaio em cada alvéolo da placa. sele
e misture em um agitador de pratos por 10 minutos a temperatura ambiente
(20-25).

Decantar o tampédo de ensaio e remover a quantidade residual de todos os
pogos, invertendo a placa e batendo-a inteligentemente em toalhas
absorventes varias vezes

Adicionar 25 microlitros de matriz sérica (para amostras de soro e plasma) a
cada padrao, pocos de controle e de fundo. adicionar 25ml para tampao de
ensaio a cada bem amostra. testa cultura de tecidos, utiliza o meio de cultura
no local da matriz sérica

Adicionar 25 microlitros de padrao ou controle nos pogos apropriados. tampéao

de ensaio deve ser usado para 0 pg/ml padrao (fundo)

6. Adicionar 25 microlitros de amostra aos pogos apropriados

7. Frasco de mistura de vortice e adicione 25ml das contas misturadas a cada

poco. (nota: durante a adicdo de contas, agite o frasco de contas

intermitentemente para evitar a decantagao)
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8. Sele a placa com um selador de placas. enrole a placa com papel aluminio e
incube com agitacdo em um agitador de pratos durante a noite (16-18 horas) a
4c

9. Remova suavemente o conteudo do pogo e lave a placa 3 vezes seguindo as
instrugdes listadas na se¢c&o de lavagem da placa

10. Adicionar 50 microlitros de anticorpos de deteccdo em cada pogo. (nota:
permitir que os anticorpos de detec¢ao aquegam a temperatura ambiente antes
da adic¢éo)

11. Selar, cobrir com e incubar com agitagdo em um agitador de placas por 1 hora
a temperatura ambiente (20-25). nao aspirar apos a incubacgao.

12. Adicionar 50 microlitros de estreptavidina-ficoeritrina a cada pogo contendo os
50ml de anticorpos de deteccgao.

13. Selar, cobrir com papel aluminio e incubar com agitagcdo em um agitador de
placa por 30 minutos a temperatura ambiente (20-25c).

14.Remova suavemente o conteudo do pocgo e lave a placa 3 vezes seguindo as
instrucdes listadas na sec¢ao de lavagem da placa.

15. Adicione 100 microlitros de fluido de bainha mais (ou fluido de acionamento
mais se estiver usando magpix) a todos os pogos. ressuspeite as contas em
um agitador de placa por 5 minutos

16. Placa de execug¢ao em luminex 200, hts, flexmap 3d, instrumento magpix com
software xponent ou instrumento xmap intelliflex com software intelliflex

17.Guardar e analisar os dados da intensidade fluorescente mediana (mfi)
utilizando um método logistico de ajuste da curva spline para calcular as
concentragbes de analitos em amostras (nota: para amostras diluidas,

multiplique a concentragao calculada pelo fator de dilui¢ao).

MATERIAL UTILIZADO:

e Amostras de soro (150 microlitros),

e Papel Aluminio,

e Equipamento (Luminex 200, HTS FLEXMAP 3D, MAGAPIX, instrumento with
Xponent software),

¢ Almofada absorvente,
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Reservatorio de reagente,

Pipetas de 25 e 1000 (microlitros),

Pipetas Multicanal de 25 a 200 (microlitros)

Reagente (MAGPIX) Drive Fluid PLUS (Cat. No. 40-50030), Xmap Sheath Fluid
PLUS (Cat. No. 40-50021), or Xmap Sheath Concentrate PLUS (Cat. No. 40-
50023)

Laboratory vortex mixer

Sonicator (Brason Ultrasonic Cleaner Model B200 or equivalent)

Titer plate shaker (VWR Microplate Shaker Cat No. 12620-926 or equivalent)



