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LUNA, Karla Patricia de Oliveira. Avaliacdo da Resposta Imune Relacionada
a Acdo dos Venenos das Serpentes Bothrops erythromelas e Crotalus
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RESUMO

Acidentes causados por serpentes, especialmente nos paises tropicais e
subtropicais, ainda constituem grave problema de saude publica. Este estudo
objetivou avaliar aspectos da resposta imune em vitimas de envenenamento
por Bothrops erythromelas (jararaca) antes e ap0s tratamento soroterapico.
Além disso, em cultura de esplenécitos de camundongos BALB/c foram
determinadas citotoxicidade, produc¢éo de 6xido nitrico, de citocinas (IL-10, IFN-
v, IL-2, IL-6) e a viabilidade celular na presenca do veneno de B. erythromelas.
Os aspectos clinicos e epidemiologicos de pacientes picados por B.
erythromelas e a resposta imune humoral dos mesmos foram avaliados antes,
12 e 24 horas apos soroterapia. IFN-y, IL-10 e 6xido nitrico foram quantificados
em sobrenadantes de culturas desses pacientes, além de marcadores de
superficie celular. Niveis séricos de quimiocinas e citocinas também foram
avaliados. Em cultura de esplendcitos, assim como em sobrenadantes de
cultura de pacientes acometidos por envenenamento botropico, o veneno de B.
erythromelas induziu uma resposta imunomoduladora através de citocinas
(IFN-y e IL-6) e producdo de Oxido nitrico, apresentando um perfil pro-
inflamatorio. No soro de pacientes foi identificada uma proteina de 38 kDa,
sugerindo um marcador no envenenamento por essa espécie. A clinica e a
epidemiologia dos acidentes por B. erythromelas mostram aspectos similares
aos acidentes ofidicos ocorridos no Brasil. A variagdo nos marcadores de
superficie celular observados pode estar relacionada a aspectos que vao da
quantidade inoculada de veneno ao tratamento do paciente. Os niveis séricos
de citocinas Th1/Th2, além de quimiocinas mostraram um perfil semelhante
para todos os tipos de envenenamento humano. Portanto, o presente estudo
permitiu compreender o0s aspectos relacionados a evolugdo clinica de
pacientes acometidos por envenenamento por B. erythromelas na regido
Nordeste.

Palavras-Chave: Veneno, Resposta Imune, Epidemiologia.
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ABSTRACT

Accidents caused by snakes specially in tropical and subtropical coutries still
constitute a serious public health problem. This study aimed to evaluate aspects
of the immune response in cases of poisoning by Bothrops erythromelas
(jararaca) before and after treatment serotherapy. In cultured splenocytes of
BALB/c were determined cytotoxicity, nitric oxide , IL-2, IL-6) and cell viability in
theyproduction of cytokines (IL-10, IFN- presence of the venom of B.
erythromelas. The clinical and epidemiological features of patients bitten by B.
erythromelas and humoral immune response of them were evaluated before, 12
and 24 hours after serum therapy. IFN-y, IL-10 and nitric oxide were quantified
in culture supernatants of these patients as well as cell surface markers. Serum
cytokines and chemokines were also evaluated. In cultured splenocytes, as well
as in culture supernatants of patients with Bothrops envenomation, B.
erythromelas venom induced an IL-6) and nitric oxide immunomodulatory
response through cytokines (IFN-y production, featuring a pro-inflammatory
profile). The serum of patients was identified a protein of 31 kDa, suggesting a
marker in poisoning by this species. The clinic and epidemiology of accidents by
B. erythromelas show similar aspects to snakebites in Brazil. The variation in
cell surface markers observed might be related to aspects ranging from the
amount of venom inoculated the patient's treatment. Serum levels of Th1/Th2
cytokines, and chemokines showed a similar profile for all types of human
poisoning. Therefore, this study allows us to understand the aspects related to
clinical outcome of patients suffering from poisoning by B. erythromelas in the
Northeast.

Keywords: Poison, Immune Response, Epidemiology.
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1. INTRODUCAO

Acidentes ofidicos ocorrem no mundo inteiro e constituem um importante
problema de saude publica negligenciado. Isto é particularmente relevante nas
areas rurais dos paises tropicais e subtropicais, onde os acidentes sdo mais
comuns e onde 0 acesso aos servigos de saude € limitado. A real magnitude da
ameaca dos envenenamentos por serpentes para a saude publica nesses
paises € desconhecida, o que torna dificil para as instituicbes responsaveis
otimizar a prevencdo e o tratamento das vitimas (KASTURIRATNE et al.,
2008).

Segundo Kasturiratne et al. (2008), no mundo, 1,8 milhdes de pessoas
sédo envenenadas e 94 mil morrem anualmente. De acordo com os autores a
india é o pais com o maior nimero de envenenamentos, 81.000 por ano,
seguido pelo Sri Lanka (33.000), Vietnd (30.000), México (28.000) e Nepal
(20.000). O Brasil aparece junto com o Vietnd, com cerca de 30.000 acidentes
por ano.

No Brasil, os géneros Micrurus, Lachesis, Crotalus e Bothrops sao
considerados 0s mais importantes do ponto de vista médico. O género Micrurus
- comumente conhecido como corais - abriga 22 espécies no Brasil. Ocorre em
todo o territério nacional (MELGAREJO, 2003) e é responsavel pelo menor
namero de acidentes ofidicos no pais: 0,3% (BRASIL, 2003). O
envenenamento causado por serpentes do género Micrurus causa diplopia,
visao turva e, em alguns casos, insuficiéncia respiratoria, levando a ébito.

O género Lachesis abriga as maiores espécies peconhentas das
Américas, com exemplares de até 4,0 metros. Esse género apresenta duas
subespécies na America do Sul: L. muta muta e L. muta rhombeata. Essas
subespécies sao responsaveis por 1,1% dos acidentes por ano no Brasil
(BRASIL, 2003). Essas serpentes deflagram envenenamento caracterizado por
edema local e necrose, podendo inabilitar o individuo permanentemente.

O género Crotalus tem uma distribuicdo ampla, sendo encontrado desde
o México até a Argentina; abriga 6 subespécies que habitam o territorio
brasileiro: C. durissus terrificus, C. durissus collineatus, C. durissus cascavela,
C. durissus marajoensis, C. durissus ruruima e C durissus trigonicus. S&o

responsaveis por 6,2% dos acidentes ocorridos no pais (BRASIL, 2003). Esse
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tipo de envenenamento pode levar a diplopia, visdo turva e mialgia, além de
poder causar edema pulmonar agudo, o que pode levar a 6bito.

Recentemente a Organizacdo Mundial da Saude introduziu os acidentes
ofidicos na lista das doencas tropicais negligenciadas (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2009). O “Snake Bite Initiative” (SBI), criado em 2010,
publicou na sua primeira edicdo, a maior cobertura dos acidentes ofidicos até
entdo registrados no mundo inteiro (WILLIAMS et al., 2010), especialmente em
relacdo a notificacdo desses acidentes (GUTIERREZ et al., 2006; 2010). De
acordo com o SBI, a mortalidade para os individuos envenenados por
serpentes no mundo todo é maior do que da doenca de Chagas, dengue,
célera, leishmaniose e esquistossomose.

A maioria dos acidentes ofidicos que ocorrem na América Latina é
causada por espécies do género Bothrops (HOGE; ROMANO-HOGE, 1978).
Serpentes desse género sao responsaveis por 90,6% dos acidentes
notificados, com um indice de letalidade de 0,45% dos casos tratados. Os
acidentes geralmente ocorrem no inicio e no final do ano, com trabalhadores
rurais do sexo masculino, em idade produtiva (entre os 19 e 45 anos), atingindo
principalmente os membros inferiores (BOCHNER; STRUCHINER, 2003).

As serpentes mais importantes do ponto de vista médico pertencem ao
género Bothrops, 0 mais estudado clinica e imunologicamente, sendo
responsaveis pela maioria dos acidentes ocorridos no Brasil (BRASIL, 2003).
Esse tipo de envenenamento causa edema local, hemorragia local e/ou
sistémica e inflamacéo.

Prevencédo € a palavra de ordem quando se trata da diminuicdo dos
acidentes ofidicos em qualquer lugar do mundo. Na Tabela 1 observam-se os

cuidados e primeiros socorros para o caso de envenenamento.
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Tabela 1. Prevencao e primeiros socorros para acidentes ofidicos.

PREVENGAO PRIMEIROS SOCORROS NAO FAZER

Usar botas de cano alto ou

perneira de couro, botinas e Lavar local da picada com agua

. i . N&o fazer torniquete ou garrote
sapatos evita cerca de 80% dos ou com agua e sabédo

acidentes

Cerca de 15% das picadas

atinge méos ou antebragos.
Usar luvas de aparas de couro .
) ] . N&o cortar ou perfurar o local da
para manipular folhas secas, Manter o paciente deitado cad
) picada
montes de lixo, lenha, palhas,
paus, gravetos, tijolos. Nao

colocar as maos em buracos

Cobras gostam locais quentes,
escuros e Uimidos. Cuidado ao

mexer em pilhas de lenha,

] ) Né&o cortar ao redor do local da
- ] Manter o paciente hidratado .
palhadas de feijdo, milho ou picada
cana. Cuidado ao revirar
cupinzeiros
Onde existe rato existe cobra.
Limpar paidis e terreiros, ndo . o . . i i
) ) Procurar o servico médico mais N&o colocar folhas, p6 de cafe,
deixar amontoar lixo. Fechar o )
préximo alho no local da picada
buracos de muros e frestas de
portas
Evitar acimulo de lixo ou
entulho, de pedras, tijolos, Se possivel, levar o animal para
telhas, madeiras, bem como identificacao, o que ajuda na . ] .
) o ) N&o oferecer bebidas alcodlicas,
mato alto ao redor das casas, identificacdo do tipo de .
_ ) guerosene ou outros toxicos
gue atraem e abrigam pequenos  envenenamento pela equipe do

animais que servem de hospital

alimentos as serpentes

Fonte: Modificado de Manual de Animais Pegonhentos, Ministério da Salde (BRASIL, 2003).

Segundo o Ministério da Saude, os envenenamentos ofidicos podem ser
considerados leves, moderados ou graves, de acordo com a gravidade dos

sinais e sintomas apresentados pelas vitimas (BRASIL, 2003) (Tabela 2).



Tabela 2. Tipo de envenenamento ofidico e tratamento preconizado pelo Ministério da Saude
(BRASIL, 2003).

Tipo de ;
) Leve Moderado Grave Tipo de soro
acidente
Botropico SAB, SABC ou
] 2-4 ampolas 4-8 ampolas 12 ampolas
(jararacas) SABL
Crotalico
B 5 ampolas 10 ampolas 20 ampolas SAC ou SABC
(cascavéis)
Elapidico
, 10 ampolas de SAE
(corais)
Laquético
10 a 20 ampolas de SAL ou SABL
(surucucus)

Para entender os acidentes ofidicos e melhorar a estratégia terapéutica
faz-se necessario avancar mais nos estudos sobre o0s papéis de importantes
mediadores inflamatérios como Oxido nitrico (NO), citocinas e sistema
complemento. Varios estudos descrevem a presenca das citocinas nos
envenenamentos por serpentes, escorpides e aranhas (PETRICEVICH et al.,
2000; MEKI; EL-DEAN, 1998; TAMBOURGHI et al., 1998). O NO também
participa na patogénese de envenenamento por serpente através de
mecanismos, tais como: (a) inducdo do dano tecidual devido a sua capacidade
de gerar peroxinitrito e radicais hidroxila ap6s interacdo com ions superoxido
(RADI, 1991; HOGG, 1992); b) contribuicdo para a hipotenséo caracteristica
deste tipo de envenenamento, devido a sua acao vasodilatadora. No entanto,
0S mecanismos pelos quais 0os venenos de serpentes induzem a producdo de
citocinas e NO continuam desconhecidos (PETRICEVICH et al., 2000).

Estudos experimentais tém evidenciado que a resposta inflamatéria
local, induzida por peconhas do género Bothrops, €& caracterizada por
exsudacao de proteinas plasmaticas e decorre da sintese e/ou liberacdo de
mediadores enddégenos como histamina, serotonina, eicosanoides e fator
ativador de plaquetas (PAF), além da ativacdo de receptores adrenérgicos o-1
e o-2 (CHAVES; GUTIERREZ, 1995). A les&o local é caracterizada ainda, pela
presenca de células inflamatérias. O recrutamento leucocitario acarretado pela
peconha de Bothrops jararaca acompanha a liberacdo de mediadores lipidicos,

particularmente leucotrieno B4 (LTB4) e tromboxano A2 (TXA2), além da
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ativacdo do sistema complemento (FARSKY et al., 1997). A participacdo de
mediadores lipidicos nos fenémenos locais induzidos pelas peconhas
botrépicos indica que enzimas com atividade de fosfolipase A,, presentes
nestas peconhas ou liberadas pela atuacdo dos mesmos, sao relevantes para
estes fenbmenos (CHAVES et al., 1998).

Tem-se observado nos animais injetados com veneno botrépico o
acumulo de leucécitos durante o desenvolvimento da reacéo inflamatoria, o que
parece depender da liberacdo de eicosanodides e fatores quimiotaticos
derivados do soro (FARSKY et al., 1997). No entanto, este ultimo efeito é
provavelmente devido a ativacdo do complemento (DIAS-DA-SILVA et al.,
1995).

Os estudos dos aspectos clinicos e imunolégicos nos envenenamentos
ofidicos ajudam a compreender a evolucdo do paciente, visando novas

terapias.

1.1 Acéo dos Venenos Ofidicos

Normalmente as acBes dos venenos de serpentes envolvem
coagulopatia, trombocitopenia, edema, inflamacdo, choque, hemorragia
intracraniana, hemorragia pituitaria, insuficiéncia renal, trombose e embolia
pulmonar. Os venenos ofidicos contém uma vasta gama de componentes
(KAMIGUTI et al., 1996), cujo papel preliminar é agir para imobilizar a presa
(JENNINGS et al., 2005), mas essas também sdo usadas defensivamente
contra grandes animais e contra o homem (STEBINS et al., 2000).

A imobilizagdo imediata é causada por insuficiéncia cardiaca ou
respiratoria. Os venenos contém aproximadamente 70% a 90% do seu peso
seco composto por proteinas e polipeptideos com atividades biologicas
diferentes. Os 10% a 30% restantes correspondem a substancias de baixo
peso molecular, tais como carboidratos, aminoacidos, pequenos peptideos,
aminas, nucleotideos, compostos inorganicos e ions (SILVA JR;;
BUCARETCHI, 2003).

Os componentes protéicos dos venenos ofidicos foram agrupados em

diferentes categorias baseadas em suas funcées hemostaticas: 1) enzimas que
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coagulam fibrinogénio; 2) enzimas que degradam fibrinogénio; 3) ativadores de
plasminogénio; 4) ativadores de protrombina; 5) ativadores de fator V da
coagulacéo; 6) ativadores de fator X da coagulacdo; 7) enzimas com atividade
anticoagulante incluindo inibidores da formacdo do complexo protrombinase,
inibidores de trombina, fosfolipases e ativadores de proteina C; 8) enzimas com
atividade hemorragica; 9) enzimas que degradam inibidores de serino-
proteinases plasmaticas; 10) ativadores da agregacao plaquetaria incluindo
enzimas de acdo direta, componentes nao enzimaticos e agentes que
necessitam de cofator; 11) inibidores da agregacao plaquetaria incluindo o-
fibrinogenases, 5’-nucleotidases, fosfolipases e disintegrinas. Embora muitas
peconhas de serpentes contenham varios componentes hemostaticamente
ativos, é importante ressaltar que uma Unica peconha ndo contém todos esses
componentes descritos (MARKLAND, 1998).

A coagulopatia foi observada em muitos envenenamentos ofidicos. Suas
principais manifestagfes incluem incoagulabilidade sanguinea, hemorragia
sistemica, efeitos colaterais sistémicos, choque, hemorragia intracraniana e
pituitaria, insuficiéncia renal, trombose e embolia pulmonar. Uma série de
componentes presentes nos venenos ofidicos pode ativar o sistema de
coagulacdo, o que ndo irA necessariamente resultar em trombose. Venenos
procoagulantes, especialmente botropicos ativam a cascata da coagulacdo
resultando no consumo e deplecdo de fatores da coagulacdo, tornando o
sangue incoagulavel, contribuindo para o aumento da hemorragia (HUTTON;
WARRELL, 1993).

A trombocitopenia pode ocorrer, o que leva a um aumento do
sangramento (WHITE, 2005). O consumo dos fatores da coagulacdo reduz o
namero de plaguetas e induzem a acado direta das toxinas hemorragicas nas
paredes dos vasos (KAMIGUTI, 1991). Estas toxinas, conhecidas como
hemorraginas, tém entre 55 e 105 kDa e podem atuar degradando
componentes da lamina basal de vasos e promovendo a sua ruptura
(MANDELBAUN, 1976), ou, produzindo lesédo direta nas células endoteliais
(GUTIERREZ, 1980).

A primeira hemorragina (BAP-1) isolada da serpente Bothrops asper,

ativa no processo inflamatério (GUTIERREZ et al., 1995) é uma hemorragina
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da classe Pl (metaloproteinase I), edematogénica quando injetada em patas
de ratos. Depois da inje¢ao intramuscular foram observadas bolhas e infiltrado
leucocitario na derme que foi associado com a degranulacdo de mastécitos e
aumento de macrofagos (RUCAVADO et al., 1998,1999).

Ao estudar as acdes inflamatérias e hemorrdgicas da peconha de
Bothrops jararaca, Goncalves e Mariano (2000), mostraram que 0S principais
mediadores do edema causado por este veneno sdo derivados do acido
araquidénico. Além disso, os autores afirmam que a serotonina também esta
envolvida no desenvolvimento do edema de pata em camundongos. Segundo
os autores, o mecanismo de formacdo do edema difere do mecanismo da
hemorragia, pois o0 acido araquidénico ndo participa da hemorragia local
causada por esse veneno. Curiosamente, 0s animais pré-tratados com
guanetidina, capsaicina ou submetidos a denervacao apresentaram hemorragia
atenuada, mas ndo edema. Isto sugere que hemorragia e edema sao
fenbmenos multimediados.

Graus variaveis de trombocitopenia sdo comumente encontrados em
pacientes envenenados por serpentes da familia Viperidae e por algumas
espécies das familias Elapidae e Colubridae (MEIER, WHITE, 1995). A
associacdo de trombocitopenia com o tempo de coagulacdo prolongado tem
sido relatada por aumentar o risco de sangramento (KAMIGUTI et al., 1991;
ROJNUCKARIN et al.,, 1998). Os resultados das contagens de plaquetas
sugerem que a trombocitopenia contribui para o desenvolvimento de
hemorragia sistémica nos envenenamentos botropicos (KAMIGUTI et al.,
1991), e geralmente esta relacionada com a gravidade do envenenamento.
Além da trombocitopenia, alteracfes das funcdes das plaquetas também séo
observadas em pacientes picados por B. jararaca (SANO-MARTINS et al.,
1997; SANTORO; SANO-MARTINS, 2004). A fisiopatologia dos transtornos de
plaguetas € complexo (SANO-MARTINS et al., 1997; SANTORO; SANO-
MARTINS, 2004; SANTORO et al., 1994), mas sua associagdo com disturbios
de coagulacdo (KAMIGUTI et al., 1996; MARUYAMA et al., 1990) e danos as
células endoteliais (GUTIERREZ et al., 2005), certamente contribui para o
desenvolvimento de hemorragia sistémica (SANTORO et al., 2008).

Alguns venenos ofidicos podem ser considerados trombéticos, como o0s
das serpentes Bothrops lanceolatus e Bothrops caribeus, ambas restritas as
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ilhas do Caribe (THOMAS et al., 2006; MALBRANQUE et al., 2008; NUMERIC
et al., 2002). Esses venenos causam, além de trombo cerebral, coagulopatia e
trombocitopenia, edema local, hemorragia e necrose. Estudos filogenéticos
sugerem que os venenos dessas duas espécies botropicas do Caribe estédo
muito préximos e podem ter o mesmo potencial trombogénico (WUSTER et al.,
1999). Assim, um tratamento com antiveneno monoespecifico para acidentes
por B. lanceolatus poderia ser util para o tratamento dos envenenamentos por
B. caribbaeus, ja que um antiveneno especifico para esta Ultima ndo esti
disponivel (NUMERIC et al., 2002).

No envenenamento botrépico ocorre o rapido desenvolvimento do
edema e inflamacéo no local da picada. O edema induzido por estes venenos
estdo ligados a acado de varias substancias, tais como hemorraginas, toxinas
que agem diretamente sobre o endotélio dos capilares e pequenas veias,
aumentando a permeabilidade; citotoxinas, que induzem a liberacdo de
histamina, PLA,, &cido araquiddnico, que libera o fosfolipideos de membrana, a
partir da sintese de prostaglandinas (que aumenta a permeabilidade capilar);
proteases, que quebram cininogénio liberando cininas e leva a producdo de
oxido nitrico e prostaglandinas; peptideos vasoativos, inibindo a acdo da
enzima conversora da angiotensina (ECA), impulsionando a acdo da
bradicinina; e componentes da cascata do complemento (GUTIERREZ;
LOMONTE, 1989; GILMAN, 1996).

A mionecrose € um resultado comum em envenenamentos causados por
serpentes do género Bothrops. Os venenos botropicos afetam as células do
musculo pela acdo de miotoxinas em canais ibnicos afetando a permeabilidade
da membrana celular, e pela acao indireta de proteases, que causam O
rompimento dos vasos, levando a isquemia da célula muscular (GUTIERREZ;
LOMONTE, 1989). A maior atividade miotoxica do género Bothrops pertence a
espécie B. jararacussu (MOURA-SILVA, 1991).

O choque é um dos efeitos causados por toxinas presentes em venenos
botrépicos, o que ocorre através da ativacdo de substancias hipotensoras.
Essas substancias ativam o sistema calicreina-cininogénio-cinina, aumentando
a permeabilidade vascular e facilitando a circulacdo do liquido. As substancias
responsaveis por esse efeito em estados patoldégicos ndo sdo as cininas
(GILMAN, 1996).
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O estudo do veneno de Bothrops jararaca levou os pesquisadores
brasileiros Rocha e Silva et al. (1949) a descoberta da bradicinina, que orientou
a formulacéo do Captopril, utilizado no tratamento da hipertensao, insuficiéncia
cardiaca, insuficiéncia cardiaca congestiva e doenca arterial coronariana
(FRANCA; MALAQUE, 2003). Portanto, o estudo dos venenos tem
proporcionado a elucidagdo de diversos mecanismos farmacologicos.

1.2 Participacédo de citocinas, 6xido nitrico e sistema complemento

Véarios estudos descrevem a participagdo das citocinas nos
envenenamentos por serpentes, escorpides e aranhas (PETRICEVICH et al.,
2000; MEKI, EL-DEAN, 1998; TAMBOURGHI et al., 1998). A Figura 1 mostra a

producéo e ativacado de mediador pelos venenos de serpentes.

IL-1; IL-6; IL-8; IFN-y; TNF-a;
expressao direta de mRNa
de TNF-a, IL-1 and IL-6 por

VENENO
OFIDICO

Producéo de
Citocinas

macrofagos (Jararagina-C)
INF-y, TNF-a, IL-10, e IL-4 em
TCD4+ humano

Producéo de
Oxido Nitrico

®Inducédo de lesdo tecidual
gracas a sua habilidade em
gerar nitritos e
peroxinitritos;

®Contribui para
hipertensdo gracas a sua

acAo vasodilatadaora

Ativacgao do
Complemento

° C5a,C3eC4

® Locomocéao
leucocitaria

Figura 1. Producéo e ativacdo de mediadores pelos venenos de serpentes.

A patogénese dos efeitos sistémicos nos envenenamentos ofidicos €

complexa.



Barraviera et al. (1995) mostraram que os individuos picados por
Bothrops jararaca e C. d. terrificus (espécimes provenientes do Brasil)
apresentaram aumento nos niveis de IL-6 e IL-8. O aumento da IL-6 poderia
explicar a linfopenia e leucocitose, uma vez que essa citocina é capaz de
aumentar a secrecao de ACTH e glicocorticoéides. Esses autores sugerem que
0s envenenamentos ofidicos remetem ao trauma agudo, induzindo uma
resposta aguda tipica.

Barros et al. (1998) constataram que a injecao subcutanea do veneno de
B. atrox (espécimes provenientes do Serpentario do Instituto Butantan) em
camundongos induziu inflamacéo cronica com sinais de exsudato plasmatico,
com migracao de leucdcitos e de dano vascular, que resultou em hemorragia e
ruptura das células do musculo esquelético. Este estudo mostrou que a IL-6
ndo foi produzida por esplendcitos; IL-10 foi produzida por esplendcitos e
células peritoneais; IFN-y foi produzido por células peritoneais, e n&do por
esplendcitos. Além disso, os autores hipotetizam que a exsudacao de plasma
pode ser mediada pela liberacdo local de histamina e bradicinina; a migragéo e
adesdo de leucocitos podem ser iniciadas por C3a, C5a e/ou IL-8; células
endoteliais podem ser ativadas e P-selectina expressa, bem como e-selectina,
através da ativacao paracrina pela histamina, enzimas tipo trombina e TNF-q;
acumulo de basdfilos e leucdcitos podem ser mediados por IL-8; ruptura das
células do musculo esquelético podem ser acionados diretamente por
proteases como PLA,, hemorraginas ou compostos citoliticos presentes nos
venenos, ou indiretamente por mediadores liberados por leucécitos.

Escocard et al. (2006) investigaram os efeitos da deplecao de neutrdéfilos
na expressado de citocinas, quimiocinas e iNOs induzida pelo veneno de B.
atrox (espécimes provenientes do Serpentario do Instituto Butantan) com o
objetivo de compreender a lesdo tecidual causada por este veneno. Os niveis
de IL-6, MIP-1B, MIP-2 e NO, mas ndo de IL-1p, foram significativamente
maiores no soro de animais depletados. Quando o RNAm de citocinas de
animais depletados e ndo-depletados foi analisado, os autores concluiram que
a IL-1 B, IL-6, INOS, RANTES, MIP-2 e CXCR2 foram detectados nas células
dos dois grupos de camundongos, TNF-a. e TGF-f ndo foram detectados e

CCR1, CCR5 e MIP-1 B foram detectados apenas em células de animais
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depletados. Estes resultados indicam que neutréfilos regulam negativamente a
expressao de MIP-1B, CCR1 e CCR5 por células na localizacédo de lesdes, o
que é importante para a migracao celular na inflamacéao.

Investigando os efeitos de jararagina-c na inducdo de rolamento de
leucdcitos e liberacao de citocinas pré-inflamatérias no local da injecéo, Clissa
et al. (2006) mostraram que a mesma estimula a interacdo entre leucocitos em
vasos capilares, pois 0 numero de leucdcitos circulante aumentou 250% apos o
tratamento in vivo com a toxina isolada. Além disso, a toxina foi capaz de
induzir a liberagao de citocinas como ILB-1, IL-6 e TNF-c.

Lopes et al. (2009) investigaram a inducdo da inflamacdo por
neuwiedase, uma hemorragina classe Pl isolada do veneno de B. neuwied
(sinbnimos: B. n. goyazensis, B. n. meridionalis, B. N. paranaensis e B. n.
urutu) (SILVA; RODRIGUES, 2008). Este estudo foi realizado em culturas de
células de musculo gastrocnémio. Os resultados desses autores mostraram
qgue culturas de células tratadas com neuwiedase apresentaram PMN na fase
aguda e macrofagos em estagios mais tardios. Esses reultados foram
corroborados por Fernandes et al. (2006), usando BAP-1, que induziu acumulo
de leucdcitos nos ensaios com camundongos. No que diz respeito a liberacéo
de citocinas induzidas por neuwiedase, Lopes et al. (2009) mostraram um
aumento significativo no KC (quimiocina similar a IL-8 humana) em
homogeneizado de muasculo, 2 horas ap6s a inoculacdo. O aumento
significativo de IL-6 e IL-1p também tem sido verificado. Essas informacdes
corroboram com os estudos em BAP-1, com o aumento da IL-6 e IL-1 em
homogeneizado muscular (RUCAVADO et al., 2002) e o aumento dos niveis de
IL1-p e exsudato peritoneal de camundongos injetados com a mesma
hemorragina (FERNANDES et al., 2006).

Investigagbes posteriores mostraram que a jararagina estimula
diretamente a expressdao de RNAm, de TNF-a, IL-1 e IL-6 por macréfagos
(CLISSA et al., 2001). Isto sugere que os macrofagos séo alvos importantes de
SMVPs. A pesquisa com camundongos knock-out para TNF-a e IL-6 mostrou
gue ambos os receptores de citocinas sao relevantes para o desenvolvimento
da necrose induzida por jararagina, mas ndo no edema ou na hemorragia
(LAING, 2003).
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Investigando se o veneno de B. asper (proveniente da regido atlantica da
Costa Rica) poderia ativar complemento, Farsky et al. (2000) mostraram que
Cba esté envolvido na locomogéo de leucocitos na presenga do veneno in vivo
e in vitro. Além disso, BaP-1, isolada do mesmo veneno, ativou 0 sistema
complemento, o que pode ser observado pela diminuicdo da atividade
hemolitica do soro. Os autores também afirmam que a BaP-1 ativou a
quimiotaxia de neutrofilos, o que ndo aconteceu com nenhuma PLA, do
veneno.

Luna et al. (2010) observaram que os venenos tanto B. erythromelas
como C. d. cascavella (espécimes provenientes da regido Nordeste do Brasil)
induziram maior producdo de IFN-y e IL-6 em culturas de esplendcitos de
camundongos. O 6xido nitrico apresentou uma producao significativa apenas
com veneno de B. erythromelas, que também apresentou maior taxa de
inducéo de morte celular quando comparado ao veneno de C. d. cascavella. Os
resultados mostraram que os venenos de B. erythromelas e C. d. cascavella
induziram uma marcada resposta imunomoduladora in vitro, através da
producéo de citocinas e NO. No entanto, B. erythromelas induziu uma resposta
pro-inflamatéria e uma maior taxa de morte celular em relacdo a C. d.
cascavella.

Com o0 objetivo de avaliar o quanto o sistema complemento estaria
envolvido na patogénese da inflamacdo e/ou hemorragia, Rodrigues et al.
(2004) isolaram a hemorragina Hi5 de B. atrox (do Serpentario do Instituto
Butantan), que tem atividade hemorragica e ativa o sistema complemento.
Quando incubada com soro humano normal, esta hemorragina perde a sua
atividade hemolitica. Este efeito foi dependente da dose e foi acompanhado
pelo consumo de C3 e C4. No mesmo estudo, C3 semipurificado foi incubado
com Hi5 para ser clivada em fragmentos menores. Proteina A hemorragina HI-
5 foi entdo injetada em muasculo gastrocnémio de camundongo induzindo
inflamacé&o caracterizada por edema e afluxo de PMN. A hemorragia néo foi
alterada. Os autores sugerem o sistema complemento, como uma fonte de
mediadores enddgenos dos principais efeitos da inflamacéo aguda, tais como
C3a e Cbha, e também participa do recrutamento de leucdcitos, mas nao na

indug&o de hemorragia.
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Assim, estudos envolvendo a participacdo do NO, citocinas e do
complemento confirmam as evidéncias experimentais de que a acao direta das
toxinas do veneno em varios tecidos tem um papel relevante na patogénese de

alteracdes sistémicas caracteristicas do envenenamento ofidico.

1.3 Terapia

No final do século 19 Vital Brasil (1865-1950) descreveu, pela primeira
vez, a terapia especifica para o tratamento de sintomas de envenenamentos
causados por serpentes. Depois de ler um relatério de soro anti-Naja de
Calmette (1891), Vital Brasil fabricou em 1889, soro monovalente contra os
venenos de Bothrops jararaca e de Crotalus durissus terrificus, o que levou a
primeira demonstragcéo da especificidade do soro anti-pegconhento e mais tarde
para a primeira producéo de soro polivalente com uso terapéutico (HAWGOOD,
1992; 1999). Na época, o cientista imunizou cavalos com 0s venenos de
Lachesis lanceolatus (hoje Botrhops jararaca) e Crotalus terrificus (hoje
Crotalus durissus terrificus). Desde entdo, soroterapia foi introduzida
definitivamente na clinica. No Brasil, os produtores de soro antiveneno sao o
Instituto Butantan, a Fundacdo Ezequiel Dias e o Instituto Vital Brasil
(BOCHNER; STRUCHINER, 2003; BRASIL, 1903, 1905). Na Figura 2 observa-

se 0 esquema utilizado para a producdo do soro antiveneno.
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Figura 2. Esquema de imunizacéo e producédo de soro antiveneno em animais.

Os anticorpos utilizados para uma neutralizacao eficiente das toxinas do
veneno devem ser dirigidos especificamente para as principais toxinas
responsaveis pelas acdes locais e sistémicas. Geralmente, o soro antiveneno
deve ser especifico, exceto em casos onde a clinica é semelhante, como em
casos de acidentes por Bothrops e Lachesis. No entanto, o antiveneno poli-
especifico apresenta desvantagens em seu uso devido a sua baixa eficiéncia.
Por conta das diferencas estruturais de cada toxina, alguns podem levar a
producdo de anticorpos contra as toxinas dominantes de dado veneno em
detrimento do outro. Além disso, reduzem a resposta dos animais imunizados,
consequentemente, reduzindo a quantidade de anticorpos produzidos, devido a
atividade imunossupressora de alguns venenos, como C. d. terrificus e L. muta
muta. A variabilidade entre espécies e entre individuos também deve ser

considerada, ja que h& variagbes no veneno quando se leva em consideragéo




periodo do ano e idade dos espécimes, assim como distribuicdo geografica dos
espécimes (BUCHANAN et al., 2003; WARREL, et al., 1997).

Além disso, para reduzir problemas com hipersensibilidade alguns
produtores digerem a molécula de imunoglobulina em seus fragmentos
independentes, apresentando como produto final apenas a porcéo F (ab) '2 ou
Fab (CARDOSO, 2003).

Atualmente, estudos em torno da filogenética de serpentes
correlacionando o mesmo género tém sido realizados. A caracterizacdo de
venenos através da protedmica contribui para uma maior compreensao da
biologia, ecologia e fisiopatologia do envenenamento causado por esses
animais. Além disso, o conhecimento de diferentes familias de toxinas pode ser
relevante para a geracdo de protocolos de imunizacdo com a producdo de
anticorpos com maior especificidade e eficAcia que o0s antivenenos
convencionais, produzidos em cavalos (GUTIERREZ et al., 2008).

A compreensdo dos mecanismos moleculares que sublinham as
variacbes de veneno, como ontogenéticas e geograficas, e um profundo
conhecimento das toxinas do veneno podem provocar um grande impacto no
tratamento de vitimas de acidentes ofidicos, assim como na melhoria da
selecdo de amostras para a geracédo de antidotos (GUTIERREZ et al., 2009).

A heterogeneidade observada em inter e intra-espécies na composi¢ao
do veneno devem ser consideradas na apresentacdo dos sintomas de
envenenamento em seres humanos, especialmente no que diz respeito ao
envenenamento provocado pela mesma espécie em diferentes regifes
geograficas (CHIPPAUX et al., 1991, WARREL, 1997). Compreender a
variacdo antigénica das toxinas dos venenos de serpentes de diferentes
origens geograficas pode levar a concepcdo de novas abordagens
terapéuticas, com base na imunogenicidade destes componentes. Assim, 0
desenvolvimento da soroterapia especifica esta relacionado com um
conhecimento detalhado da composi¢cdo do veneno e do perfil imunoldgico
estabelecido por cada um (CALVETE, 2009).

Um bom exemplo de antivendmica (termo usado para identificar as
toxinas que sao reconhecidas pelo antiveneno por técnicas de protedmica) é o
caso do género Crotalus (LOMONTE et al., 2008; GUTIERREZ et al., 2008;
CALVETE et al. 2009). O antiveneno produzido contra o veneno de Crotalus
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simus simus, espécie da América Central é ineficaz para a neutralizacdo da
neurotoxicidade do veneno de serpentes Crotalus durissus terrificus da
Ameérica do Sul. Da mesma forma, antivenenos produzidos na América do Sul
contra o veneno de C. d. terrificus sdo ineficazes em neutralizar a atividade
hemorragica dos venenos do género Crotalus em geral (SARAVIA et al., 2002).
Este caso ilustra como o conhecimento da variabilidade em venenos de
serpentes, principalmente como consequéncia da sua distribuicdo geogréafica
pode levar a geracdo de antivenenos mais eficazes contra o veneno de
Crotalus em Ameérica do Sul e Central (CALVETE, 2009).
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2. JUSTIFICATIVA

De acordo com o exposto, a importancia do presente trabalho justifica-se
por chamar a atencdo para 0s problemas existentes nos registros
epidemiologicos dos acidentes ofidicos, visto que os dados obtidos nas
diferentes instituicbes hospitalares ndo séao apropriamente notificados e,
portanto, esses resultados ndo corroboram com a realidade.

Outrossim, ressaltaremos a importancia da participacao de citocinas, NO e
outros mediadores imunologicos envolvidos no desenvolvimento das
manifestagdes clinicas, apresentadas por individuos envenenados por serpente
da Bothrops erythromelas. Os estudos desses mediadores podera elucidar os
mecanismos deflagrados nos envenenamentos, com o intuito de melhorar a

terapéutica e diminuir a morbidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar aspectos imunolégicos em camundongos e vitimas de
envenenamento por Bothrops erythromelas (jararaca) antes e apdés

tratamento soroterapico.

3.20bjetivos Especificos

a) Determinar in vitro, a citotoxicidade, a producdo de 6xido nitrico, IFN-y,

IL-10, IL-2, IL-6 e a viabilidade de células esplénicas de camundongos

BALB/C na presenca do veneno de Bothrops erythromelas;

b) Avaliar os aspectos clinicos e epidemioldgicos dos individuos

envenenados por Bothrops erythromelas;

Caracterizar a producdo de IgM em pacientes envenenados por

Bothrops erythromelas, antes, 12 e 24 horas apos tratamento;

d) Quantificar os niveis das citocinas IFN-y, e IL-10 nos sobrenadantes das

culturas dos sangues periféricos dos pacientes envenenados por
Bothrops erythromelas, antes, 12 e 24 horas apds tratamento

soroterapico;

e) Avaliar os niveis de Oxido nitrico em sobrenadantes de cultura de

f)

sangue periférico de pacientes envenenados por Bothrops erythromelas

antes, 12 e 24 horas apdés tratamento soroterapico;

Caracterizar os marcadores de superficie celular (CD3, CD4, CDS,
CD16, CD25, CD55, CD11b, CD35, CD88, CD32 e CD18) do sangue
periférico dos pacientes envenenados por Bothrops erythromelas, antes,

12 e 24 horas ap0s tratamento soroterapico;
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g) Avaliar os niveis séricos de citocinas (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-a e
IFN-y) e quimiocinas (IL-8, Rantes, MIG, MCP-1 e IP-10) de pacientes
envenenados por Bothrops erythromelas, antes, 12 e 24 horas apos
tratamento soroterapico.
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4 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

4.1 Tipo de estudo

O estudo com camundongos foi do tipo experimental (randomizado).
Nesse caso, a divisdo dos animais em grupos experimental e controle foi
realizada aleatoriamente, para que as caracteristicas de cada grupo ndo se
afastassem da média dos valores representativos do universo estudado
(ROUQUAYROL; ALMEIDA FILHO, 2003).

Com os pacientes de Recife, o estudo foi do tipo experimental (n&o-
randomizado). Esse estudo consiste na comparacdo entre um grupo de
participantes sujeitos a intervencao e outro grupo de participantes ndo sujeitos
a intervencao, controles. Ambos os grupos foram escolhidos a partir de critérios
de disponibilidade ou conveniéncia (ROUQUAYROL, ALMEIDA FILHO, 2003).
O estudo com os pacientes de Campina Grande foi do tipo retrospectivo com
abordagem quantitativa e descritiva. A analise quantitativo-descritiva consiste
em investigacbes empiricas, que objetivam o delineamento ou analise das
caracteristicas principais ou decisivas de um fenémeno, a avaliacdo de
programas ou ainda o isolamento de variaveis principais ou chave. Neste tipo
de estudo sdo empregadas técnicas como entrevistas e questionarios, e
procedimentos de amostragem (MARCONI; LAKATOS, 2003).

4.2 Populagéo estudada

4.2.1 Camundongos

Para os ensaios experimentais foram utilizados camundongos (3 a 5)
Mus musculus da linhagem BALB/C, machos com 6 — 8 semanas de idade,
pesando 20 + 2g e provenientes do Biotério do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes/Fundacdo Oswaldo Cruz/Pernambuco (CPgAM/FIOCRUZ) em
Recife. O protocolo de experimentacédo animal, utilizado no presente trabalho
foi parte de um projeto aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da FIOCRUZ, processo de numero 0266-05.
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4.2.2 Pacientes

Os pacientes do presente estudo foram provenientes do Centro de
Toxicologia (CEATOX) do Hospital da Restauracdo (HR) de Recife,
Pernambuco (CEATOX-HR-PE) e do CEATOX do Hospital de Urgéncia e
Emergéncia de Campina Grande, Paraiba (CEATOX-HUECG-PB). Setenta e
duas fichas foram selecionadas no CEATOX-HR-PE, sendo cinquenta (50)
casos notificados como pacientes acometidos por acidente crotalico e vinte e
dois (22) por acidente botrépico. No CEATOX-HUECG-PB, o estudo preliminar
da presente tese, referente a avaliagdo da producao de IgM, foi realizado com
11 pacientes. As outras avaliac6es foram realizadas com outros 16 pacientes,
selecionados no CEATOX-HUECG-PB. Pacientes de ambos 0s sexos e
diferentes idades, envenenados por B. erythromelas e atendidos nos dois
hospitais foram entrevistados passando pelos exames clinico-laboratoriais,
além da coleta de informacdes a partir das fichas de atendimento.

Em relacdo aos pacientes do CEATOX-HR-PE, a analise clinica-
epidemioldgica foi realizada a fim de avaliar pardmetros importantes como
variaveis relacionadas ao individuo (sexo, faixa etaria, escolaridade); ao evento
(sazonalidade, municipio, zona de ocorréncia, espécie responsavel pelo
acidente, tempo decorrido entre o acidente e o atendimento, local do evento e
evolugdo clinica); aos dados clinicos mais freqlentes nos envenenamentos
botrépico (edema local, dor, gengivorragia, bolhas, mialgia) e crotalico (edema
local, dor, gengivorragia, mialgia, ptose palpebral e visdo turva). Os exames
laboratoriais contemplaram tempo de coagulacdo —TC, tempo de sangria —TS,
creatinoquinase —CK e desidrogenase latica —LDH. As mesmas variaveis
foram avaliadas para os pacientes do HUECG-PB.

A confirmagédo da espécie B. erythromelas responsavel pela picada foi
realizada por profissionais dos hospitais no momento que a vitima acometida
pelo envenenamento ou levou a espécie ao hospital ou descreveu a mesma ao
profissional.

Os critérios de inclusdo na selecéo dos individuos incluiram aqueles que
receberam tratamento soroterapico antibotropico e sinais/sintomas clinicos
mais freqientes de envenenamento botropico, ja descritos anteriormente. Os

critérios de exclusdo foram considerados para individuos que receberam
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tratamento soroterapico polivalente, ou seja, soros antibotropico e anticrotélico
ou individuos com patologias similares a clinica dos envenenamentos.

Dez mililitros (ml) de sangue dos pacientes foram coletados a cada
intervalo de tempo: antes da soroterapia, 12h e 24h apds a soroterapia,
totalizando trés coletas, ou seja, 30 ml de sangue.

A soroterapia empregada no tratamento antibotropico preconizado pelo
Ministério da Saude (2003), determina que em pacientes com envenenamento
leve devem ser administradas 4 ampolas de soro antibotropico; em pacientes
com envenenamento moderado, devem ser administradas 8 ampolas de soro
antibotropico; e para pacientes sabidamente graves, devem ser administradas
12 ampolas de soro antibotropico.

O grupo controle constituiu-se de voluntarios saudaveis (n= 5), sem
antecedentes de envenenamento ofidico e com idade acima de quinze anos.
Esse grupo foi submetido a coleta de 10 ml de sangue venoso em um

momento.

4.2.3 Descricao dos exames laboratoriais de avaliacdo dos pacientes

Os pacientes envenenados por B. erythromelas foram submetidos a
avaliacdo clinica, epidemiolégica e a alguns procedimentos laboratoriais. Os

exames laboratoriais incluiram:

a) Tempo de Coagulacdo - mede o0 tempo necessario para que 0 sangue
coagule in vitro. Procede-se a punc¢éo venosa, procurando-se lesar os tecidos o
minimo possivel; dispara-se o cronémetro, assim que 0 sangue entra na
seringa; separa-se 3 tubos de ensaio (10 x 120 mm), colocando-se 1 ml de
sangue em cada um e levando-se os mesmos imediatamente ao banho a 37°C.
Trés minutos apos a coleta, inicia-se a observagdo do tubo 1, inclinando-o
suavemente e repetindo-se essa observagcao a cada 30 segundos até que o
sangue coagule. O tempo transcorrido foi marcado desde a coleta até a
formacdo do coagulo; procedendo-se do mesmo modo com os tubos 2 e 3. O
tempo de coagulacéo foi o obtido pela média dos tempos encontrados nos 3

tubos. O valor de tempo de coagulacéo normal € de 4 a 9 minutos.
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b) Tempo de Sangria - corresponde a duracdo de uma pequena hemorragia
quando uma incisdo de dimensbes padronizadas é praticada na pele
artificialmente. O teste fornece dados relativos a funcdo e numero das
plaguetas, bem como da resposta da parede capilar a lesdo. O método mais
comumente utilizado é o de Duke (RAVEL, 1997). Realizou-se a assepsia do
I6bulo da orelha (pode-se usar também a polpa digital) com algoddo embebido
em alcool 70%. Com auxilio de uma lanceta especifica e de um so6 golpe, uma
incisdo local foi feita com cerca de 2 mm de profundidade. Disparou-ser o
crondmetro e a cada 30 segundos, a gota de sangue foi recolhida em papel de
filtro (tendo o cuidado de ndo tocar o mesmo no Iébulo ou a polpa), até que a
altima gota deixe apenas um sinal puntiforme no papel. Em seguida, anotou-se
o tempo decorrido entre a primeira e a ultima gota recolhidas' O valor de tempo

de coagulacédo normal € de 1 a 3 minutos.

c) Creatinofosfoquinase (CPK) ou creatinoquinase (CK) € uma enzima presente
em varios sitios do nosso organismo, sendo encontrada em abundancia no
coracao e, principalmente, nos musculos. Sua elevagdo na corrente sanguinea
é um forte indicador de lesdo muscular, uma vez que a destruicdo das células
dos mausculos provoca um grande fluxo de CK em direcdo ao sangue. O
sangue foi colhido por puncédo venosa, geralmente da prega do cotovelo ou
dorso da mao. O local da puncéo € limpo com anti-séptico e um torniquete (tira
elastica) foi amarrado ao braco para comprimi-lo e restringir o fluxo de sangue
através da veia. Isto faz com que a porcdo da veia abaixo do torniquete se
distenda, enchendo-se de sangue. Uma agulha foi introduzida na veia e o
sangue coletado em um tubo. Durante o procedimento, o torniquete foi
removido para restaurar a circulagdo. Apos coleta do sangue, a agulha foi
removida e o local da puncédo coberto para evitar qualquer sangramento. O

valor normal é de 24 a 194 U/ml.

d) Desidrogenase latica - A medigéo dessa enzima é mais utilizada para avaliar
a presenca de tecidos danificados. A enzima esta presente em muitos tecidos,
especialmente no coracdo, figado, rins, musculos do esqueleto, células
sanglineas do cérebro e pulmdes. A LDH catalisa a interconversao de piruvato

e lactato. Musculos que se exercitam convertem (e os globulos vermelhos
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metabolizam) glicose em lactato. O lactato € liberado no sangue e
eventualmente absorvido pelo figado. O figado converte lactato de volta em
glicose e libera glicose no sangue. Essa glicose € entdo absorvida pelos
musculos em repouso, glébulos vermelhos e por outros tecidos. O sangue foi
colhido da mesma maneira coletada para o ensaio da Creatinofosfoquinase
(CPK). O valor normal é 105 a 333 UI/L.

4.2.4 Considerac0Oes éticas

Uma parte das amostras coletadas e utilizadas neste trabalho foi
processada no laboratério do HUECG-PB, outra parte no HR-PE e uma terceira
parte, no Laboratorio de Imunogenética do Depto. de Imunologia do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes/Fundacdo Oswaldo  Cruz/Pernambuco
(CPQAM/FIOCRUZ/PE). Os dados coletados nesta pesquisa foram utilizados
unicamente para atender aos objetivos da mesma. As informacdes foram
apresentadas de forma coletiva, sem identificacdo dos pacientes ou dos
profissionais de saude envolvidos nos atendimentos destes.

Os procedimentos s6 foram realizados apés todos 0s participantes terem
concordado e assinado o “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido”
(TCLE) (Apéndices A, B, C). Os protocolos experimentais foram aprovados
pelos Comités de FEtica do CPgAM/FIOCRUZ com CAAE nlmero
000.50095.000.08 (Anexo 1).

4.3 Obtencao do veneno

Os venenos das serpentes B. erythromelas e Crotallus durissus
cascavella foram obtidos através da ordenha de espécimes de cativeiro. Os
espécimes foram provenientes do Centro de Répteis da Caatinga, localizado
em Campina Grande, PB. Foram selecionados animais adultos e filhotes de
ambos os sexos. O veneno, apos liofilizagao, foi mantido sob refrigeracéo (4°C)
até o momento de sua utilizagcdo. As concentracdes protéicas de cada veneno

foram analisadas pelo método de Lowry (1951).
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4.4 Obtencdo de esplendcitos murinos

Esplendcitos de camundongos BALB/C foram obtidos de acordo com
Pereira et al. (2004). Apos o sacrificio do animal em cilindro de CO,, 0 baco de
cada camundongo foi removido em condi¢des assépticas e colocado em tubo
plastico (Falcon) contendo meio RPMI 1640 sem soro bovino fetal (SFB) (meio
incompleto). Em um fluxo vertical, cada baco foi transferido para uma placa de
Petri, onde foram macerados. As suspensdes celulares obtidas foram
transferidas para tubos plastico (Falcon) contendo aproximadamente 10 ml de
meio incompleto, baco, centrifugados a 4°C, a 200 X g por 5 minutos. Apos
descartar o sobrenadante, agua destilada foi adicionada ao sedimento para
promover a lise das células vermelhas do sangue. O sobrenadante, nao
contendo restos celulares foi coletado e centrifugado a 4°C, a 200 X g por 5
minutos. O sedimento (contendo células) foi ressuspendido em RPMI 1640
completo (com SFB). Uma aliquota de cada suspensao de células foi separada,
diluida em azul de tripan para ser quantificada em camara de Neubauer e a

viabilidade celular foi determinada.

45 Avaliacdo da atividade toxica dos venenos em células de

camundongos isogénicos

Células esplénicas (6 x 10°células/poco), obtidas de acordo com item
anterior, foram cultivadas em placas de 96 pocos de fundo plano em meio
RPMI completo (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), contendo 10% de SBF
(Cultilab, Campinas, SP, Brasil), 1% de L-glutamina 200 mM; 1% de piruvato de
sédio 100mM; 26,8 ml de bicarbonato de sodio a 7,5% e 1% de solucéo de
antibioticos estreptomicina 100 pg/ml e penicilina 100 U/ml (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO). Cada aliguota de veneno foi avaliada em seis
concentracdes diferentes (1, 5, 10, 25, 50 e 100 pug/mL), em triplicata, em dois
ensaios independentes. As culturas foram incubadas na presenca de 3H-
timidina ([*H] TdR) (Amersham Biosciences) (1 pCi por pogo) por 24 horas a
37°C e 5% de CO?. Apds esse periodo, o contetido da placa foi colhido para
determinar a incorporacdo de [°*H] TdR, utilizando um contador de radiacéo
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beta (B-matriz de 9600, Packard). A toxicidade dos venenos foi determinada
pela comparacdo da percentagem de incorporacdo de [*H] TdR (como
indicador de Vviabilidade celular) nos pocos tratados com diferentes
concentragbes de veneno em relagdo aos pogos sem tratamento. Saponina
(0.05%), composto sabidamente citotdxica foi usada como controle positivo.
Concanavalina A (ConA) e fitohemaglutinina (PHA) foram usados como
referéncias para os ensaios imunoldgicos. Concentracdes nao citotdéxicas foram
definidos como aqueles que causam uma diminuicdo da incorporacéo de [°H]

TdR abaixo de 30% em relacdo aos controles.

4.6 Quantificacdo de citocinas nos sobrenadantes de cultura de

esplendcitos

Esplendcitos foram cultivados em placas de 24 pocos (TPP) com uma
densidade de 10° células por poco. As citocinas foram quantificados em 24, 48,
72 horas e 6 dias de sobrenadante de culturas estimuladas com o veneno da
serpente Bothrops erythromelas (100, 10 e 1 ug/mL), veneno da serpente
Crotalus durissus cascavella (100, 10 e 1 yg/mL), ConA (2,5 pg/mL), PHA (56
Mg/mL) ou mantida apenas em meio de cultura (controle). A dosagem de IL-2,
IL-6, IL-10 e IFN-y foi realizada através do ELISA de captura, utilizando-se o Kit
OptEIA, (BD Biosciences), seguindo orientacdes do fabricante. Placas de
ELISA (Costar half-area plate-96 pocos) foram sensibilizadas com 25ul dos
anticorpos anti-citocinas especificos (de acordo com o fabricante), diluidos em
tampdao carbonato-bicarbonato pH 9,6 e incubadas por 18h a 4°C. As placas
foram lavadas trés vezes com 150ul/pogo de PBS pH 7,2-Tween-20 0,05%
(PBS-Tw), e incubadas com 100ul de solugéo bloqueadora contendo soro fetal
bovino (PBS pH 7,2 + 10% SFB) por 1lh, a temperatura ambiente (TA).
Posteriormente, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-Tw. Os padrbes
das citocinas foram diluidos seriadamente (fator 2) em PBS pH 7,2 + 10% SFB
a partir da concentragéao inicial recomendada pelo fabricante. Em seguida, 25 pl
da amostra e dos padrdes foram adicionados em duplicata e a placa incubada

por 2h em TA. Quando necessario, as amostras eram diluidas em PBS pH 7,2
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+ 10% SFB. Apds o tempo de incubacéo, as placas foram lavadas 6 vezes com
PBS-Tw e 25ul dos anticorpos biotinilados especificos (de acordo com o
fabricante), diluidos em PBS pH 7,2 + 10% SFB foram adicionados por
1h30min, em TA. Apos nove lavagens com PBS-Tw, foram adicionados 50ul da
solugdo reveladora contendo ABTS - 2,2-azino-de [sulfato(6)de 3-etil
benzitiazolina] (KPL). A reacéo foi bloqueada com 25ul de acido sulfarico 1 M e
a leitura realizada no espectrofotbmetro (Bio-Rad 3550) a 415 nm. As
concentracbes das amostras foram calculadas na regido linear da curva de
titulacdo dos padrbes de citocinas e as concentracdes finais expressas em
pg/ml, utilizando o software Microplate Manager, versdao 4.0 (Bio-Rad

laboratories).

4.7 Andlise de viabilidade celular por anexina v-FITC e iodeto de propideo

em cultura de esplenécitos

Esplendcitos foram tratados com veneno de Bothrops erythromelas (100,
10 e 1 pg/mL), veneno de Crotalus durissus cascavella (100, 10 e 1 ug/mL),
ConA (2,5 yg/mL) e PHA ( 5 pyg/mL). As células tratadas foram mantidas em
placas de cultura de 24 pocos e a andlise da viabilidade celular foi feita ap6s 24
e 48 horas. Células sem tratamento foram usadas como controle negativo. Em
seguida, os linfocitos foram centrifugados a 4°C, a 450 x g por 10 minutos.
Apébs descartar o sobrenadante, foi adicionado 1mL de PBS 1X ao sedimento
para ser centrifugado a 4°C, a 450 x g por 10 minutos. ApGs descartar o
sobrenadante, o sedimento foi ressuspendido em tampéao de ligagdo (10 mM
HEPES (pH 7,4), 150 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM de MgCl, e 1,8 mM de CaCl,)
e foi adicionado anexina V conjugada com isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(1:500) e iodeto de propidio (PI, 20 pg/mL; 10° células) ao tubo de citometria. A
viabilidade celular foi quantificada no citbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton
Dickinson Biosciences, Mountain View, CA, EUA), utilizando-se anexina
Vconjugada a FITC e iodeto de propideo (IP). A analise foi realizada no
software Cell Quest (Becton Dickinson) onde a apoptose foi quantificada pelo

namero de células anexina V-FITC positivas e Pl negativas divididas pelo
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namero total de células. A necrose por Pl positivas e anexina V-FITC negativas
pelo nimero total de células. Apoptose tardia foi determinada quando as

células apresentarem positivas para anexina V-FITC e PI positivas.

4.8 Analise da producdo de nitrito nos sobrenadantes de cultura de

esplendcitos

Cultura de esplendcitos foi utilizada para avaliar a concentracéo de nitrito
durante o tratamento com veneno de Bothrops erythromelas (100, 10 e 1
pg/mL), veneno de Crotalus durissus cascavella (100, 10 e 1 yg/mL), ConA (2,5
pg/mL), PHA (5 ug.mL™?) ou mantida apenas em meio de cultura (controle) apos
24, 48, 72 horas e 6 dias de incubacdo. Em seguida, as placas foram
centrifugadas a 1800 x g por 10 minutos, em TA e os sobrenadantes foram
coletados e armazenados a -80°C até a andlise pelo método de Griess (DING
et al., 1988). Placas de ELISA (96 pocos, placa Costar) foram preenchidas em
duplicata com 25ul do sobrenadante de cultura armazenado, seguido pela
adicdo de 25 pl do reagente de Griess. A leitura do sobrenadante foi realizada
em espectrofotdmetro a 450 nm (Bio-Rad 3550,Hercules, CA) e a concentracéo
de NO foi determinada comparando-se a absorbancia contra uma curva padréo
(3,12 — 100 pumol/mL preparada com nitrito de sédio (NaNO,), utilizando-se o

software Microplate Manager verséo 4.0 (Bio-Rad Laboratories).

4.9 Avaliacdo da producdo de IgM em pacientes envenenados pela

serpente Bothrops erythromelas

Dez mililitros de sangue de pacientes picados pela serpente B.
erythromelas foram coletados imediatamente apds sua admissdo no CEATOX-
HUECG-PB. Cada amostra foi centrifugada e o soro obtido, armazenado -20°C
em microtubos identificados até o momento de sua utilizacdo. Os pacientes
foram separados em trés grupos, de acordo com a gravidade do
envenenamento botropico: leve (n = 4), moderado (n = 4) e grave (n = 3).

Todos os pacientes foram submetidos a soroterapia no mesmo hospital.
Aliquotas do veneno de B. erythromelas foram submetidas a eletroforese em
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gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE),
segundo Laemmli (1970). Os géis de empilhamento (“stacking gel’) e de
separacgao (“running gel”) foram preparados a uma concentragcado de acrilamida
de 4,5% (p/v) e 10% (p/v), respectivamente. Apdés SDS-PAGE, as bandas
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose, seguindo-se
incubagdo com “pool” de soro de pacientes de cada tipo de envenenamento
botrépico. Os imunocomplexos formados (componentes antigéncos do veneno
mais anticorpo presente no soro) foram detectados através de uma sonda
enzimatica. No presente trabalho, a sonda enzimética foi a anti-IgM conjugada
a peroxidase. Este estudo preliminar de avaliacdo da resposta imune humoral
foi aprovado pelo CEP/UEPB.

4.10 Quantificagdo de citocinas nos sobrenadantes das culturas de

sangue periférico dos pacientes envenenados por Bothrops erythromelas

Sangue periférico, coletados antes e ap0s o tratamento antibotrdpico
foram cultivados a 37°C e 5% de CO,, em placas de 24 pocos (TPP, Suica)
com veneno de B. erythromelas (5, 2,5 e 1 ug/mL), PHA (5 pg/mL) ou ConA
(2,5 ug/mL) durante 24 horas. Sangue cultivado em meio de cultura apenas foi
utilizado como controle negativo. Em seguida, as placas foram centrifugadas a
1800 x g por 10 minutos, em temperatura ambiente (TA) e 0os sobrenadantes
foram coletados e armazenados a -80°C até a andlise. A dosagem das
citocinas IFN-y, e IL-10 foi realizada através do ELISA de captura, conforme

descrito no item 3.6.

4.11 Deteccdo de nitrito nos sobrenadantes das culturas de sangue
periférico dos pacientes envenenados por Bothrops erythromelas

Sangue periférico, coletados antes e apds o tratamento antibotrépico
foram cultivados a 37°C e 5% de CO,, em placas de 24 pocgos (TPP, Suica)
com veneno de Bothrops erythromelas (5, 2,5 e 1 ug/mL), PHA (5 pg/mL) ou
ConA (2,5 pg/mL) durante 24, 48, 72 horas e 6dias. Sangue cultivado em meio
de cultura apenas foi utilizado como controle negativo. Em seguida, as placas
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foram centrifugadas a 1800 x g por 10 minutos, em TA e os sobrenadantes
foram coletados e armazenados a -80°C até a andlise pelo método de Griess

(Ding et al., 1988), conforme descrito no item 3.8.

4.12 Identificacdo de marcadores de superficie celular em sangue
periférico de pacientes envenenados pela serpente Bothrops

erythromelas

Aliquotas de 100 pl do sangue periférico de pacientes e controles,
coletados com EDTA, foram transferidas para tubos de citometria contendo
anticorpos monoclonais especificos para marcadores de superficie celular
(CD3, CD4, CD8, CD16, CD25, CD55, CD11b, CD35, CD88, CD32 e CD18)
(Tabela 3). Apés homogeneizacdo em vortex, a mistura foi incubada por 30
minutos. Depois disso, as amostras foram submetidas a lise de eritrécitos,
seguido por duas lavagens com PBS e 2 centrifugacdes (400 x g), com
posterior ressuspensao em 400 pl de paraformaldeido a 1%. Os parametros
imunofenotipicos e morfométricos celulares foram determinados por citometria
de fluxo (FACSCalibur-Becton Dickinson), utilizando-se o CELLQuestProTM

para aquisicao e analise de dados (50.000 eventos).

Tabela 3. Tipo de marcador e tipo celular avaliados no estudo

MARCADOR TIPO CELULAR
CD3 Linfocito
CD4 Linfécito T helper
CD8 Linfécito T citotdxico
CD16 Célula NK
CD25 Receptor para IL-2
CD11b Complemento
CD35 Complemento
CD88 Complemento
CD32 Receptor de Fc para IgG

CD18 Expresso por todos leucdcitos
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4.13 Deteccdo do nivel de citocinas plasméaticas por citometria de fluxo
em soro de pacientes envenenados pela serpente Bothrops erythromelas

A partir dos soros obtidos, os niveis plasmaticos de citocinas e
quimiocinas foram quantificados, utilizando-se o sistema Cytometric Bead Array
(CBA) da Becton Dickinson-BD. Esse sistema emprega uma mistura de seis
esferas de poliestireno, de intensidades de fluorescéncia discretas e distintas,
recobertas com anticorpos especificos para as citocinas e quimiocinas
humanas, e sédo detectadas no canal FL-3. Essa metodologia permite a
avaliacdo simultdnea de diversas citocinas ou quimicinas no mesmo ensaio,

empregando-se pequenos volumes de amostra.

Inicialmente as amostras de soro de pacientes envenenados pela
serpente B. erythromelas, mantidas a -20°C foram descongeladas e
ultracentrifugadas a 14000 rpm por 10 min. e o sobrenadante transferido para
outro tubo. Aliquotas de 25uL do soro teste com diluente G, aliquotas de 25uL
dos padrbes de citocinas, submetidos a diluicdo seriada com diluente G
(reagente presente no kit CBA) (“Top Standart”) e 25uL de diluente G apenas
(Controle Negativo), foram transferidas para tubos de poliestireno de 5mL
(Falcon n° 2052). Em seguida, a cada tubo foi adicionado 15uL da mistura de
esferas de captura, conjugadas com anticorpos monoclonais anti-IL-2, IL-4, IL-
5, IL-10, TNF-a. e IFN-y (Human Th1/Th2 Cytokine CBA Kit) ou anti- IL-8,
Rantes, MIG, MCP-1 e IP-10 (Human Chemokine Kit) com subsequente
incubacdo por 90 minutos em TA, ao abrigo da luz. Apdés a incubacédo, as
esferas de captura foram lavadas com 500uL da solugdo F (“Wash buffer”,
reagente presente no kit CBA), centrifugadas a 600 x g, por 7 minutos a 18 °C
e, 0 sobrenadante cuidadosamente aspirado e descartado. As esferas foram
entdo re-incubadas na presenca de 20uL do reagente B, que corresponde a um
coquetel de anticorpos monoclonais anti-citocinas (ou anti-quimiocinas)
humanas, conjugados com o fluorocromo PE (FL-2) por 90 minutos, T.A., ao
abrigo da luz. Apos incubacéo, as esferas de captura foram novamente lavadas
com 500uL da solucéo F, centrifugadas a 600 x g, por 7 minutos a 18 °C e, o

sobrenadante cuidadosamente aspirado e descartado. Apds centrifugacéo, as
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esferas foram ressuspendidas em 250 uL de reagente F e imediatamente

analisadas no citbmetro de fluxo.

4.13.1 Aquisicao dos dados no citbmetro de fluxo

Antes de proceder a aquisicdo dos dados das amostras, o aparelho foi
ajustado, utilizando-se o0 BD FACSComp Software e o BD Calibrate Beads. O
objetivo do ajuste do aparelho consistiu em definir os parametros de tamanho e
granulosidade adequados para o posicionamento das esferas de captura em
graficos de tamanho versus granulosidade (R1). Apés a selecdo das esferas,
procedeu-se o ajuste da intensidade da FL3 para permitir a segregacao das
esferas policroméaticas, apresentando diferentes intensidades de fluorescéncia,
em histogramas unidimensionais. Para cada tubo processado foram adquiridos
1800 eventos dentro da regido selecionada R1 (300 eventos por citocina

testada).

4.13.2 Andlise semi-quantitiva de citocinas/quimiocinas nos soros de pacientes

envenenados pela serpente Bothrops erythromelas

A andlise do perfil de citocinas / quimiocina no soro de pacientes picados
pela serpente Bothrops erythromelas foi feita segundo protocolo proposto pelo
fabricante através da utilizacdo do BD CBA Analyses Software, com auxilio do
Microsoft Excel, modificado como descrito a seguir. O programa BD CBA
Analysis Software faz a selecdo automatica da regido das esferas de captura
em graficos de tamanho versus granulosidade. Em seguida, o programa separa
as esferas em funcdo da intensidade da FL3 e analisa o deslocamento das
esferas em funcdo da intensidade da fluorescéncia 2 (FL2) em graficos
bidimensionais de FL2 versus FL3. A ligacao da citocina / quimiocina presente
na amostra de interesse a esfera de captura e a revelacdo da ligacdo através
do uso de um coquetel de anticorpos monoclonais anti-citocinas/ quimiocinas
humanas marcadas com ficoeritrina (PE) pode ser evidenciado através do
deslocamento do conjunto de esferas para a regido de maior intensidade de

fluorescéncia em relagcédo ao tubo controle negativo, sem soro humano (Figura
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2). Os valores correspondentes a intensidade média de fluorescéncia FL2 na
escala logaritmica sdo utilizados como a unidade de andlise semi-quantitativa

para cada citocina / quimiocina analisada.
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Figura 3. Andlise quantitativa de citocinas/quimiocinas de sobrenadante de cultura utilizado
pelo BD CBA Analyses Software. Inicialmente, o programa promove a sele¢do automatica da
populacdo de esferas de captura em gréficos de tamanho versus granulosidade (A). Em
seguida, separa as esferas e analisa da intensidade de fluorescéncia correspondente ao

complexo esfera-citocina-anticorpo PE (B e C).

4.14 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no Laboratério de Métodos
Qualitativos do Nucleo de Saude Coletiva do CPgAM.

Todos os dados foram analisados por testes nao-paramétricos.
Diferencas entre grupos foram analisadas por meio da andlise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste t ou teste de Tukey e Kruskal-Wallis. O teste
Mann-Whitney foi utilizado para comparacdo entre o0s grupos. Para a

correlacdo de variaveis foi utilizado o teste de correlacdo de Spearman. Os
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resultados foram expressos em valores das médias dos grupos, desvio padrédo
e as analises estatisticas foram realizadas considerando-se o valor de p <0,05
como estatisticamente significativo.

Os softwares utilizados nas analises foram Excel, 2007 e Graph Pad

Prim 5.0.



5 RESULTADOS

5.1 Efeito citotoxico do veneno da serpente Bothrops erythromelas e
Crotalus durissus cascavella em células esplénicas de camundongos
BALB/c

A citotoxicidade foi expressa como a maior concentracdo testada nao
citotéxica para células esplénicas de camundongos BALB/c. Saponina foi
utilizada como controle positivo. A saponina, conhecida por sua atividade
citotoxica, apresentou 94% de inibicdo na proliferacdo celular. Con A e PHA,
mitdégenos utilizados como referéncia para testes imunoldgicos, ndo mostraram
atividades toxicas nas concentracbes de 50 até 1 pg/mL para Con A e em
nemhuma concentracdo para PHA. Ambos os venenos das serpentes Bothrops
erythromelas (B. erythromelas) e Crotalus durissus cascavella (C.d. cascavella)
foram citotoxicos acima de 1 pyg/ mL de concentracédo (Tabela 3). E importante
ressaltar que em todos 0s ensaios in vitro com células esplénicas de
camundongos BALB/c, o veneno de C.d. cascavella foi utilizado paralelamente

para comparar seus resultados com os de B. erythromelas.

Tabela 4 - Efeito citotoxico induzido pelos venenos de Bothrops erythromelas e Crotalus
durissus cascavella. Ensaio realizado com timidina tritiada em culturas in vitro de esplendécitos
de camundongos BALB/c na presenca dos venenos de Bothrops erythromelas e Crotalus
durissus cascavella, Con A, PHA e saponina (controle positivo). Células ndo estimuladas foram
utilizadas como controle negativo.

COMPOSTOS CONCENTRAGCOES (ug/mL)

100 50 25 10 5 1

Inibic&o (%)*

Bothrops erythromelas 62 55 44 35 33 -
Crotalus durissus cascavella 61 56 53 36 31 -
Con A 58 - - - - -

PHA - - - - - -

Saponina 94 91 90 89 88 88

Nota: * Percentual de inibicdo de proliferacdo celular

() = Concentra¢gdes nao-citotoxicas foram definidas como aquelas causadoras
da reducao de incorporacédo de timidina tritiada abaixo de 30% em relacdo aos
controles né&o tratados com 0s compostos.
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5.2 Dosagens de citocinas e de 6xido nitrico nos sobrenadantes de
culturas de células esplénicas de camundongos BALB/c estimuladas com

veneno de Bothrops erythromelas

As investigagcfes imunoldgicas dos esplendcitos estimulados in vitro com
o veneno de B. erythromelas foram comparadas com o0s esplendcitos
estimulados com veneno de C. d. cascavella. Devido as suas propriedades
imunologicas, os mitdbgenos ConA e PHA foram utilizados como controle
positivo e células ndo estimuladas (meio + células) foram utilizadas como
controle negativo. Nestes ensaios foram utilizados tempos de 24, 48, 72 horas

e 6 dias. Os resultados a seguir estdo apresentados em pg/ml £ erro padrao.

5.2.1 Avaliacdo da producéo de IFN-y

Em 24 horas, 100 pg/mL de ConA (2149 £ 311), 1 ug/mL veneno de B.
erythromelas (1422 + 480 e 1214 + 380) e 1 pg/mL de C. d. cascavella (1234 +
348) induziram isoladamente, maior e significativa producdo de IFN-y (p <
0,05). Em 48 horas, apenas 1lug/mL de C. d. cascavella (1374 = 288)
apresentou valores estatisticamente significativos em relagdo ao controle (p <
0,05). O melhor tempo de producédo de IFN-y para todos os estimulos, in vitro,
foi de 72 horas (Figura 4A-E). Neste tempo, observamos que tanto B.
erythromelas como C. d. cascavella, ambos na concentracdo de 100 pg/mL
apresentaram valores maximos (Figura 4D-E). Finalmente, apds seis dias de
ensaio, apenas ConA (6,032 = 2,545) e C. d. cascavella (3090 + 601), a 100
pug/mL apresentaram producdo significativa de IFN-y (p < 0,05). Conforme
mostrado na Figura 4, os niveis de IFN-y em sobrenadantes de culturas
apresentaram valores maximos em 72 horas. Assim, 72 horas foi o tempo

escolhido para avaliar IL-2, IL-10, IL-6 e o0 0xido nitrico.

55



56

IFN-1 [pg/mL]

4,000 . D
Controle
3,000 - 4000
Bothrops erythromelas
2,000 4
30004
1,000 -
2000 H
B 1000 4
4,000
FHA 0
P I'-' T T T T
3,000 - 24 48 72 144
— ";: Tempo de incubagao (horas)
r E
1,000 T
4000
0 Crotalus durissus
30004
2000+
1000+
I-l-' T T T 1]
24 43 72 144
24 43 T2 144 Tempo de incubacao (horas)

Tempo de incubagao (horas)

Figura 4. Perfil da producgdo de IFN-y por esplendécitos de camundongos BALB/c estimulados in
vitro com veneno de serpente.

Nota: Os esplendcitos foram incubados em diferentes condigBes experimentais, incluindo: A)
auséncia de estimulo exdgeno — culturas controle (O); B) presenca de PHA (®); C) presenca
de ConA (®); D) em diferentes concentragbes (— 100ug/mL,---- 10pug/mL e 1pg/mL) dos
venenos de B. erythromelas (O) ou E) C. d. durissus (©). Os resultados est&o expressos como
média dos niveis de IFN-y (pg/mL) + erro padréo. * significativamente estatistico; p<0,05.

5.2.2 Avaliagdo da producgéo de IL-2, IL-10 e de oxido nitrico

A producdo de IL-2 nado foi significativa em nenhum tempo avaliado
mediante estimulo com veneno. Somente ConA induziu de modo significativo a
producéo de IL-2 em 24, 48 e 72 horas (628 +42, 768 +13, 151 +1.9 e p < 0.05,
respectivamente) (dados ndo mostrados). O mesmo resultado foi apresentado
para a producao de IL-10 e NO em 72 horas de ensaio (Figura 5B e C). IL-10
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foi detectada em esplendcitos estimulados com veneno de B. erythromelas
(concentracdes de 100 e 10 pg/mL) e veneno de C. d. cascavella (1 pg/mL)
guando comparada com o controle (Figura 5B). Niveis significativos (p < 0.05)
de NO foi somente observado mediante estimulo com veneno de B.
erythromelas na concentracdo de 1 pg/mL em relacdo ao controle, em ensaios
de 72 horas (Figura 5C).

Além disso, observamos uma dicotomia na sintese de NO e IL-10 as 72
horas de ensaio, embora ndo houvesse diferencas entre estimulos com
venenos em relagdo a producéo de IFN-y (Figura 5A). Quando aumentamos as
doses do veneno de B. erythromelas ocorreu um aumento gradual na produgéo
de IL-10 e uma diminuicao da liberacdo de NO (Figura 5B e C). Por outro lado,
guando aumentamos a concentracdo do veneno de C. d. cascavella o efeito
contrario foi observado, ou seja, o0 aumento induziu menor producéo de IL-10 e
maior liberacdo de NO (Figura 5B e C). Essas observa¢des sdo importantes
para a compreenséo de diferengas moleculares e mecanismos de sinalizacao

dos venenos em esplendcitos de camundongos.
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Figura 5: Andlise comparativa na producdo de IFN-y, NO e IL-10 por esplendcitos de
camundongos BALB/c apés 72 horas de estimulo in vitro com veneno de serpente. Os
esplendcitos foram incubados em diferentes condi¢cdes experimentais, incluindo: auséncia de
estimulo exdégeno — culturas controle (D); na presenca de PHA (!); na presenca de ConA
(.); na presenca de diferentes concentra¢des (100pg/mL, 10 pg/mL and 1pg/mL) dos venenos
de B. erythromelas (|:|) ou C. d. durissus (|:|). Os resultados estao expressos como média dos
niveis de IFN-y, NO e IL-10 (pg/mL) + erro padrédo. Diferengas significativas com p<0.05 quando
comparados a culturas controle séo detectadas por setas (T1) e por linhas de ligagcéo para
comparacao intra-grupo. Retangulos tracejados destacam a concentracdo do veneno (1ug/mL)
que induziu o perfil dicotbmico entre B. erythromelas (pré—inflamatério) e C. durissus
(regulatorio). ND = ndo realizado. Barras horizontais representam a média de quatro
experimentos independentes por grupo.




5.2.3 Analise da razdo IFN-y / IL-10 entre venenos das serpentes Bothrops

erythromelas e Crotalus durissus cascavella

Um desequilibrio na relacdo entre os eventos pro-inflamatérios e anti-
inflamatorio € possivel. Para investigar essa afirmativa, a razéo IFN-y/IL-10 foi
avaliada em 72 horas de cultura in vitro. A Figura 6 mostra que néo foi
observada diferenca significativa nesta razdo. Entretanto, altas doses do
veneno de B. erythromelas (100 pg/mL) foram capazes de promover um efeito
imunorregulatério, caracterizado pela relagéo inversa na sintese de IFN-y e

IL10.
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Figura 6. Perfil pro-inflamatorio/regulatorio em esplendcitos de camundongos BALB/C apés 72
horas de estimulo in vitro com veneno de serpente. Painel superior representa a razdo INF-y/IL-
10, considerando condigBes experimentais distintas, tais como: auséncia de estimulos
exdgenos - Controle (D), presenca de ConA (.); presenca de concentracbes distintas
(100pg/mL, 10ug/mL e 1ug/mL) dos venenos de B. erythromelas (D) ou de C. durissus
cascavella (|:|). Os resultados sdo expressos em média da razdo IFN-y / IL-10 + erro padréo.
Os painéis de baixo representam andlise de correlacao entre IFN-y (pg / mL) e IL-10 (pg / mL)
apds estimulo in vitro com veneno de B. erythromelas (O) ou C. durissus cascavella (©) em
concentragdes distintas (100ug/mL, 10ug/mL e 1ug/mL). O indice de correlagéo (valores de r e
p) sdo apresentados na figura. Valores significativos considerando-se de p <0,05. Barras
horizontais representam a média de quarto experimentos independentes por grupo.
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5.3 Perfil de células viaveis indicou maior percentual de necrose induzida

pelo veneno de Bothrops erythromelas

Paralelo a andlise de citotoxicidade, possiveis danos celulares induzidos
por venenos de serpentes em esplendcitos de camundongos foram
investigados. Para tal finalidade, analises de apoptose, apoptose tardia e
necrose para indicar a inducao de morte celular e danos promovidos por ambos
os venenos foram realizados. Células na auséncia de estimulos exdgenos
foram utilizadas como controle. A Figura 7A e B mostram a viabilidade de
esplendcitos de camundongos BALB/c apds 24 horas de estimulos in vitro com
veneno. A andlise dos dados indicou que B. erythromelas (100, 10 e 1 pg / mL)
induziu maior percentual de células em apoptose e necrose tardia (a 100 e 10
pug/mL) (Figura 7C e D). Por outro lado, C. d. cascavella mostrou maior inducéo
da necrose na concentracdo 1ug/mL, (Figura 7A). A comparagdo entre 0s
venenos também mostrou um maior percentual de células em apoptose tardia
induzida por B. erythromelas (a 1 pg/mL) em relacdo ao controle e C. d.

cascavella (Figura 7B).
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Figura 7. Viabilidade celular em esplendcitos de camundongos BALB/C apds 24 horas de
estimulo in vitro com veneno de serpente. Painel superior representa o estado de viabilidade
celular, considerando as condi¢des experimentais distintas, tais como: auséncia de estimulos
exégenos — Controle (D) e na presenca de concentracdes distintas de venenos (100ug/mL,
10ug/mL e 1ug/mL) de B. erythromelas (|:|) ou C. durissus cascavella (|:|). Os resultados sao
expressos em porcentagem média de células viaveis (Anexina™ PI"), no inicio de células em
apoptose (Anexina® PI"), no final das células apoptéticas (PI” Anexina’) e células mortas
(AnnexinPI") + erro padrdo. Os painéis de baixo representam distribuicdes de fendtipos
celulares destacando a porcentagem de células viaveis e em apoptose tardia. Diferencas
significativas em p < 0,05 em relacdo ao controle sdo destacados por setas (¥ 1).

5.4 Caracterizacdo da populacéo de estudo

5.4.1 Pacientes do Centro de Toxicologia do Hospital da Restauracédo (HR) de
Recife, Pernambuco (CEATOX-HR-PE)

Foram analisados 72 casos de acidentes ofidicos, no periodo de junho
de 2007 a junho de 2008. Os casos atendidos referem-se a pacientes de
aproximadamente 42 municipios, para os quais, o HR é referéncia neste tipo de
acometimento. Outrossim, o soro antiofidico é distribuido apenas para Recife,
Caruaru e Petrolina, no Estado de Pernambuco, este fato refor¢a (ou corrobora
com) uma maior procura dos pacientes pelo HR.

Do total de casos, 69 (95,8%) receberam alta hospitalar, 01 (1,38%) foi a
Obito e 01 (1,38%) foi transferido para outra unidade. Apenas 01 paciente
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(1,38%) recebeu alta por atendimento telefonico, fato ocorrido por uma
solicitagdo feita pelo Hospital Regional do Agreste (HRA), em Caruraru. Neste
caso, os atendentes do HRA solicitaram orientacdo para realizacdo de
procedimentos e tratamento ao staff do CEATOX-HR.

Do total de casos, 50 (69,44%) foram notificados como acidente crotalico
e 22 (30,55%) como botrépico. Foram notificados 54 casos para o0 sexo
masculino (75%) e 18 (25%) para o feminino.

O grau de instrucdo nao foi informada em 59,72% dos casos. Entre os
demais 23,6% (17 casos) tinham primeiro grau incompleto, 8,33% (06)
ignorados, 5,55% (04 casos) analfabetos, 1,38% (01) primeiro grau completo e
1,38% (01) segundo grau completo. A faixa etaria mais acometida pelos
acidentes ofidicos foi entre 01 e 10 anos, com 14 casos (19,4%), seguida pelas
outras faixas: 11-20/31-40 anos com 11 (15,3%) para cada faixa, 21-30/41-50
anos com 09 (12,5%) cada, 61-70 anos com 08 (11,1%), 51-60 anos com 07
(9,72%), e apenas 03 casos ocorreram em pessoas com mais de 70 anos.

Analisando o tempo decorrido, em horas, entre o acidente e a admisséo
hospitalar, 15 pacientes (21%) chegaram a unidade hospitalar em até 3 horas
apos o acidente, 19 (27%) chegaram entre 3 e 6 horas e 34 (48%) chegaram
apos 6 horas (Figura 8). Em 3 casos (4%) néo foi informado o tempo decorrido
na ficha de atendimento.

O maior numero de acidentes por acidente botrépico foi com pacientes
da forma moderada, uma vez que o numero de ampolas utilizadas para o
tratamento com soro antiofidico foi de oito. O mesmo perfil foi observado para
0os acidentes crotalicos, ou seja, acidentes moderados, tratados com 10
ampolas.

A prevaléncia dos acidentes, em relacdo ao local do evento mostrou que
34 casos ocorreram na propria residéncia. O ambiente de trabalho representou
18 casos (25%), ambiente externo 04 (5,5%), trajeto de trabalho 02 (2,7%), em
14 (19,4%) nédo foram informados os locais de ocorréncia. A zona de maior
ocorréncia foi a rural, com 55 casos (76,4%), na zona urbana ocorreram 13
casos (18,05%).

Em 42 municipios de Pernambuco foram notificados casos de acidentes
ofidicos. O maior nimero de casos ocorreu no municipio de Jaboatdo dos

Guararapes com 07 casos (9,72%), seguido pelos municipios de Igarassu com
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06 (8,3%), Brejo da Madre de Deus com 05 (7%) e os municipios de Sé&o
Lourenco da Mata e Ipojuca com 03 (4,1%) cada. Um caso foi proveniente do
municipio de Murici (Alagoas). Em 02 casos nao foi informado o municipio de
ocorréncia. Os demais municipios apresentaram 01 ou 02 casos representados
na tabela 4. Os municipios de Agua Preta, Aguas Belas, Amaraji, Jacuipe,
Camaragibe, Carpina, Caruaru, Casinhas, Catende, Congo, Floresta,
Gameleira, Gravata, Iputinga, Itamaracd, Jatauba, Moreno, Palmares, Pombos,
Sé&o Bento do Uma, Séo Caetano, Serra Talhada, Surubim, Tabira, Toritama,
Umbuzeiro, Vertentes e Vitoria apresentaram 1 caso em cada. E 0s municipios
de Belo Jardim, Cabo, Cortés, Itapissuma, Paudalho, Paulista e Pesqueira
apresentaram 2 casos.

Em relacdo a sazonalidade, houve um pico de acidentes no més de
agosto de 2007 e marco de 2008 com 10 casos (13,8%), seguido pelos meses
de abril de 2008 com 09 (12,5%), maio e junho de 2008 com 08 (11,1%). A
menor incidéncia foi registrada no més de outubro de 2007 com apenas 01
caso (1,38%).

Dentre os 22 acidentes botrdpicos, ocorridos no periodo estudado, as
manifestacbes clinicas mais frequentes foram edema (63%), dor (45%) e
gengivorragia (18%). Apenas em um caso (4,5%) houve a presenca de bolhas.
Do total de acidentes ocorridos, apenas 02 (9,1%) permaneceram
assintomaticos. As alteracdes laboratoriais mais freqlientes nos acidentes por
jararaca foram o tempo de coagulacédo prolongado (50%), tempo de sangria
aumentado (25%) e aumento da creatina quinase (20%).

Em relacdo aos 50 casos de acidentes crotalicos, as manifestacdes
clinicas mais frequentes foram ptose palpebral (78,2%), visdo turva (67,3%),
mialgia (37%), edema (34,7%). Apenas um caso (2,17%) foi a 6bito e 04 (8,7%)
permaneceram assintomaticos. A causa do o6bito foi insuficiéncia renal aguda.
Os casos assintomaticos referem-se a individuos que nao apresentaram sinais
e sintomas referentes s esse tipo de envenenamento. Quanto aos parametros
laboratoriais avaliados que mais sofreram alteracfes, destacaram-se creatina
quinase aumentada (66%), desidrogenase latica aumentada (32%) e tempo de

coagulagéo prolongado (32%).
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Figura 8. Distribuicdo dos acidentes ofidicos atendidos pelo CEATOX — HR no periodo de
junho de 2007 a junho de 2008, em relagcdo ao tempo decorrido do acidente e admisséo
hospitalar.

5.4.2 Pacientes do Centro de Toxicologia do Hospital de Urgéncia e
Emergéncia de Campina Grande, Paraiba (CEATOX-HUECG-PB)

Os pacientes do HUECG-PB foram avaliados considerando-se as
mesmas variaveis dos pacientes do CEATOX-HR-PE.

Os resultados mostraram que as observacfes clinicas e exames
laboratoriais confirmaram envenenamento botropico em 16 pacientes
avaliados. Nove pacientes foram classificados como envenenamento leve,
quatro como envenenamento moderado e 3 como envenenamento grave. A
contagem de plaquetas foi abaixo dos valores de referéncia em apenas trés
pacientes, tendo dois deles apresentado envenenamento moderado e um
grave.

Todos o0s pacientes apresentaram o tempo de coagulacédo alterado,
estando aumentado 12 horas ap0s o tratamento. Esse comportamento foi
diferente para dois pacientes, uma vez que 0S mMesSmMOS apresentaram
incoagulabilidade apds o tratamento. No entanto, o tempo de sangramento nao
foi alterado em nenhum paciente.

O quadro 1 apresenta o0s aspectos clinicos e epidemiolégicos dos
pacientes do presente estudo.

Os resultados mostram que a média de idade dos pacientes foi 46,

sendo o sexo masculino (93,75%) o mais acometido por esse tipo de
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envenenamento, além todos os pacientes serem proveninetes de area rural. Os
dados demonstraram que os acidentes ofidicos ocorreram de forma irregular de
junho a dezembro e a regido anatdbmica do corpo mais acometida foi o pé
(56,25%). A Tabela 5 mostra também que a maioria dos acidentes botrépicos

foram classificados como envenenamento leve (56,25%).

] Regido ) ]
Tipo de Més de Manifestacéo Manifestacéo

Paciente Idade Sexo da . o
Envenenamento . Ocorréncia Local Sistémica
picada

86 Masculino Leve Mao Junho Edema, dor Vomito
: Edema, dor,
03 25 Masculino Moderado Pé Julho : N.I.
equimose
04 22 Masculino Grave Pé Julho Edema, dor gengivorragia
: Dedo Edema, dor, :
05 62 Masculino Leve 5 Julho : Cefaléia
do pé equimose
: Dedo
13 60 Masculino Leve Julho Edema, dor N. I.
da méo
: Dedo :
14 62 Masculino Leve . Julho Edema Enjoo
da méo
15 60 Masculino Leve Pé Agosto Edema, dor N. I.
: Edema, dor, . .
16 60 Masculino Moderado Pé Agosto : cefaléia, vomito
Parestesia
: 5 Edema, dor, .
17 22 Masculino Leve Pe Agosto : vomito
Parestesia
Edema, dor, : .
: ) . Gengivorragia,
18 26 Masculino Grave Pé Agosto Equimose, . . .
: vomito, diarreia
Parestesia
. Edema, dor,
20 32 Masculino Leve Perna Agosto : NO
Parestesia
23 58 Masculino Moderado N.I. Agosto Edema, dor N. I.
24 28 Masculino Leve pé Setembro Dor, Parestesia N. I.
: Dedo
26 63 Masculino Moderado 5 Setembro Dor NO
do pé
: Edema,
29 65 Masculino Leve Pé Setembro : NO
Parestesia
o ) . gengivorragia,
35 15 Feminino Grave Pé Novembro Dor, Equimose »
cefaléia

Quadro 1 — Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas do grupo de estudo PB.
Nota: NI = ndo informado; n = 16

Vale ressaltar que os pacientes receberam cuidados hospitalares até 3

horas ap6s o envenenamento (56,25%). Mais prevalente nesses pacientes
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foram as manifestacdes clinicas da dor e edema (81,25% para ambos),
alteracdes sistémicas (25%), além da observacdo de hemorragia e dor de
cabeca. A Figura 9 destaca algumas manifestacfes (edema e gengivorragia)

gue podem ser observadas no envenamento botropico.

Figura 9. Manifestag8es clinicas caracteristicas do envenenamento botrépico. A= edema e
B=gengivorragia.

5.5 Avaliacdo da resposta imune humoral em pacientes do Centro de
Toxicologia do Hospital de Urgéncia e Emergéncia de Campina Grande,
Paraiba (CEATOX-HUECG-PB), envenenados pela serpente Bothrops

erythromelas

5.5.1 Avaliacédo do padréo antigénico reconhecido por pacientes envenenados
pela serpente Bothrops erythromelas

Para determinar se 0s anticorpos dos pacientes reagiriam aos antigenos
do veneno mostrando um padréo de producédo de IgM, pools de soro de cada
grupo do estudo foram obtidos antes do tratamento. Em todos os grupos, a
principal proteina detectada foi de 38kDa. Essa mesma proteina foi observada
ao avaliar o padrdo de anticorpos IgM reconhecido pelos mesmos grupos de
pacientes 24 horas apés tratamento soroterapico (Figura 10). Os resultados
mostraram que essa proteina de 38 kDa ndo foi neutralizada pelo soro
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antibotrépico que € comercializado no Brasil, uma vez que o0 mesmo nao inclui

0 veneno da espécie B. erythromelas na producao do soro.
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Figura 10. Western blot representativo do padrdo antigénico reconhecido pelo “pool” de soro
de pacientes envenenados por Bothrops erythromelas 24 horas apés tratamento soroterapico.
25 pg de veneno de Bothrops erythromelas foram diluidos 1:100, submetidos a eletroforese em
condi¢cdes desnaturantes, transferidos para membrana de nitrocelulose que foi bloqueada com
5% de leite mais 0,05% de Tween 20. A membrana foi incubada na presenca dos “pools” de
soros durante a noite a 4°C e, posteriormente, submetida a uma sonda enzimatica (anti-lgM
conjugada a peroxidase). Envenenamentos leve (Mi), moderado (M) e grave (S).

5.6 Quantificagdo das citocinas IL-10 e IFN-y nos sobrenadantes das
culturas de sangue periférico dos pacientes envenenados por Bothrops

erythromelas

Os niveis de IL-10 e IFN-y foram determinados através do ELISA de
captura. Os sobrenadantes de cultura dos pacientes leves foram analisados
durante o envenenamento (Oh) e em dois momentos apés a soroterapia (12h e

24h). J& os pacientes com envenenamento moderado + grave tiveram seus



sobrenadantes avaliados em Oh e 12 horas ap0s o tratamento soroterapico.
N&o foi detectada producéo de IL-10 (dados n&o mostrados).

Quanto a producdo de IFN-y, a Fgura 11 mostra que, em TOh, na
presenca dos mitdgenos e de diferentes concentracdes do veneno botropico,
0s pacientes com diferentes graus de envenenamento produziram menores
concentragbes da citocina em relagdo ao grupo controle, com diferenga
estatistica  significativa. Neste tempo, embora o0s pacientes com
envenenamento moderado + grave tenham apresentado uma menor producéo
da citocina quando estimulados por PHA, ndo houve diferenca significativa em

relacdo ao grupo controle.
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Figura 11. Producdo de IFN-y em pacientes leve e moderado + grave envenenados e grupo
controle em antes da soroterapia (TOh) em resposta a ConA (2,5 pg/ml), PHA (5 pg/ml) e
veneno botrépico em diferentes concentragdes (5 pg/ml, 2,5 pg/ml e 1 ug/ml). Os asteriscos e a
letra grega o representam os niveis significativos da citocina observados no grupo controle em
relagdo aos grupos leve e moderado, respectivamente. As barras horizontais representam a
média dos grupos.

Doze horas ap0s a soroterapia, 0s pacientes de ambos 0s grupos
apresentaram niveis significativamente menores de IFN-y em relacdo ao grupo
controle. Em contraste, ndo houve diferenca estatistica na producéo da citocina
entre 0os grupos de pacientes e controle sob estimulo de PHA. Resultado
estatistico semelhante foi

observado ao comparar 0s pacientes com

envenenamento moderado + grave e individuos n&o-envenenados sob

estimulo do Veneno em 5,0 pg/mL.
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Figura 12. Producéo de IFN-y em pacientes leve e moderado + grave envenenados e grupo
controle 12 horas apdés soroterapia (T12h) em resposta a ConA (2,5 pg/ml), PHA (5 pg/ml) e
veneno botrépico em diferentes concentrages (5 pg/ml, 2,5 ug/ml e 1 ug/ml). Os asteriscos e a
letra grega o representam os niveis significativos da citocina observados no grupo controle em
relacdo aos grupos leve e moderado, respectivamente. As barras horizontais representam a
média dos grupos.

Diferente dos tempos anteriores, em 24 horas ap0s o tratamento
soroterdpico 0s pacientes leves e com envenenamento moderado + grave
tenderam a produzir menores concentracdes de IFN-y em comparacdo ao
grupo controle, embora sem diferenca significativa. A menor concentragdo do
Veneno, porém, estimulou significativa producdo da citocina no grupo controle

em relacdo aos pacientes leves.
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Figura 13. Producao de IFN-y em pacientes leve e moderado + grave envenenados e grupo
controle 24 horas apds soroterapia (T24h) em resposta a ConA (2,5 pg/ml), PHA (5 pg/ml) e
veneno botrépico em diferentes concentragées (5 pg/ml, 2,5 pg/ml e 1 pg/ml). Os asteriscos e a
letra grega o representam os niveis significativos da citocina observados no grupo controle em



relacdo aos grupos leve e moderado, respectivamente. As barras horizontais representam a
média dos grupos.

5.7 Avaliacdo da producdo de Oxido nitrico nos sobrenadantes das
culturas de sangue periférico dos pacientes envenenados por Bothrops

erythromelas

A produgcdo de Oxido de nitrito apresentou-se em altos niveis nos
sobrenadantes de culturas de celulas do sangue dos pacientes envenenados
por B. erythromelas. Na presencga do veneno botrépico, os sobrenadantes das
culturas de células do sangue periférico dos pacientes levemente envenenados
apresentaram producao significativa de NO em todos os tempos analisados
(Figura 14 A-C). Con A e o veneno botrépico nas concentragbes de 5 e 1
pg/mL apresentaram 0s maiores valores de NO em relacdo ao controle
(células sem estimulo) antes do tratamento soroterapico, 12 e 24 horas apés
tratamento (tempo -TO, T12h e T24h, respectivamente). O estimulo com PHA
apresentou resultados significativos em T12 e T24h (Figura 14 B e C) e o
veneno botrépico na concentracao de 2,5 pg/ml) induziu maior producéo de NO
no TO e em T24h (Figura 14 A e C). Em 12 e 24 horas de cultura, pacientes
acometidos de envenenamento moderado + grave também demonstraram
niveis elevados de NO nas culturas de células estimuladas com veneno
botrépico nas concentracbes de 5 e 1 pg/ml e estimuladas com PHA (Figura
15 A e B). O veneno botropico na concentracao de 2,5 pg/ml e ConA induziram
producdo maior de NO 24h apés tratamento (Figura 15 A). Sobrenadantes de
cultura de célulad do sangue periférico de individuos sem acomentimento
botropico, mostraram maior liberacdo de NO induzida por Con A, PHA e
venenos botrépicos (5, 2,5 e 1 mg / mL) em relacdo ao controle (células sem

estimulo) (Figura 16).
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Figura 14. Producgéo de 6xido nitrido induzido por diferentes estimulos em culturas de células
de pacientes com envenenamento leve. A, B e C indicam os tempos experimentais TO, T12 e
T24h, respectivamente. Con A e venenos botrdpicos (a 5 e 1 pg/ml, respectivamente)
proporcionaram os maiores valores em relacéo ao controle em todos 0s tempos experimentais.
PHA induziu resultados estatisticos em T12 e T24h (B e C) e o veneno botrdpico (2,5 pg/ml)
induziu maior producdo de NO no TO e no T24h (A e C). As barras horizontais representam a
média de quatro experimentos independentes. # p < 0.05.
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Figura 15. Producgédo de oOxido nitrico induzido por diferentes estimulos em culturas de células
de pacientes com envenenamento grave. A e B indicam os tempos experimentais de T12 e
T24h, respectivamente. Veneno botropico (5 e 1 pg/ml) e PHA apresentaram maior inducéo da
liberagdo de NO em 12 e 24 horas de cultura (A e B). Por outro lado, o veneno botrépico (2,5
pg/mL) e ConA apenas induziu maior producdo de NO apenas em 24 horas (A). Barras
horizontais representam a média de 4 experimentos independentes. # p < 0.05.
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Figura 16. Producao de oxido nitrico induzido por diferentes estimulos em cultura de células de
individuos saudéaveis. Con A, PHA e veneno botrépicos (5, 2,5 e 1 pg/ml) induziu maior
liberagdo de NO em relacdo ao controle. As barras horizontais representam a média de quatro
experimentos independentes. # P < 0,05.

5.8 Avaliacdo dos marcadores de superficie em sangue periférico de

pacientes envenenados por Bothrops erythromelas

A caracterizacdo dos marcadores de superficie celular (CD3, CD4, CDS,
CD16, CD25, CD55, CD11h, CD35, CD88, CD32 e CD18) do sangue periférico
dos pacientes envenenados por B. erythromelas foi realizada antes do
tratamento soroterdpico, 12 e 24 horas apds esse tratamento.

No que se refere a populagéo linfocitaria, os marcadores variaram de
acordo com a gravidade do envenenamento e com o tempo da administracao
do tratamento (Figura 17Ae B 1l e 2).

O marcador CD3, que caracteriza os linfocitos T, apresentou o seguinte
perfil: em TO, pacientes leves apresentavam um percentual inferior aos
controles (CT), enquanto os moderados e graves apresentavam um percentual
de expressao superior. Apés a administracdo das ampolas de soro antiofidico
e avaliacdo em T12h, foi vista uma queda no percentual dessas células no
sangue periférico dos pacientes leves. Isso se reverteu apés 24h, voltando para
niveis préximos ao TO, enquanto que se nos pacientes moderados e graves
observou-se um aumento em T12h, seguindo-se de niveis proximos ao inicial
em T24h. Para investigar do que se constituiam esses linfocitos CD3", os

marcadores CD8, CD4 e CD25 foram isoladamente avaliados.
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Em relagdo as células T CD8, linfocitos T citotoxicos, foi visto que em
TO, pacientes leves apresentavam uma quantidade inferior aos CT e o0s
pacientes moderados + graves uma quantidade superior e significativa em
relacdo aos CT. Em T12h os pacientes leves apresentaram um aumento da
desses marcadores no sangue periférico, os pacientes moderados + graves
apresentaram uma diminui¢cdo. O percentual de ambos os grupos estabilizou-
se 24h apos o tratamento (Figura 18A).

No que se refere ao percentual de células T CD4 e linfocito T auxiliar na
circulacdo, os pacientes graves + moderados apresentavam valores abaixo dos
CT. Valores esses que tendiam a aumentar 12h apds o tratamento com soro
antiofidico, voltando a diminuir ap6s 24h de tratamento. J4 os pacientes leves
apresentaram uma diminuicdo no percentual dessas células 12h apds o
tratamento com aumento posterior no tempo de 24h.

Em relacdo a CD25, receptor de IL-2 e associado as células T
regulatorias, todos os pacientes apresentavam niveis superior aos controles,
sendo a proporc¢éo de células T CD25" significativa nos pacientes leves. Essa
populacdo de células comportou-se de maneira semelhante ao padréao
observado com CD4. Os pacientes leves apresentaram diferengas significativas
comparados as controles, em todos os tempos avaliados. Os moderados +
graves apresentaram diferenca significativa 24h apds o tratamento (Figura 19)

Em relacé@o aos linfocitos NK, avaliados atraves da expressdo de CD16,
observamos que pacientes leves apresentaram niveis estaveis de linfocitos
CD16" no sangue periférico, enquanto os pacientes graves diminuiram seu
percentual 24h apés o tratamento. E interessante destacar que 24h apds o
tratamento com soro antiofidico, os marcadores CD3, CD4, CD8 e CD16,
tenderam a apresentar valores percentuais proOXimos entre 0s grupos de
pacientes avaliados (Figura 18B).

O percentual de células CD19", marcador de linfocitos B, também foi
avaliado no sangue periférico. O percentual de linfécitos B foi semelhante entre
0s grupos avaliados e os controles. No que se refere a expressédo de CD32, co-
receptor do dominio Fc da IgG (FcgRIl) a interacdo desse receptor com o IgG
desencadeia vérias respostas bioldégicas e fornece uma ligacdo entre a
resposta imune humoral e celular no sistema imune. Outrossim, CD32 atua

como um moduladores da resposta imune, promovendo a diminuicdo da
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producdo de anticorpos na presenca de IgG. Foi observado que os pacientes
leves apresentavam no TO uma menor e significativa expressdo desse co-
receptor. Em T12h apd0s a administracdo do soro antiofidico foi visto um ligeiro
aumento da expresséo desse co-receptor nesses pacientes, condizendo com a
sua recuperagado e consequente menor de producao de IgG, que inclusive foi
significativa em T24h. Ja nos pacientes moderados + graves observamos
niveis semelhantes ao controle em TO e uma diminuicdo lenta na sua
expressao apos o tratamento (Figura 20).

Em relacdo aos receptores do sistema complemento (CD11b, CD35,
CD55 e CD88), observou-se que os CD11b e CD35 apresentaram um aumento
na expressdo em T12h, com posterior diminuicdo T24h (Figura 21A e B). Em
relacdo ao CD88, houve aumento em T24h nos pacientes leves e uma
diminuicdo nos pacientes moderados + graves. ApOGs T24h, os pacientes
moderados + graves aumentaram 0 seu percentual no sangue periférico,
enguanto os pacientes leves diminuiram a expressao desse marcador (Figura
22B). Observamos, em relacdo ao CD55, um aumento em T12h, seguido de
diminuicdo na sua expressao em T24h para todos os pacientes, progredindo
para niveis semelhantes em TO (Figura 22A). Por fim, o CD18 apresentou
niveis mais altos de expressdo em TO nos pacientes leves, com tendéncia a
diminuir apés tratamento. O contrario foi visto no grupo dos pacientes
moderados + graves, uma a expressdo aumentada de CD18 apds tratamento
(Figura 23).
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Figura 17. Gréficos representando o percentual de linfocitos CD3" e CD4" em pacientes com
envenenamento Leves e Moderados e Graves (MG) em Oh, 12h e 24 apés o tratamento.
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Figura 18. Gréficos representando o percentual de linfécitos CD8" e CD16" em pacientes com
envenenamento Leves e Moderados e Graves (MG) em Oh, 12h e 24 apés o tratamento.
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Figura 19. Gréafico representando o percentual de linfécitos CD25" em pacientes com
envenenamento Leves e Moderados e Graves(MG) em Oh, 12h e 24 apés o tratamento.
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Figura 20. Gréaficos representando o percentual de linfécitos CD19" e CD32" em pacientes com
envenenamento Leves e Moderados e Graves (MG) em 0h, 12h e 24 apds o tratamento.
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Figura 21. Gréficos representando o percentual de mondcitos CD11b" e CD35" em pacientes
com envenenamento Leves e Moderados e Graves (MG) em Oh, 12h e 24 apés o tratamento.
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Figura 22. Gréficos representando o percentual de mondcitos CD11b" e CD35" em pacientes
com envenenamento Leves e Moderados e Graves (MG) em Oh, 12h e 24 apés o tratamento.
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Figura 23. Gréfico representando o percentual de mondécitos CD18" em pacientes com
envenenamento Leves e Moderados e Graves (MG) em Oh, 12h e 24 apés o tratamento.
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Figura 24. Gréaficos representando o percentual de granuldcitos CD11b" e CD35" em pacientes
com envenenamento Leves e Moderados e Graves (MG) em Oh, 12h e 24 apés o tratamento.
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Figura 25. Gréaficos representando o percentual de granulécitos CD55" e CD88" em pacientes
com envenenamento Leves e Moderados e Graves (MG) em 0Oh, 12h e 24 apés o tratamento.
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Figura 26. Gréfico representando o percentual de granuldcitos CD18" em pacientes com
envenenamento Leves e Moderados e Graves (MG) em Oh, 12h e 24 apés o tratamento.
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5.9 Niveis séricos de citocinas (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-a e IFN-y) e
guimiocinas (IL-8, Rantes, MIG, MCP-1 e IP-10) de pacientes envenenados
por Bothrops erythromelas

Os niveis de citocinas e quimiocinas foram analisados em amostras de
soro de pacientes com diferentes manifestacfes clinicas do envenenenamento
colhidas ap6s a internagdo, e antes do inicio do tratamento antiveneno.
Tabelas 7 e 8 mostram a concentracdo média das citocinas / quimiocinas
analisadas. Analise de Mann-Whitney foi entdo realizada, a fim de comparar os
niveis de proteinas diferentes entre os individuos que sofrem manifestacées
clinicas leve e moderada + grave. De acordo com os resultados, os niveis de
todasa as citocinas/quimiocinas analisadas foram estatisticamente semelhantes

entre essas manifestacoes.

Tabela 5- Niveis de citocinas Thl e Th2 em pacientes com diferentes manisfestacdes clinicas
de envenenamento por B. erythromelas snake. Valores sdo mostrados em pg/mL.

IFNg TNF-A IL-10 IL-6 IL-4 IL-2

Manifestacdo clinica
Avg SD Avg SD Avg SD Avg SD Avg SD Avg SD

Leve 1 1 04 06 6 13 5 71 03 06 1 1

Moderado + Grave 1 1 0.7 1 4 1 9 1 1 1 1 1

Avg = média
SD = desvio padréao

Tabela 6 - Niveis de quimiocinas em pacientes com diferentes manisfestagbes clinicas de
envenenamento por B. erythromelas snake. Valores sdo mostrados em pg/mL.

IL-8 RANTES MIG MCP-1 IP-10

Manifestacdo clinica
Avg SD Avg SD Avg SD Avg SD Avg SD

Leve 119 73 75 17 414 339 5091 1169 13 16
Moderado + Grave 243 238 95 32 718 660 5060 1446 11 10

Avg = média
SD = desvio padrao



6. DISCUSSAO

Os envenenamento por serpentes constituem um problema de saude
publica, principalmente nas areas rurais de paises tropicais e subtropicais
(KASTURIRATNE et al, 2008). No Brasil, vinte mil acidentes por serpentes
peconhentas sao relatados a cada ano, sendo aproximadamente 90% deles
sao causados pela género Bothrops (BRASIL, 2003). No Nordeste do Brasil, a
espécie endémica é a Bothrops erythromelas, localmente conhecida como
jararaca-da-seca. Pessoas picadas por espécies desse género apresentam
manifestacbes locais e sistémicas, como edema, dor, equimose, bolhas,
mionecrose, sangramento gengival, hematuria, epistaxe, hemorragia sistémica
e infiltrac&o de leucdcitos (FLORES, 1993; GUTIERREZ, 1995; FARSKY, 1997;
AVILA-AGUERO, 2001).

A patogénese dos efeitos sistémicos nos envenenamentos botrépicos é
complexa, envolvendo a acéo direta dos componentes do veneno nos tecidos e
a liberacdo de varios mediadores endégenos. Embora algumas citocinas e o
oxido nitrico estejam implicados no processo patogénico, seus papéis nesse
processo tém sido negligenciados. Particularmente relevante tem sido os
estudos realizados com o veneno de Bothrops erythromelas, pois apesar de ser
a espécie de jararaca tipica e endémica, existente na regido Nordeste, o
mesmo nao participa do grupo de venenos utilizados para fabricagdo do soro
anti-botrépico. Dessa forma, o uso desse soro pode ocasionar complicacdes
tais como infecgcbes secundarias e necrose local na pele. Portanto, este
trabalho além de chamar a atencdo para a forma de avaliacdo clinica-
epidemioldgica dos acidentes ofidicos, investigou a resposta imune de vitimas
de B. erythromelas antes e ap6s o tratamento soroterapico, com particular
interesse na identificacdo de marcadores imunes diferenciais, possivelmente
envolvidos no desenvolvimento das manifestacdes clinicas.

Inicialmente um estudo in vitro foi realizado em células do baco de
camundongos BALB/c para determinar uma potencial atividade
imunomoduladora do veneno de B. erythromelas em células de mamiferos.
Para isso, culturas de células esplénicas foram expostas ao veneno de B.
erythromelas em diferentes concentracbes. Ensaios de citotoxicidade e de

viabilidade celular foram realizados para avaliar, possiveis danos induzidos
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pelo veneno. Esses experimentos possibilitaram observagdes relevantes, uma
vez que pdde-se verificar a eficacia de um método para avaliar a citotoxicidade
de linfocitos T especificos.

Na investigacdo da resposta imunomoduladora induzida pelo veneno de
B. erythromelas em células esplénicas, os niveis de Oxido nitrico, de IL-2, IL-6,
IL-10 e IFN-y foram comparados com a resposta induzida por C. d. cascavella.

As serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus sdo responsaveis pela
maioria dos acidentes ofidicos na América Latina e, especificamente, no Brasil
(SVS, 2009). Em humanos e em animais experimentais, 0s sintomas do
envenenamento botrépico ocorrem devido a presenca de uma variedade de
toxinas presentes no veneno (CARDOSO, 1992; FRANCA, 2003). Por outro
lado, o envenenamento por Crotalus ndo induz uma importante reacao
inflamatoria no local da picada, mas exerce neurotoxicidade sistémica grave,
com efeitos nefro-, hepato, neuro- e miotéxicos (CRUZ, 2008).

Estudos tém investigado os efeitos imunomoduladores induzidos por
diferentes venenos de serpentes e as alteracdes imunolégicas foram
observadas tanto na resposta celular como na humoral (CROCKER et al.,
2010; CARDOSO;MOTA, 1997; DOMINGOS et al.,1990). Para estudar os
aspectos imunolégicos e o perfil de estimulacéo exercido pelos venenos de B.
erythromelas e de C. d. cascavella, investigamos a citotoxicidade promovida
por ambos os venenos em esplendcitos de BALB/c. Os resultados mostraram
maior efeito citotoxico induzido por venenos de serpentes na concentracao
acima de 1 pg/mL. Lomonte et al. (1993), investigando o veneno da serpente
Bothrops asper mostraram resultados semelhantes e afirmam que o veneno
exibiu citotoxicidade in vitro em células do baco na forma dose e tempo-
dependente. Torres et al. (2010) também mostrou que a fragdo PLA, do
veneno de serpente Bothrops marajoensis apresentou maior citotoxicidade em
macrofagos murinos incluindo a ruptura da membrana e lise celular. Além
disso, o veneno da serpente Crotalus durissus terrificus, induziu efeitos
citotoxicos nos esplendcitos tratados, in vitro, com 5 pg/mL e diminuiu a
viabilidade celular induzida (RANGEL-SANTOS et al., 2004).

Muitos estudos tém descrito o envolvimento de citocinas no
envenenamento, incluindo veneno de escorpides, serpentes e aranhas
(CHAVES et al., 2005, 2006; SOARES et al., 2006) . Para identificar o impacto
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do veneno de serpente em termos de atividade inflamatoria, o perfil de IFN-y,
IL-2, IL-6, IL-10 e a producdo de NO em cultura de esplendcitos de BAL/c
estimuladas, in vitro, com o0s venenos das serpentes B. erythromelas e C. d.
cascavella foram investigados. Observou-se que o melhor momento da cultura
para analisar a liberacéo de citocinas foi em 72 horas. Na realidade, ambos os
venenos de serpentes foram capazes de induzir IFN-y, IL-6, IL-10 e producéo
de NO, mas essa producao foi diferente entre os venenos. A producao de IL-2
induzida pelos venenos das serpentes nao foi significativa. No entanto, ambos
0s venenos de serpentes induziram niveis semelhantes de IFN-y e IL-6. B.
erythromelas induzidiu maior producéo de IL-10 que C. d. cascavella, e apenas
B. erythromelas induzidiu niveis estatisticos de Oxido nitrico. Além disso,
observou-se uma dicotomia desses venenos, indicando possiveis diferencas
moleculares e mecanismos de sinalizacdo induzida por ambos. Resultados
semelhantes foram demonstrados por Rangel-Santos et al. (2004). Estes
autores afirmam que esplendcitos tratados com veneno de Crotalus durissus
terrificus ndo mostrou liberagéo de citocinas IL-2 e IL-10.

De fato, outros estudos tém demonstrado, através de experimentos in
vivo e in vitro, o mesmo perfil de liberacdo de citocinas observado em nosso
estudo. Escocard et al. (2006) mostraram a producdo de IL-6 induzida pelo
veneno bruto de Bothrops atrox. Petricevich et al. (2000), investigando venenos
de Bothrops asper e Bothrops jararaca, demonstraram que ambos os venenos
induziram elevacdes de destaque na producdo de IL-6, IL-10 e IFN-y, e
Lomonte et al. (1993) mostraram que a injecao de veneno de Bothrops asper
em patas de rato também invocou o aumento dos niveis de IL-6 no soro.

Maior liberacdo de NO foi observada em esplendcitos estimulados, in
vivo, com B. erythromelas, pode ser uma consequéncia das caracteristicas
induzidas pelo veneno nos tecidos da vitima, danos tais como, necrose
proeminente, hemorragia e edema que sao caracteristicos do envenenamento
pelo género Bothrops (CAMPBELL, 2004). Além disso, estudos experimentais
mostraram que o veneno de Bothrops asper induz a fagocitose e aciona
funcBes microbicidas dos leucdcitos peritoneais, in vivo, com um consequente
aumento na producédo de peroxido de hidrogénio e 0xido nitrico por macrofagos

seguido pela geracdo de peroxynitritos toxicos (RUVACADO, 2002). Esse

81



veneno induziu a sintese de NO apds injecdes intramuscular e intraperitoneal
em camundongos, principalmente através da inducdo da expressdo de oOxido
nitrico sintase induzida (iNOS), promovido pelo aumento na liberagédo de IFN-y.
Além disso, um papel protetor do NO foi demonstrado na atividade letal do
veneno (PETRICEVICH et al., 2000). Barros et al. (1998) também mostraram
resultados semelhantes, indicando que a baixa producdo de IFN-y foi seguido
por niveis detectaveis de Oxido nitrico em sobrenadante de culturas. Estes
estudos mostraram respostas similares pro-inflamatérias como observado em
NOSSOS ensaios.

AcOes distintas dos venenos de B. erythromelas e de C. d. cascavella
mostradas neste estudo podem ser explicadas pela composicdo de diferentes
toxinas e as manifestacées clinicas apresentadas por esses venenos em
humanos e camundongos envenenados, como explicado anteriormente. Outras
espécies do género Bothrops, como B. asper, B. jararaca e B. atrox, mostraram
inducdo similar de histamina, bradicinina, eicosanoides, prostaglandinas e
citocinas envolvidas nos envenenamentos botropicos (AVILA-AGUERO et al.,
2001, BARRAVIERA et al., 1995; CHAVEZ et al., 1992; COSTA et al., 2002;
DIAS-DA-SILVA, 1995; FARSKY, 2000; GUTIERREZ, 1980). Outrossim,
semelhantemente aos nossos dados, outros estudos afirmam haver uma maior
resposta Thl induzida por envenenamento botrépico promovida em associacao
com aumento da resposta pro-inflamatdria observada em envenenamentos
ofidicos (BARRAVIERA et al., 1995; AVILA-AGUERO, 2001). Embora os
acidentes crotalicos induzam hemorragia e dano tecidual semelhante aos
efeitos observados em acidentes botrépico, a producdo de prostaglandinas
(potentes mediadores pro-inflamatorios) induzida por venenos do género
Crotalus ainda permanece desconhecida (PETRICEVICH et al., 2000). No
entanto, alguns estudos tém mostrado o perfil anti-inflamatério deste veneno
(CRUZ et al., 2008; CARDOSO et al., 2001).

Embora muitos estimulos possam induzir respostas imunomoduladoras,
como venenos de serpentes, por exemplo, € necessario verificar se essa
resposta € benéfica para a célula imune estimulada, pois alguns estudos
afirmam que estimulos especificos (quimicos ou biolégicos) podem induzir
danos, tais como apoptose ou necrose nas células-alvo através de acumulo

excessivo de radical livre (HOGG, 1992). Em nosso teste de viabilidade celular,
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0 veneno de B. erythromelas induziu maior dano as células que o veneno de C.
d. cascavella. Teixeira et al. (2003) também relataram resultados semelhantes,
demonstrando deplecédo de neutréfilos em camundongos tratados com veneno
de Bothrops asper e da fracdo PLA,. Além disso, Angulo e Lomonte (2009)
analisando o mecanismo de acdo da miotoxina Il, uma Phospolipase A, de
Bothrops asper, mostraram que esta toxina pode induzir através de eventos
degenerativos relacionados ao influxo de Ca®*, a morte celular por necrose.
Estudos dos efeitos do veneno crotalico foram realizados com a frac&o isolada
(toxinas) do veneno e tem-se demonstrado que essas toxinas causam uma
reducdo no potencial de repouso da membrana e um aumento na condutancia.
Rangel-Santos et al. (2004) mostraram que veneno da serpente Crotalus
durissus terrificus induziu maior inibicdo da resposta proliferativa celular em
culturas estimuladas com Con A, com o0 veneno bruto e a fracdo isolada do
veneno (crotoxina). Por este aspecto, o teste de viabilidade celular realizado
por eles ndo mostrou resultados significativos. Em nosso estudo, utilizamos
veneno crotdlico total e sugerimos que esta metodologia pode ser a chave para
promover danos celulares baixos em comparacao com B. erythromelas. Muitos
estudos tém investigado o dano celular induzido por venenos de serpentes
Viperidae, correlacionando o papel das toxinas do veneno na resposta
inflamatoria. Diaz et al. (2005), tratando células endoteliais humanas com BaP-
1, observaram que essa fracdo do veneno induz a apoptose através da
ativacdo da caspase-8. Além disso, Gallagher et al. (2005) observaram em seu
estudo que os fibroblastos tratados com jararagina ativou uma cascata
apoptotica através do receptor de morte (extrinsecos) de apoptose.

Venenos de serpentes sdo muito complexos, contendo centenas de
compostos biologicamente ativos associados ao processo inflamatério
(GALLAGHER et al., 2005). Neste estudo observou-se que 0s venenos de B.
erythromelas e C. d. cascavella induziram uma resposta imunomoduladora
marcada, in vitro, através de citocinas e producdo de NO. Mas ficou claro que
B. erythromelas promove um perfil pré-inflamatério e o veneno de Crotalus
durissus cascavella produz o efeito oposto, ou seja, anti-inflamatério.

Portanto, a partir dos resultados com os venenos de B. erythromelas e
Crotalus durissus cascavella em células esplénicas de BALB/c, sugerimos que

esses dados podem melhorar a nossa compreensdo das consequéncias
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imunoldgicas induzidas por envenenamento ofidico, especialmente em relagéo
as espécies sul-americanas, e promover um melhor entendimento para futuras
estratégias terapéuticas de tratamento anti-ofidico.

Paralelo ao estudo para determinar in vitro, a citotoxicidade, a producao
de oxido nitrico, IL-10, IFN-y, IL-2, IL-6 e a viabilidade de células esplénicas de
camundongos BALB/C na presenca do veneno de Bothrops erythromelas, a
presente tese avaliou os aspectos clinicos e epidemiolégicos dos individuos
picados por B. erythromelas em Pernambuco e na Paraiba.

No Centro de Assisténcia Toxicologica (CEATOX) no Hospital da
Restauracdo (HR) — Recife (PE), o presente estudo analisou 72 casos de
acidentes ofidicos Botrépicos e Crotélicos ocorridos entre junho de 2007 a
junho de 2008. O numero dos acidentes Crotalicos foi superior aos Botropicos,
diferindo com o encontrado por Bochner e Struchiner (2003), Cagliari et al.
(2008) e Lemos (2009), que verificaram o acidente Botropico como de maior
ocorréncia. Esta mudanca no perfil dos acidentes ofidicos pode estar
relacionada a acdo antrépica do homem, que tem destruido as areas
endémicas dessas serpentes, bem como a presenca de criadouros
clandestinos e o aumento de lixo nas residéncias e conseqientemente o
aumento de roedores, elevando com isso a oferta de alimentos nestes locais.
Estes aspectos tém favorecido a migracdo destas serpentes de seu habitat
natural (zona rural) para a zona urbana. Isso ndo ocorre com as serpentes do
género Bothrops, que sdo endémicas da caatinga e, provavelmente, menos
adaptaveis ao ambiente urbano. Este é um dado novo e, apesar de nédo
corroborado por alguns autores, revela a mudanca de habitos desses animais.

Apesar de algumas cidades estarem localizadas a poucos quilébmetros
de Recife, faz-se necessaria a observacédo de que a maioria dos atendimentos
levou mais de 6 horas para que ocorresse. Isso se deve ao fato de que os
individuos envenenados frequentemente realizam tratamentos alternativos
(ingestdo de éalcool, aplicacdo de garrote, perfuragdes no local da picada, etc.),
esperando uma rapida melhora em seu estado geral, o que leva a uma demora
até o atendimento hospitalar. Além disso, como esses individuos realizam sua
atividade laborativa em area rural, é dificil conseguir transporte rapidamente
para a unidade de tratamento mais proxima. Vale chamar atencéo para o fato
de que, apesar de algumas cidades estarem mais préximas de Caruaru do que
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de Recife, nem sempre a unidade hospitalar de Caruaru dispbe do soro
antiofidico, fazendo com que o paciente seja transferido para Recife.

Os parametros para diferenciacdo de um acidente entre crotalico ou
botrépico é baseado nos sinais e sintomas apresentados pelo paciente no
momento em que 0 mesmo chega a unidade de atendimento hospitalar.
Edema, dor, hemorragia e distarbios da coagulagcdo sanglinea sao
caracteristicas de envenenamento Botropico. Visdo turva, ptose palpebral,
apontam para a evidéncia de envenenamento do tipo crotalico (BRASIL, 2003).

A evolucao clinica em nosso estudo foi considerada satisfatoria, ou seja,
com os pacientes evoluindo sem a presenca de insuficiéncia renal, fasciotomia,
amputacdes, problemas visuais ou infec¢cdes secundarias. Observou-se que
96% dos pacientes atendidos no periodo estudado receberam alta sem mais
complicacBes, e apenas um caso evoluiu a oObito. Isto corrobora com o0s
achados de Cagliari et al. (2008) , que estudando os acidentes ofidicos
notificados no CEATOX de Campina Grande, Paraiba, verificaram 100% de
alta médica recebida pelos pacientes atendidos neste centro.

O tempo decorrido entre o acidente e o atendimento tem sido
considerado importante para o prognostico do envenenamento ofidico. Nossos
resultados mostraram que 48% dos pacientes foram atendidos em até 6 horas
apos o acidente, o que contribuiu para uma terapéutica bem sucedida, ou seja,
com a total neutralizacdo dos efeitos decorrentes do envenenamento e
consequente melhor evolucdo clinica do paciente, com internacdo de, em
média, 3 dias tanto para acidentes Botrépicos quanto para Crotalicos.

De acordo com os dados encontrados, a maior incidéncia de acidentes
ofidicos foi registrada no més de agosto de 2007 e de marco a junho de 2008.
Isto pode estar relacionado as altas temperaturas e aumento dos indices
pluviométricos nesses meses do ano, visto que estes periodos coincidem com
0s picos de chuva, com o aumento da atividade agricola relacionada ao plantio,
colheita e limpeza das areas de cultivo, o que também foi observado por
Nascimento (2000) e Albuquerque, Costa e Cavalcanti (2004).

O maior numero de acidentes envolveu pessoas do sexo masculino e o
local de maior ocorréncia foi a prépria residéncia, seguido do ambiente de
trabalho, visto que, sdo pessoas que moram em regides rurais e que exercem

uma atividade agricola. Com isso, sdo pessoas consideradas pertencentes a
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um grupo mais exposto as serpentes e consequentemente aumentando o risco
de acidentes com estes tipos de animais. Isto foi concordante com Ministério da
Saude (2003) e com o estudo de Moreno et al. (2005).

Devido as caracteristicas dos acidentes em relacdo ao sexo mais
acometido, a zona e o local de ocorréncia se faz necesséario o uso de
equipamentos de protecdo como botas e luvas. Orientar a populagdo em
relacdo aos riscos deste tipo de acidente, como também as consequéncias, 0S
beneficios de uma conduta pré-hospitalar adequada, para que com isso se
consiga minimizar ou reduzir as condutas inadequadas que levam ao
agravamento deste tipo de acidente.

A escolaridade ndo foi uma variavel considerada satisfatoria, em
decorréncia da ndo notificacdo deste dado na ficha de atendimento do
CEATOX — HR na maioria dos pacientes.

Em relacdo as manifestacbes neurologicas, as mais frequentes e
caracteristicas sdo ptose uni ou bilateral e visdo turva ou diplopia, isto esta
relacionado com as caracteristicas da peconha Crotalica, que possui
principalmente atividade neurotoxica. Estes dados foram observados por
Ribeiro e Jorge (1992) e Ministério da Saude (2003) e foram concordantes com
0 encontrado neste estudo.

As alteracdes laboratoriais mais frequentes decorrentes de um acidente
Botropico e que foram observadas neste estudo, podem ser atribuidas as
caracteristicas da peconha Botrépica, por possuir potentes atividades
proteolitica, coagulante e hemorragica, ocasionando lesdes locais e destruicao
tecidual. Estes dados também corroboram com o estudo de Ribeiro e Jorge
(1992) e Ministério da saude (2003).

Em relacdo as alteracbes encontradas nos acidentes por cascaveéis,
nossos dados corroboram com os descritos pelo Ministério da Saude (2003)
provavelmente devido a potente atividade miotdxica apresentada pelas
serpentes desta espécie.

Varios estudos epidemioldgicos de acidentes ofidicos foram realizados.
Estes visavam tracar um perfil epidemiolégico preciso. Porém, diante da
problematica de que nestes estudos sempre sao relatados os elevados indices
de dados que séo ignorados, subnotificados ou nao informados, e que também

foi encontrado neste estudo, torna-se dificil tracar um perfil preciso. Assim, faz-
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se necessério o devido preenchimento das fichas de notificacdo, para que se
possam minimizar estas imprecisoes.

Neste estudo pode-se observar que alguns pacientes foram tratados
com um numero de ampolas diferente do preconizado pelo Ministério da
Saude. Isso, provavelmente, deve-se ao fato da falta de soro especifico em
quantidade correta para o tratamento, o que € muito comum principalmente nos
periodos de alta incidéncia dos acidentes ofidicos. Além disso, apesar dessa
informacéo ser crucial para o acompanhamento da evolucdo do paciente, a
soroterapia empregada nao foi notificada em 12 fichas.

Com os pacientes do Centro de Toxicologia do Hospital de Urgéncia e
Emergéncia de Campina Grande, Paraiba (CEATOX-HUECG-PB), a presente
tese apresenta evidéncias de aspectos clinicos, epidemiolégicos e
imunolégicos dessa regido.

Ha uma grande quantidade de componentes nos venenos botrdpicos
gue comprometem a hemostasia. Assim, € comum uma alta freqiéncia de
sangramento causado por este tipo de envenenamento. Essas hemorragias
podem ser locais ou sistémicas (SANO-MARTINS; SANTORO, 2003). Na
maioria dos casos o0 sangramento € interrompido ap6s soroterapia, embora a
hemorragia cerebral tenha sido caracterizada em alguns casos, o que pode
levar o paciente a 6bito (KOUYOUMDJIAN et al., 1991). No presente estudo,
quatro pacientes apresentaram hemorragia apos envenenamento, voltando ao
normal apds o tratamento. Todos os quatro pacientes foram classificados como
envenenamentos moderados ou graves e o tipo de hemorragia foi epistaxe e
hemorragia gengival.

A predominancia entre individuos do sexo masculino entre 20 a 30 anos
de idade mostra que essa faixa etaria € a mais afetada por picadas de cobra.
Esses dados podem indicar a insercdo dos jovens homens no trabalho mais do
gue mulheres. O Ministério da Saude (BRASIL, 2003) mostra que em 52,3%
das notificagfes, a prevaléncia € de 15 a 49 anos, o que corresponde a forca
de trabalho. O sexo masculino foi 0 mais exposto a esta lesédo, com incidéncia
de 70% dos acidentes.

Neste estudo foi observada a prevaléncia da atividade agricola e na area
rural. Na regido Nordeste do Brasil observa-se uma maior atividade em

periodos de plantio e colheita. Assim que ela pode ter correlacdo entre a
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frequéncia dos acidentes ofidicos e a época de plantio e colheita (LEMOS et
al., 2009). Essas conclusbes reforcam o fato de acidentes ofidicos como
acidentes de trabalho. Além disso, estes dados confirmam os resultados
obtidos por Kasturiratne et al. (2008) que relataram que toda a atividade
agricola mundial é um fator de risco para acidentes ofidicos.

A sazonalidade dos acidentes ofidicos deve ser tida como um fato
importante que pode conduzir a prevencao educativa. No Sul e no Sudeste do
Brasil os acidentes ofidicos geralmente ocorrem de outubro a abril, que € o
periodo mais quente e chuvoso do ano para essas regides (BRASIL, 2003). No
Nordeste os acidentes ocorrem principalmente entre maio e setembro, com
declinio a partir de outubro (LEMOS et al., 2009).

No presente estudo observou-se que as vitimas foram mais afetados
nos membros inferiores como pés e os dedos dos pés. Ribeiro et al (1995) e
Moreno et al. (2005) também relacionam pés (43,1%) como a regido mais
afetada do corpo. Assim que a utilizacdo de equipamentos de protecdo como
luvas e botas séo indicadas.

Os envenenamentos leves foram os mais observados neste estudo. Isto
esta de acordo com o tempo decorrido entre a picada e o atendimento
hospitalar, o que também é corroborado por outros trabalhos (FRANCA et al.,
2003; RIBEIRO et al., 2001). Embora Santoro et al. (2008) tenham mostrado
gue o tempo entre a picada e o atendimento hospitalar ndo estao relacionados.

As caracteristicas clinicas mais observadas neste estudo foram dor e
edema. E sabido que envenenamentos botropicos sdo caracterizados por dor,
edema, hemorragia, necrose local, equimose, bolhas (ROSENFELD, 1971,
BRASIL, 2003). A hemorragia foi a manifestagdo sistémica mais observada
neste estudo, o que também pbde ser observado por outros autores (SANO-
MARTINS, 1995; SANTORO et al.,, 2008), seguido por cefaléia. Essa
hemorragia logo foi interrompida apds a soroterapia, com excecdo de um
paciente que apresentava epistaxe e 0 sangramento permaneceu por mais dois

dias apos o tratamento.

A resposta imunoldgica dos pacientes envenenados por B.erythromelas
na regido Nordeste do Brasil ainda ndo foi completamente caracterizada. Além

disso, poucos estudos tém sido publicados até agora (AQUINO, 1999),
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enfocando aspectos clinicos e epidemiologicos envolvidos em envenenamento
por essa espécie de serpente nessa regido. Assim, a fim de melhor
compreender a participacdo do sistema imune apds o envenenamento por B.
erythromelas, alguns aspectos da resposta imune inata e adaptativa foram
avaliados, tais como os niveis 0s niveis das citocinas IFN-y, e IL-10, de oxido
nitrico nos sobrenadantes das culturas dos sangues periféricos dos pacientes
envenenados por Bothrops erythromelas, antes, 12 e 24 horas apés tratamento
soroterapico; além da caracterizacdo de marcadores de superficie celular
(CD3, CD4, CD8, CD16, CD25, CD55, CD11h, CD35, CD88, CD32 e CD18) e
de niveis séricos de citocinas e quimiocinas nesse mesmo periodo.

Para avaliar o padrdo de anticorpos IgM reconhecido apos 24 h de
tratamento, os pacientes foram novamente analisados e a mesma proteina foi
detectada foi 31kDa.

Deve-se ressaltar que, apesar de soroterapia, a resposta de anticorpos
para B. erythromelas seguido de uma resposta imune humoral, que é um
classico para muitas doencas: a producdo primaria IgM. Neste trabalho, a
principal proteina 38kDa foi observado antes e 24h apds a terapia. E
importante ressaltar que este poderia servir como um marcador para o
envenenamento botropico pela espécie B. erythormelas, uma vez que esta
proteina ndo é bem neutralizada pelo antiveneno comercial utilizado no Brasil,
talvez porque o grupo dos venenos para 0 soro antibotropico nao inclui a
espécie B. erythromelas. Em outro estudo, os autores ja haviam observado que
o veneno de B. jararaca ndao é bem neutralizado pelo antiveneno comercial, ja
que o0s pacientes analisados apresentaram diferentes padrbes de
reconhecimento, o que poderia implicar o carater genético de cada paciente ou
o grau de absor¢ao dos componentes do veneno (DOMINGOS et al., 1990).

Considerando que mediadores imunolégicos s&o instrumentos
relevantes para a compreensao das acdes do veneno de B. erythromelas, no
presente estudo, as producbes de IL-10 e IFN-y foram analisadas no
sobrenadante da cultura do sangue periférico dos pacientes em diferentes
fases da soroterapia.

Citocinas sao proteinas soluveis e atuam como importantes mediadores

da resposta inflamatoria do corpo humano (ROMAGNANI, 2000). No presente
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estudo, a produgédo de IFN-y foi avaliada em sobrenadantes de culturas do
sangue periférico de pacientes em diferentes fases da soroterapia. E
interessante notar que, antes e 12h apdés tratamento soroterapico, os pacientes
com diferentes tipos de envenenamento (leve, moderado e grave)
apresentaram concentracdes significativamente menores de citocinas em
relacdo ao grupo controle, em resposta a ConA. O veneno de jararaca
apresentou resposta com o mesmo perfil. Vinte e quatro horas apés a
soroterapia, ndo houve estatistica significativa entre as médias de IFN-y
produzida por pessoas com envenenamento leve e individuos saudaveis. A
partir destes dados, pode-se postular que o veneno botrépico exerce algum
efeito imunossupressor sobre a resposta imune dos pacientes. A
imunossupressdo exercida pelos venenos de serpentes foi anteriormente
apontado por Rangel-Santos et al. (2004) e Cardoso et al. (2001), que estudou
a influéncia da crotoxina, uma proteina do veneno cascavel (Crotalus durissus
terrificus), na proliferacdo celular, viabilidade e producédo in vitro de citocinas
em camundongos.

A producdo de Oxido nitrico desses pacientes foi também avaliada. O
oxido nitrico € um mediador importante que tem sido envolvido na génese de
uma variedade de condi¢des patolégicas em processo inflamatério apés leséo,
edema e formacao de infiltrado inflamatério (NETO et al., 2006). Sintese de
oxido nitrico pode ser induzida através do aumento da NOS induzivel (INOS) e
isso pode induzir dano tecidual, como necrose, hemorragia e edema e
contribuir para a acao vasodilatadora forte (HOGG et al., 1992; LOMONTE et
al., 1993; PETRICEVICH et al., 2000). Além disso, como NO pode promover a
migracdo dos leucoécitos (CIRINO et al, 2003) e como neutrdfilos
desempenham um papel € a regeneracdo muscular em venenos de serpentes
(TEIXEIRA et al., 2003), este mediador tinha sido investigada como possivel
agente terapéutico contra envenenamento botrépico (NETO et al., 2006).

Ensaios anteriores realizados por nosso grupo (LUNA et al.,, 2010),
também apresentaram maior liberacdo de NO em ratos que receberam
spleocytes culturas, em vitro, estimulos botrépico (100, 10 e 1 pg/mL). Os
resultados mostraram o perfil pro-inflamatério deste veneno de cobra.
Semelhante aos nossos estudos, muitos estudos tém demonstrado um

incremento  significativo de oOxido nitrico no soro de amostras com
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envenenamento botrépico (BARROS et al., 1998; TAMBOURGI et al., 1998;
PETRICEVICH et al., 2000; ESCOCARD et al., 2006). Zamuner et al. (2001)
para compreender melhor a capacidade dos venenos para induzir NO, analisou
a expressdo da iINOS em macrofagos peritoneais e mostrou que o veneno de
Bothrops induziu um aumento significativo da concentracéo de nitrito, liberados
para os macréfagos em cavidades peritoneal, em 48 horas apés a injecao do
veneno em camundongos. Além disso, outros estudos tinham sido mostra que
o0 6xido nitrico exerce um papel citoprotetor e contribui para a homeostase
vascular (WALFORD; LOSCALZO, 2003; ENDRES et al., 2004).

A busca por marcadores imunologicos para ajudar a determinar a
gravidade dos casos sao ferramentas Gteis para a indicacdo de que a terapia €
uma realidade da pesquisa de envenenamento. Desde que venenos de
serpentes sao ricos em proteinas e toxinas peptidicas que tém especificidade
para uma ampla variedade de receptores de tecidos, tornou-se importante
estudar alguns desses marcadores para determinar o efeito do envenenamento
e da administracdo do soro sobre 0s mesmos.

Através da identificacdo de alguns marcadores nas células do sangue
periférico, observa-se uma diminuicdo 12h apds o tratamento em relacdo ao
percentual de linfocitos T CD3, CD4 e CD25 (em CD25 alguns pontos foram
significativos em relacdo ao controle), seguida de manutencdo de niveis
semelhantes nos pacientes leves e um ligeiro aumento seguido de leve
diminuicdo ou manutencdo de niveis semelhantes antes do tratamento em
pacientes graves ou moderados. Isso pode sugerir duas realidades: na primeira
a diminuicdo indicaria a migracdo dessas células para os tecidos e sistemas
afetados, contribuindo e/ou regulando os quadros inflamatérios observados;
com isso, sua diminuicdo no sangue periférico. No entanto, com o fim do
tratamento e remissdo dos sintomas se restabeleceria o equilibrio percentual
desses linfocitos nos pacientes leves, o que nao foi observado inicialmente nos
pacientes moderados e graves. Apenas 24h ap0s o tratamento. Ja a segunda
situacdo refletiria a variacdo normal da expressdo desses marcadores
observada em uma populacdo, uma vez que nao foi visto diferenca significativa
em relacao ao controle (com excec¢ao de alguns pontos do CD25).

Em relacdo aos linfécitos T CD8", células T citotoxicas, vimos o seu

aumento percentual em pacientes leves, e uma ligeira diminuicdo em pacientes
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moderados e graves. Ja os linfocitos CD16", indicadores de células NK,
apresentaram uma diminuicdo na sua expressao em pacientes moderados e
graves e foi interessante notar que pacientes leves apresentaram percentuais
relativamente constantes antes e ap0s o tratamento. Isso pode sugerir o papel
desses dois subtipos no restabelecimento da homeostasia dos sistemas em
pacientes envenenados ao contribuir para a morte e apoptose de células
danificadas.

No que se refere aos linfocitos B, identificados pelo marcador CD19, e
do co-receptor de IgG (CD32), foi observado que o nivel antes e 24h apés do
tratamento com soro antiofidico, permaneceram semelhante Possivelmente
isso ocorreu devido a administracdo do soro antiofidico em quantidades
adequadas para resolucdo do envenenamento, reflexo da importancia da
resposta imune humoral para resolucdo dos casos com producdo de
imunoglobulinas neutralizantes do veneno. Em relacdo ao CD32 (FcgRIl), dado
a sua acao imunomodulatéria em presenca de IgG (LISI et al.,2010), pacientes
leves apresentaram inicialmente valores abaixo do controle com posterior
aumento significativo da expressao desse co-receptor, condizente com a
presenca do soro antiofidico e conseqiente feedback negativo para producdo
enddgena. J4 nos pacientes graves se observou nivel semelhante ao controle,
0 que poderia esta contribuindo para o seu estado mais grave, com diminuicéo
posterior discreta em 24h.

Em relacdo aos receptores do sistema complemento (CD11b, CD35,
CD55, CD88 e CD18), analisados nos mondcitos e granuldcitos, foi visto que o
CD11b e o CD35 apresentaram comportamentos semelhantes, com um ligeiro
aumento 12h ap0s tratamento em pacientes. Em 24h houve uma manutencgao
ou ligeira diminuicdo dos niveis observados, indicando possivelmente a maior
ativacdo do sistema complemento com consequente fagocitose dos
imunocomplexos resultantes da interagdo das imunoglobulinas do soro
antiofidico com o veneno. Em relacdo ao CD88, receptor do Cb5a do
complemento que € um potente mediador da inflamacdo (GASQUE et al.,97),
os resultados indicam um leve aumento da expressao desse marcador em
pacientes leves e uma diminuicdo em pacientes moderados. Diminuigéo esta a
niveis semelhantes entre pacientes leves antes e 24h ap0s o tratamento,

condizendo com a gravidade dos casos dos pacientes e consequentemente
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com danos observados e resolugdo da doenca. J& a expressdo de CD55
aumentou 12h apés o tratamento. Em 24h ocorreu uma diminui¢cdo, o que é
positivo para o0s pacientes a medida que o CD55 inibe a ativacdo do
complemento (BOMM et al., 1991) e conseqientemente compromete a
formacdo de imunocomplexos que poderiam desencadear processos
inflamatérios e se depositar em outros sistemas causando danos, como
complicacBes renais (JANCAR; CRESPO, 2004). Por fim o CD18, relacionado
ao extravasamento dos leucocitos para o endotélio (KLING et al.,1992;
SCHENKEL, 2004) apresentou niveis mais altos inicialmente em pacientes
leves, indicando uma maior migracdo dessas células, e niveis aumentados em
pacientes graves apos o tratamento (referente especialmente aos mondcitos),
relacionados com a recuperacdo dos pacientes e migracdo mais efetiva de
suas células.

E importante notar que a maioria dos marcadores estudados apresentou
valores de expressdo, 24h apos a administracdo do tratamento, semelhante
entre pacientes dos 2 grupos ou que tenderam ao mesmo resultados
(diminuicdo ou aumento). Isso sugere que apoOs o tratamento se tem um
equilibrio da resposta imunolégica. Esse fato sendo caracterizado como maior
namero de pacientes auxiliard no tratamento e no progndéstico desses
pacientes.

A variacdo observada nos marcadores poder refletir varios aspectos
como: tempo de envenenamento e encaminhamento ao hospital, nimero de
ampolas administradas, quantidade de veneno presente no sistema, dano
tecidual antes da administracdo das ampolas e migracdo das células para os
tecidos e sistemas afetados. Para obtencédo de resultados mais significativos os
estudos continuardo com a avaliagdo de um numero maior de pacientes,
visando a utilizagcdo desses marcadores para auxiliar na identificacdo da
gravidade dos casos e para melhor entender a importancia dos mesmos para
resolucéo clinica da doenca.

A tecnologia do CBA (Cytometric Bead Array) kit Th1/Th2 permite avaliar
de maneira specifica as citocinas proé-inflamatorias e quimiocinas séricas
envolvidas no envenenamento. De acordo com os resultados preliminares de
citocinas e quimiocinas apresentados no soro dos pacientes avaliados,

observou-se que os resultados foram similares entre as formas clinicas de
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envenenamento. Isso pode refletir o numero de pacientes utlizados no
presente estudo; portanto, mostrando a necessidade de mais estudos com
essa abordagem.

Finalmente, uma compreensdo mais profunda e abrangente dos
aspectos clinicos, epidemiolégicos e imunolégicos associados como
envenenamento por B. erythromelas fornecem informacbes para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas destinadas a neutralizar os

efeitos deletérios envolvidos neste tipo de envenenamento.

94



7. CONCLUSOES

Os venenos de Bothrops erythromelas e Crotalus durissus cascavella
induziram em cultura de células esplénicas de camundongos BALB/c
uma resposta imunomoduladora através de citocinas (IFN-y e IL-6) e
producdo de Oxido nitrico. Enquanto o veneno de B. erythromelas
promoveu um perfil pro-inflamatoério, o de Crotalus durissus cascavella

mostrou um efeito anti-inflamatério;

No soro de pacientes acometidos por acidente botrépico, 12 e 24 horas
apos terapia foi identificada uma proteina de 38 kDa. O resultado sugere
que esta proteina pode constituir um importante marcador para o
envenenamento por B. erythormelas, uma vez que o grupo de soro
polivalente utilizado no Brasil mostrou baixa eficacia na neutralizacéo do

veneno dessa espécie;

A avaliacdo clinico-epidemioldgica dos pacientes acometidos pelos
envenenamentos Botropicos estudados corrobora com a epidemiologia
dos acidentes ofidicos ocorridos no Brasil; jA no que diz respeito a
distribuicdo dos envenenamentos Crotalicos percebe-se uma inversao

dos dados, com maior incidéncia na area urbana;

A producdo de IFN-y e 6xido nitrico nos sobrenadantes de cultura de
pacientes acometidos por envenenamento botrépico mostram o perfil

pré-inflamatoério deste veneno;

A variagdo observada nos marcadores de superficie celular avaliados no
sangue periférico dos pacientes envenenados por Bothrops
erythromelas pode ser consequéncia do tempo de envenenamento e
encaminhamento ao hospital, do nimero de ampolas administradas, da
quantidade de veneno inoculada no paciente, do dano tecidual antes da
administracdo das ampolas e da migracao das células para os tecidos e

sistemas afetados.
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N&o foi observada diferenca na producdo de citocinas e quimiocinas
avaliadas no soro de pacientes acometidos por envenenamento
botrépico, refletindo a necessidade de mais estudos nesse tipo de

abordagem.
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Apéncide A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-paciente

W

\..

Fundacido Oswaldo Cruz, Ministério da Saude

Centro de Pesquisas FIOCRUZ

AGGEU MAGALHAES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - Grupo Paciente (Apéndice A)
Projeto: “Aspectos da resposta imune em vitimas de envenenamento por Bothrops
erythromelas (jararaca) antes e apos tratamento soroterapico.”.

BU, e s , concordo em participar
voluntariamente neste projeto que sera desenvolvido no Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes da Fundagdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ). Fui informado que o objetivo
principal do referido projeto é a investigacdo da defesa do organismo dos pacientes picados
por jararaca antes e ap0s tratamento soroterapico.

Como fago parte do grupo de pacientes, serei submetido a coleta de 10 ml de sangue
venoso antes (1 vez) e apds (2 vezes) tratamento soroterapico e a exames que incluirdo tempo
de coagulacéo, tempo de trombina, tempo de protrombina, tempo de sangria, dosagem de
uréia, creatinina, CPK e LDH. O tempo de coagulacdo € realizado através de retirada de
sangue venoso com equipamento a vacuo, o que diminui o risco de contaminag&o. O tempo de
sangria é realizado através de pequeno corte na regido da orelha e espera para a tomada do
tempo em que o sangue estanca. Todas as informacdes e os detalhes dos exames que seréo
realizados serdo esclarecidos para mim. Além disso, também fui informado que receberei os
resultados desses exames. Todo procedimento sera realizado com material estéril descartavel
e por profissionais de saude de reconhecida capacidade para executar os procedimentos. Fui
informado que a coleta de sangue é um método que utiliza seringa e agulha, por isso pode
causar desconforto no local, na hora da picada e que ndo devo friccionar o local para ndo haver
formacdo de hematoma, ou seja, pequena mancha roxa. O esquema terapéutico utilizado
dependera da gravidade do envenenamento. Fui informado que se ocorrer qualquer alteragao
em meu organismo, deverei procurar o médico do posto de salde. Esse trabalho trard grande
beneficio, pois indicara se componentes do sistema de defesa do organismo que poderédo ser
usados como indicadores da resposta terapéutica e se outras células do sistema de defesa do
organismo participam na que participam no desenvolvimento do envenenamento em pacientes
picados por jararaca em Pernambuco. Antes de minha participacdo no referido projeto, fui
incentivado a pedir esclarecimento adicional que julgasse necessario, esclarecida por um
participante do projeto. Estou ciente que poderei recusar ou retirar meu consentimento, em
gualguer momento da investigagcdo, sem qualquer puni¢do ou prejuizo. Autorizo a Fundagao
Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ) a utilizagao das informacdes obtidas através dos resultados
dos procedimentos em reunides, congressos e publicagBes cientificas preservando, neste
caso, a minha identidade. Autorizo, também que o CPgAM/FIOCRUZ podera estocar amostra
biologica para posteriores estudos. Fui informado que para usar a amostra bioldgica estocada,
um pesquisador do projeto entrard em contato comigo.

Estou ciente que este documento é feito em duas vias, ficando uma em minha posse e a
outra com a equipe do projeto.

Assinatura do paciente data

Endereco do sujeito d a pesquisa:

Assinatura do médico responsavel — CPgAM/FIOCRUZ data
Pesquisador responsavel: Dra. Valéria Régo Alves Pereira. Telefone para contato: 81 21012500

Departamento de Imunologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, FIOCRUZ, Av. Moraes Rego, s/n , Cidade
Universitaria, Cx. Postal 7472, CEP: 50670-420, Recife — PE, Brasil. Tel.: (081) 3301 2500; Fax: (081) 3453 2449;
http://www.cpgam.fiocruz.
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Apéncide B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Grupo Paciente
menor (15 a 18 anos)

W

- Fundag¢ao Oswaldo Cruz, Ministério da Saude

Centro de Pesquisas FIOCRUZ

AGGEU MAGALHAES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - Grupo Paciente menor (15 a 18
anos) (Apéndice B)

Projeto: “Aspectos da resposta imune em vitimas de envenenamento por Bothrops
erythromelas (jararaca) antes e apds tratamento soroterapico.”.

BU, e , concordo em participar
voluntariamente neste projeto que sera desenvolvido no Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes da Fundagdo Oswaldo Cruz (CPgQAM/FIOCRUZ). Fui informado que o objetivo
principal do referido projeto é a investigacdo da defesa do organismo dos pacientes picados
por jararaca antes e ap0s tratamento soroterapico.

BU, e , responsavel por
........................................ , estou ciente da realizacdo da pesquisa intitulada “Aspectos da
resposta imune em vitimas de envenenamento por Bothrops erythromelas (jararaca) antes e
apos tratamento soroterapico” e autorizo 0 mesmo a participar da referida pesquisa.

Como fago parte do grupo de pacientes, serei submetido a coleta de 10 ml de sangue
venoso antes (1 vez) e apés (2 vezes) tratamento soroterapico e a exames que incluirdo tempo
de coagulacéo, tempo de trombina, tempo de protrombina, tempo de sangria, dosagem de
uréia, creatinina, CPK e LDH. O tempo de coagulagdo € realizado através de retirada de
sangue venoso com equipamento a vacuo, o que diminui o risco de contaminagdo. O tempo de
sangria é realizado através de pequeno corte na regido da orelha e espera para a tomada do
tempo em que o sangue estanca.Todas as informacgfes e os detalhes dos exames que serdo
realizados serdo esclarecidos para mim. Além disso, também fui informado que receberei os
resultados desses exames. Todo procedimento sera realizado com material estéril descartavel
e por profissionais de salde de reconhecida capacidade para executar os procedimentos. Fui
informado que a coleta de sangue é um método que utiliza seringa e agulha, por isso pode
causar desconforto no local, na hora da picada e que ndo devo friccionar o local para nao haver
formacdo de hematoma, ou seja, pequena mancha roxa. O esquema terapéutico utilizado
dependera da gravidade do envenenamento. Fui informado que se ocorrer qualquer alteracdo
em meu organismo, deverei procurar o médico do posto de salde. Esse trabalho trard grande
beneficio, pois indicara se componentes do sistema de defesa do organismo que poderdo ser
usadas como indicadores da resposta terapéutica e se outras células do sistema de defesa do
organismo participam que participam no desenvolvimento do envenenamento em pacientes
picados por jararaca em Pernambuco. Antes de minha participacdo no referido projeto, fui
incentivado a pedir esclarecimento adicional que julgasse necessario, esclarecida por um
participante do projeto. Estou ciente que poderei recusar ou retirar meu consentimento, em
qualquer momento da investigacdo, sem qualquer punicdo ou prejuizo. Autorizo a Fundacédo
Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ) a utilizacdo das informacdes obtidas através dos resultados
dos procedimentos em reunifes, congressos e publicacdes cientificas preservando, neste
caso, a minha identidade. Autorizo, também que o CPgAM/FIOCRUZ podera estocar amostra
biologica para posteriores estudos. Fui informado que para usar a amostra bioldgica estocada,
um pesquisador do projeto entrara em contato comigo.

Estou ciente que este documento € feito em duas vias, ficando uma em minha posse e a
outra com a equipe do projeto.

Assinatura do paciente data

Assinatura do Responsavel data
Enderecodosujeitoda esquisa:
Assinatura do médico responsavel — CPgAM/FIOCRUZ

Pesquisador responsavel: Dra. Valéria Régo Alves Pereira. Telefone para contato: 81 21012500 Departamento de
Imunologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, FIOCRUZ, Av. Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria, Cx.Postal
7472, CEP: 50670-420, Recife — PE, Brasil. Tel.: (081) 3301 2500; Fax: (081) 3453 2449; http://www.cpgam.fiocruz.
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Apéncide C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Grupo Controle

W

- Fundag¢ao Oswaldo Cruz, Ministério da Saude

Centro de Pesquisas FIOCRUZ

AGGEU MAGALHAES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - Grupo Controle (Apéndice 3)
Projeto: “Aspectos da resposta imune em vitimas de envenenamento por Bothrops
erythromelas (jararaca) antes e apdés tratamento soroterapico.”.

B, , concordo em participar
voluntariamente neste projeto que sera desenvolvido no Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes da Fundagdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ). Fui informado que o objetivo
principal do referido projeto é a investigacdo da defesa do organismo dos pacientes picados
por jararaca antes e ap0s tratamento soroterapico.

Como fago parte do grupo controle, serei submetido a coleta de 10 ml de sangue venoso
(1 vez) e a exames que incluirdo tempo de coagulacdo, tempo de trombina, tempo de
protrombina, tempo de sangria, dosagem de uréia, creatinina, CPK e LDH. O tempo de
coagulacéo é realizado através de retirada de sangue venoso com equipamento a vacuo, o que
diminui o risco de contaminacdo. O tempo de sangria é realizado através de pequeno corte na
regido da orelha e espera para a tomada do tempo em que o0 sangue estanca.Todas as
informacdes e os detalhes dos exames que serdo realizados serdo esclarecidos para mim.
Além disso, também fui informado que receberei os resultados desses exames. Todo
procedimento sera realizado com material estéril descartavel e por profissionais de salde de
reconhecida capacidade para executar os procedimentos. Fui informado que a coleta de
sangue é um método que utiliza seringa e agulha, por isso pode causar desconforto no local,
na hora da picada e que ndo devo friccionar o local para ndo haver formagédo de hematoma, ou
seja, pequena mancha roxa. O esquema terapéutico utilizado dependera da gravidade do
envenenamento. Fui informado que se ocorrer qualquer alteracdo em meu organismo, deverei
procurar o médico do posto de salde. Esse trabalho trard grande beneficio, pois indicara se
componentes do sistema de defesa do organismo que poderdo ser usados como indicadores
da resposta terapéutica e se outras células do sistema de defesa do organismo que participam
no desenvolvimento do envenenamento em pacientes picados por jararaca em Pernambuco.
Antes de minha participacdo no referido projeto, fui incentivado a pedir esclarecimento
adicional que julgasse necessario, esclarecida por um participante do projeto. Estou ciente que
poderei recusar ou retirar meu consentimento, em qualquer momento da investigacdo, sem
gualquer punicdo ou prejuizo. Autorizo a Fundagdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ) a
utilizacdo das informacdes obtidas através dos resultados dos procedimentos em reunibes,
congressos e publicacdes cientificas preservando, neste caso, a minha identidade. Autorizo,
também que o CPgAM/FIOCRUZ podera estocar amostra bioldgica para posteriores estudos.
Fui informado que para usar a amostra biolégica estocada, um pesquisador do projeto entrara
em contato comigo.

Estou ciente que este documento é feito em duas vias, ficando uma em minha posse e a
outra com a equipe do projeto.

Assinatura do paciente data

Endereco do sujeito da pesquisa:

Assinatura do médico responsavel — CPgAM/FIOCRUZ data
Pesquisador responsavel: Dra. Valéria Régo Alves Pereira. Telefone para contato: 81 21012500

Departamento de Imunologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, FIOCRUZ, Av. Moraes Rego, s/n , Cidade
Universitaria, Cx. Postal 7472, CEP: 50670-420, Recife — PE, Brasil. Tel.: (081) 3301 2500; Fax: (081) 3453 2449;
http://www.cpgam.fiocruz.
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ABSTRACT

Introduction: Snake envenomings are a health problem in rural areas of tropical and subtropical countries, but little
is known regarding the immune response presented by bitten individuals. The IgM production of patients bitten by
Bothrops erythromelas snake was analyzed to identify the effectiveness of treatment in this type of envenomation.
Methods: Bothrops erythromelas venom was submitted to electrophoresis and transferred to a nitrocellulose sheet,
following incubation with patients’ sera. Results: A 38 KDa protein was detected before and 24 h after therapy.
Conclusions: The result suggests that this protein could be used as a marker for individuals envenomed by Bothrops.
erythromelas.

Key-words: Snake venom. Western blotting. IgM. Bothrops erythromelas.

RESUMO

Introducéo: Envenenamentos ofidicos consistem problema de salde publica em areas rurais de paises tropicais e
subtropicais, mas pouco sabe-se sobre a resposta imune apresentada pelos individuos picados, por isso a avaliagdo da
producéo de IgM por pacientes picados por Bothrops erythromelas identificando a eficacia do tratamento nesse tipo
de envenenamento. Métodos: O veneno de Bothrops erythromelas foi submetido a eletroforese e transferido para
nitrocelulose, seguindo incubacdo com soro de pacientes. Resultados: Foi observada proteina de 38KDa antes e 24
horas apés o tratamento. Conclusdes: Os resultados sugerem que essa proteina poderia ser utilizada como marcador
para individuos envenenados pela serpente Bothrops erythromelas.

Palavras-chaves: Veneno ofidico. Western blotting. IgM. Bothrops erythromelas.

Snakebites occur worldwilde and are a public health problem, victimizing around 421,000 people
every year and involving 20,000 deaths:. The Bothrops genus is responsible for 90.6% of the reported
envenomingsz. In Northeastern Brazil, the endemic species is Bothrops erythromelas, locally known as
jararaca-da-seca. Bothrops venoms induce local and systemic hemorrhaging, coagulopathy, edema, local
necrosis and can lead to death and/or permanent disabilitiesss. Since little is known regarding the isotype
and specificity of antibodies produced by patients bitten by the Botrhops erythromelas snake, this paper
describes the immune response in three groups of patients bitten by this snake in the city of Campina
Grande, Paraiba State, Brazil.

Serum samples before treatment, 12 and 24 h posttreatment were collected from patients bitten
by the snake Bothrops erythromelas. At the hospital, these patients were separated into three groups,
according to the severity of envenomation: milds, moderate: and severes. All patients were submitted to
serum therapy at the same hospital. Those who agreed to participate in this study signed a term of free,



114

informed consent. This study was approved by the Ethics Comitee of the Universidade Estadual da
Paraiba (UEPB). Blood was collected immediately after patient admittance to the hospital. Serum was
collected, centrifuged and stored at -20°C till the moment of analysis. Antigens of Bothrops erythromelas
venom that react with patient antibodies were analyzed by western blotting, following Towbin et als.

To determine whether patient antibodies reacted to venom antigens showing an 1gM production
pattern, pools of serum from all the patients collected before treatment were analyzed. In all patients,
whether classified as mild, moderate or severe envenomation, the main 38KDa protein was detected.

To evaluate the pattern of antibodies recognizing IgM after 24 h of treatment, all patients were
again analyzed and the same protein was detected (Figure 1).
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Figurel - Immunoblotting showing the reaction of Bothrops erythromelas venom and serum of patients after 24hours
treatment; 25pg of Bothrops erythromelas venom diluted 1:100 were electrophorased on 10% SDS-PAGE under non
reducing conditions and transferred to a nitrocellulose paper, blocked with 5% milk containing 0,05% Tween 20 and
incubated with patients serum under 4°C overnight. Estimated molecular markers are shown.

(Mi) mild, (M) moderate, (S) strong envenomation.

It should be emphasized that despite serum therapy, the antibody response to Bothrops

erythromelas followed a humoral immune response which is classic for many diseases: primary IgM
production. This IgM production was previously observed using Bothrops jararaca venom with patients
bitten by this snake:.
In this work, the main 38KDa protein was observed before and 24h after therapy. It is important to
highlight that this could serve as a marker for Bothrops erythormelas envenomation, since this protein is
not well neutralized by the commercial antivenom used in Brazil, perhaps because the antivenom pool
does not include the Bothrops erythromelas species. The pool of antivenom used in Brazil may have a
low efficacy for B. erythromelas venom neutralization.

In another study, the authors had previously observed that Bothrops jararaca venom is not well
neutralized by the commercial antivenom, since patients analysed showed different patterns of
recognition, which could implicate the genetic background of each patient or the degree of absorption of
venom components. In this study, the authors elucidated a clearer understand regarding the humoral
immune response elicited by patients bitten by Bothrops erythromelas as a way of developing a potential
new therapy approach.
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Abstract

Snake bites are a neglected health problem, mainly in rural areas of the world.
The clinical, epidemiological and immunological knowledge of envenomings by
health professionals provides a better identification and implementation of

appropriate treatment. This paper aimed to evaluate these aspects related to B.
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erythromelas envenomation of the patients attended at Hospital Regional de
Urgéncia e Emergéncia de Campina Grande. Results showed that cellular
immune response was highly selected for various cells and immune system
markers, even after treatment, independent of the severity of envenomation. It
is important to achieve the knowledge of a range of signs and symptoms of
shake envenomings, once it will lead to a better understand and treatment of

the individuals bitten.

Key-words: epidemiology, Bothrops erythromelas, nitric oxide, cytokines,

cytometry.

1. Introduction

Snake envenoming are a health problem mainly in rural areas of tropical
and subtropical countries. In Brazil, almost 30.000 snake bites are reported
annually, resulting in more than 100 deaths (0.4%) (Brasil, 2003). In
northeastern region of Brazil, Bothrops erythromelas is the endemic species,
being responsible for 210 bites in Paraiba state (SINAN, 2009). People bitten by
B. erythromelas snhake, present local effects at the region of the bite, such as
edema, ecchymosis and blisters. On the most severe cases, systemic
manifestations such as gengival bleeding, hematuria and epistaxis and
coagulation disturbances may occur (Rosenfeld, 1971). Since B. erythromelas
venom is not miotoxic (Vasconcelos et I., 1996) people bitten by this snake do

not present lysis of skeletal muscle cells
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Since most of envenomed individuals do not see the snake at the
moment of the bite, evidences of the striking snake are missing for the clinician,
thus diagnosis is mostly based on clinical features (Santoro et al, 2009). The
clinical manifestation can be classified as mild, moderate or severe, each one
requires a different regimen of treatment (Franca and Malaque, 2003).

Immunological response after B. erythromelas envenomation has not
been fully characterized. In addition, few studies have been published thus far
focusing on clinical and epidemiological aspects involved on envenomation by
this serpent specie in Norteastern of Brazil. So that, in order to better
understand the status of immune system after B. erythromelas envenomation,
some aspects of innate and adaptive immune response were assessed, such
as plasma level of inflammatory and anti-inflammatory cytokines as well as
production ex vivo of IFN-y and nitric oxide (NO) in subjects bitten by B.
erythromelas snake. In this study we presented evidences that suggest a

immunosuppression caused by the envenomation by B. erythromelas.

2. Material and methods

2.1 Patients

16 patients admitted at the hospital (Hospital de Urgéncia e Emergéncia
de Campina Grande) in Paraiba, Brazil, with clinical diagnosis of Bothrops
envenoming were included in this study. After a clinical evaluation, envenomed
patients were classified as mild, moderate or severe according to the extension
of the swelling and bleeding at the region of snake bite and occurrence of

hemorrhage. The mild group was characterized by local swell lingand bleeding
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as well as hemorrhage; the moderate group was characterized by more severe
local swelling and bleeding as well as hemorrhage; the severe group presented
severe swelling, local bleeding and blisters as well as severe hemorrhage. The
individuals received specific antivenom treatment and the dose was dependent
on the clinical manifestations according to the Brazilian Ministry of Health
guidelines (Ministério da Saude, 2001). The mild, moderate and severe cases
were treated with 4, 8 and 12 vials of antivenom respectively. As a control
group, healthy individuals with no history of envenomation by snakes were
included in this study.

Blood samples (20 ml) were collected by venipuncture at the time of
hospital admission (before treatment) as well as 24 hours and 48 hours after
envenomation using both heparinized and dry tubes (vacuette).This study was
approved by the ethics commitee of the Aggeu Magalhdes Research Center
(Oswaldo Cruz Foundation) and all patients consented to participate of this

study (CAEE — 000.50095.000.08).

2.2 Clinical and epidemiological evaluation

Medical staff of the participating hospital performed clinical evaluation of
all patients. Epidemiological analysis was carried out in order to evaluate
important parameters, such as local of occurrence of the accident (whether rural
or urban areas and city of occurrence), name, sex, age, local of bite,
hemorrhage, swelling, clotting time, platelets number, complete blood count,
bleeding time, local necrosis and systemic bleeding. All clinical aspects were
considered in relation to the time length between snake bite and patient hospital

admission.
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Blood coagulation time was assessed using two tubes incubated in water
bath for 30 minutes at 37°C. Platelets were counted eletronically in a

automatized system (hematological counter Advia 60).

2.3 Cytokine determination in culture supernatants

Whole-blood collected before and after antivenom treatment were
cultured at 37 °C and 5% CO,, in 24-well plates (TPP, Switzerland) with
Bothrops erythromelas venom (5, 2.5 and 1 pg/mL), Phytohemagglutinin (5
pg/mL) or Concanavalin A — Con A (2.5 pg/ml) during 24h. Blood cultured in
culture medium only was used as negative control. Then, plates were
centrifuged at 1800 x g for 10 minutes, at room temperature (RT) and the
supernatants were harvested and stored at -80°C until analysis. IFN-y levels
were measured in the supernatants using capture ELISA OptEIA Set (BD
Biosciences) according to the manufacturer direction using half-area ELISA
plates (Costar). The plates were developed with 2,2'-azino-di-(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonate and the reaction was stopped with sulfuric acid
1M. Subsequently, the plates were read in a plate reader (Bio-Rad 3550) at 415
nm. Cytokine concentration in the samples was calculated, at pg/ml, based on
the linear curve of cytokine standard using the Microplate Manager Version 4.0
software (Bio-Rad Laboratories, Vienna, VA). The threshold of IFN-y detection

was 1.95 pg/mL.

2.4 Nitrite detection by Griess method
Whole blood collected before and after antivenom treatment was used to

evaluate the production of nitrite after stimulation with either Bothrops
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erythromelas venom at different concentration (5, 2.5 and 1 pg/mL) or
polyclonal stimulus, such as Concanavalin A (2.5 ng/mL) or Phytohemagglutinin
(5 ng/mL) for 24hs, 48hs, 72hs and 6 days. As negative control, whole blood
was cultured with media only. Twenty-five microliters of culture supernatants
were added, in duplicate, into a 96-well half area ELISA plates (Costar) followed
by the addition of 25uL of Griess reagent (Ding et al., 1988). NO concentration
was estimated by the standard curve (3.12 - 100 pmol/mL) dissolved in RPMI
medium supplemented with 2% of fetal calf serum (Cultilab, Brazil). The plates
were read in a plate reader (Bio-Rad 3550) at 450 nm. NO concentration in the
samples was calculated, at pumol/mL, based on the linear curve of NO standard
using the Microplate Manager Version 4.0 software (Bio-Rad Laboratories,

Vienna, VA).

2.5 Flow Cytometry analysis

Peripheral blood 100ul aliquots of patients and controls, collected with
EDTA, were transferred to cytometry tubes containing monoclonal antibodies
specific for the following cell surface markers: CD3 (Miltenyi Biotec, Auburn,
CA, USA), CD4 (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA), CD8 (Miltenyi Biotec,
Auburn, CA, USA), CD16 (Caltag Laboratories, Burlingame, CA, USA), CD19
(Caltag Laboratories, Burlingame, CA, USA), CD25 (E-Bioscience, San Diego,
CA, USA), CD55 (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA), CD11B (E-
Bioscience, San Diego, CA, USA), CD35 (BD Pharmingen, San Diego, CA,
USA), CD88 (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA), CD32 (BD Pharmingen,
San Diego, CA, USA) and CD18 (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA). After

homogenization in a vortex, the mixture was incubated for 30 minutes. After
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that, the samples were submitted to erythrocytes lysis, followed by 2 washes
with PBS and 2 centrifugations (400 x g), with posterior resuspension in 400pul
of 1% paraformaldehyde. The cells immunophenotypic and morphometric
parameters were determined by flow cytometry (FACSCalibur- Becton
Dickinson) using the CELLQuestPro™ (BD Biosciences) for acquisition and
analysis of data (50.000 events). Analysis was performed using lymphocyte,
monocyte or granulocyte region, according to the marker, and data were

analyzed using nonparametric tests.

Analysis of Thl and Th2 cytokines and chemokines in sera samples from
envenomed individuals

Levels of cytokines Thl (IL-2, IFN-y and TNF-a) and Th2 (IL-4, IL-6 and IL-10)
as well as the chemokines IL-8, RANTES, MIG, MCP-1 and IP-10 were
analyzed through cytometric bead array (BD Biosciences) following the
manufacturer directions. The concentration of each cytokine/chemokines was

calculated using the BD CBA software (BD Biosciences).

2.7 Statistical analysis

To detect differences (of averages)between groups, the Mann-Whitney U
test and Kruskal-wallis were used. All results were expressed by mean values
of groups zstandard deviation and were analyzed considering p <0.05 as

statistically significant.
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3. Results
3.1 Demographic data

Results showed that clinical observations and laboratorial tests
confirmed Bothropic envenoming in 16 patients available. 9 patients were
classified as mild envenomation, 4 patients were classified as moderate
envenomation and 3 were classified as severe envenomation. Platelet count
was lower in only three patients being two mild and one severe.

Clotting time was altered in all 16 patients and raising 12 hours after
treatment. This behavior was different for two of them which were yet
uncoagulable after treatment. However, bleeding time was not altered in any
patients.

Clinical and epidemiological aspects were available in envenomed
patients (Table 1). Results showed that the average of age of envenomed
patients was 46.years old. Beyond, men patients was the most affected in
envenoming (93.75%) and all patients were resident in rural area.

Data demonstrated that bites occurred irregularly from June to December
and feet were the body anatomical region most affected by snake bites
(56.25%). Table 1 also shows that the most Bothropic accidents were classified
as mild envenomation (56.25%) and patients received hospital care until 3
hours after envenomation (56,25%). Finally, clinical manifestations most
prevalents were pain and edema (81.25% for both) and hemorrhage and head

ache were systemic disorders observed in 25% of patients (see Table 1).
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3.2 Levels of cytokines and chemokines in sera samples from subjects
envenomed by B. erythromelas

Levels of cytokines and chemokines were analyzed in sera samples
collected after hospital admission, and before start of antivenom treatment, from
subjects with diferente clinical manifestations. Tables 2 and 3 depict the
average concentration of the cytokines/chemokines analyzed. Mann-Whitney
analysis was then carried out in order to compare the levels of different proteins
between subjects suffering mild and moderate/severe clinical manifestations.
According to the results, the levels of all cytokines/chemokines analyzed were

statistically similar between mild and moderate/severe clinical manifestations.

3.3 IFN-y were not produced from the patient’s cell after stimulation with
venom

Interferon-gamma levels were determined as above described. The
measurements were made before serum therapy (Oh) and in two moments after
treatment (12h and 24h) to the mild-envenomed patients, and at Oh and 12h
moments to the ones with moderate envenomation. In Oh and 12h moments, in
the presence of the mitogen, lower amounts of the cytokine were produced by

the patients with mild (Figure 1) (Oh: 113,8 + 203,3, P=0,008; 12h: 205,8 *

+

I+

176,8, P=0,004) and moderate + severe envenoming (Figure 2) (Oh: 240,6
79,34, P=0,0079; 12h: 266,6 = 277,3, P=0,015) in relation to the control group
(1080 *= 254,2). Similar results were found in response to the snake venom,
which stimulated higher IFN-y levels in non-bitten individuals (754,2 £ 413,2) in
comparison to the bitten ones (mild — Oh: 197,7 + 236,7, P=0,018; 12h: 194,5 +

195,6, P=0,017 / Moderate — Oh: 191,2 + 75,17, P=0,015; 12h: 131,6 + 118,8,
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P=0,016). The production of IL-10 was minimal or undetectable in the control

group and patients (data not show).

3.4 Nitric oxide was produced on statistical levels by the patients

Nitric oxide was release in higher levels in cultures of supernatants of
envenomed patients. Cells cultured with Bothropic venom, in vitro, by mild
envenomed patients, showed higher and statistical NO production at all times
analyzed (Figure 6). Con A and Bothropic venoms (at 5 and 1 pg/mL) induced
higher values in relation to control (cells without stimulus) in 0, 12 and 24 hours
of assay. PHA induced statistical results at 12 and 24h (Figure 7) and Bothrops
venom (at 2.5 pg/mL) induced higher NO production at 0 and 24h (Figure 4 A
and C).

Moderate + severe envenomed patients also demonstrated higher levels,
in cultures of supernatants, of NO. Cells cultures stimulated, in vitro, with
Bothrops venoms (Figure 8) and PHA showed higher induction of NO release at
12 and 24hours of culture (Figure 9). Bothropic venom (at 2.5 pg/mL) and Con
A stimulus only induced higher NO production at 24 hours (Figure 5A). Control
cutures were performed for analyze NO production by cells of health (not bite
peoples) and results showed higher NO release induced by Con A, PHA and
Bothropic venoms (5, 2.5 and 1 pg/mL) in relation to control (cells without

stimulus) (Figure 10).
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3.5 Cytometric analysis

With respect to the lymphocyte population we realized that the markers
varied according to the severity of poisoning and with the time for the treatment
administration (Figures 11).

The marker CD3, that characterize T-lymphocytes, showed the following
profile: At 0 h, patients with mild envenoming had a inferior percentage than CT,
while the patients with moderate or severe envenomning had superior
percentage of expression.

After administration of ampoules of antivenom and evaluation with 12h, it
was seen a decrease in the percentage of these cells in the peripheral blood of
patients with mild envenoming that was reversed after 24 hours, returning to
levels close to Oh, while in moderate and severe patients was observed an
increase within 12 hours, followed by the return to levels near to the initial ones
at 24 hours. To investigate these CD3" lymphocytes, we also assessed the
markers CD8, CD4 and CD25 alone.

With regards to CD8 cytotoxic T lymphocytes, it was observed that mild
envenoming patients had lower quantity at Oh than the CT, and that moderate
and severe patients had a higher and a significant amount when compared to
controls. With 12 hours the mild patients showed an increase in the presence of
these markers in the pheripheral blood, the patients with moderate and severe
envenomning decreased and the percentage of both groups had stabilized 24 h
after treatment. Concerning, the percentage of CD4" T cells, helper T
lymphocytes, in the circulation it was seen that severe and moderate patients
had values below CT, which tended to increase 12 h after treatment with

antivenom but decreased 24h after treatment. Regarding CD25, IL-2 receptor
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and also associated with regulatory T cells, it was found that all patients had
levels higher than controls, with the proportion of CD25" T cells being significant
in mild patients, and that populations behaved in a similar way with the pattern
observed with CD4. The patients with mild envenomning had significantly
differences in all evaluated times, compared to control, and the moderate and
severe patients had a significant difference 24 h after treatment (Figure 12)

Regarding NK, evaluated through the expression of CD16, we found that
mild patients had stable levels of CD16" lymphocytes in peripheral blood, while
moderate and severe patients decreased their percentage 24 h after treatment.
It is interesting to note that 24 h after treatment with antivenom the markers
CD3, CD4, CD8 and CD16, tended to have similar percentages values between
the groups of patients (Figure 13).

It is known that the response to poisoning is mainly a humoral response,
and therefore we evaluated the percentage of CD19" cells in peripheral blood,
since that is a marker of B lymphocytes. The percentage of B lymphocytes was
similar among the groups and controls. In regard to the expression of CD32, co-
receptor of the Fc domain of IgG (FcgRIIA), it is known that the interaction of
this receptor with IgG triggers many biological responses and provides a link
between the humoral and cellular response in the immune system. It is also
known that CD32 acts as an immune modulator, with decreased production of
antibodies in the presence of 1gG.

Knowing that it was observed an interesting data: the patients with mild
envenoming at Oh had a significant lower expression of this co-receptor and that
12 hours after the administration of antivenom it was seen a slight and

significant increase in the expression of this co-receptor in these patients,
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consistent with their recovery and consequent reduced need for production of
IgG, which expression was also significant at 24h. In the moderate and severe
patients it was observed levels similar to controls at Oh, and a slow decrease in
its expression after treatment.

Monocytes and granulocytes (neutrophils, eosinophils and basophils)
are the cells that show receptors of the complement system, CD11, CD35,
CD55 and CD88. In the patients we saw, regarding CD11 and CD35, that the
patients showed an increased expression of these markers 12 h after treatment
with antivenom, with subsequent decrease after 24 h of treatment. Regarding
CD88, we saw an increase in its expression by mild patients 12 hours after
treatment and a decrease in moderate and severe patients; 24h after treatment
the patients with moderate and severe increased their percentage in the
peripheral blood while the mild patients markedly decreased their expression of
the marker. We observe, in relation to CD55, an increase 12 h after treatment
followed by a decrease in the expression of all patients 24 h after treatment,
with progression to levels similar to Oh. Finally, the CD18 had higher expression
levels by mild patients before treatment, which tended to decrease after
treatment, while the opposite was seen in moderate and severe patients, which

had their CD18 expression levels increased with treatment.

4. Discussion

Bothrops erythromelas envenomation is a public health problem in
northeastern Brazil. The main toxins in Bothrops genus elicits, among other
alterations, coagulopathy, thrombocytopenia, edema and inflammation

(Kamiguti et al., 1996). As clinical, epidemiological and immunological studies of
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B.erythromelas envenomation in human are little, the aim the present paper
was investigated the clinical and epidemiological aspects and the involvement
of immunological mediators related to B. erythromelas envenomation of the
patients in northeastern Brazil. Our group observed that of the twenty-seven
patients evaluated only 3 presented low levels of platelet counts before
treatment. This result is in agreement with previous studies (Hutton et al., 1990;
Cardoso, 1993). Blood platelets play an important role in hemostasis, starting
the development of hemostatic plugs (Cardoso et al., 1993). As low levels of
platelet counts is related to the severity of envenomation, we can suggest that
the patients included in this study presented most mild envenomation as their
platelet counts were normal. Santoro et al. (2003) observed that patients bitten
by smaller B. jararaca presented a higher platelet counts which could not be
completely understood, as incoagulability is more commonly observed in
individuals bitten by smaller than larger B. jararaca.

Simple coagulation tests can be used to diagnose systemic envenoming
and control the antivenom doses (Sano-Martins et al., 1994). In this study we
observed 81,4% of patients presenting prolonged clotting time (data not shown),
which corroborate with other studies (Kamiguti et al., 1996; Kamiguti, 1988;
Santoro et al., 2008), as it is known that Bothrops venoms has the ability of
activate blood coagulation (Sano-Martins et al, 1994).

Envenomation inflicted by snakes of the Viperidae family is usually
characterized by prominent local effects such as necrosis, haemorrhage,
edema forming and pain (Gutiérrez and Lomonte, 1989; 1997; Warrel, 1995,
Teixeira, 2003). Those effects, however, are not well neutralized by the

antivenom used (Cardoso, 1993; Picolo et al., 2002), even though, they are the
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only effective treatment for snake bite envenomation (Warrel, 1992). In the
present study we observed that pain was the most referred local manifestation
by the individuals bitten by the snake B. erythromelas, followed by edema.
These data corroborate with other studies, either experimental (Chacur et al.,
2001; Picolo et al., 2002) or with humans (Cardoso et al, 1993;Jorge et al.,
1995).

There is a high quantity of components on Bothrops venoms that
compromise haemostasy. So that it is common a high frequency of bleeding
caused by this type of envenomation. Those bleedings can be distinguished as
local and systemic (Sano-Martins e Santoro, 2003). In the majority of the cases
bleeding is stopped after antivenom therapy, although some brain bleeding has
been related in some cases which can lead patient to death (Kouyoumdjian et
al.,, 1991). In the present study 4 patients presented haemorrhage after
envenoming returning to normal after treatment. All 4 patients were classified as
moderate or severe envenomation and the type of haemorrhage was epistaxis
and gingival haemorrhage.

The predominance among male aging between 20 to 30 years old shows
that this age range is the most affected by snake bites. These data may indicate
the insertion of young men in the work more than women. The Brazilian Ministry
of Health data (2003) show that in 52,3% of notifications the prevalence is for
15 to 49 years old, which correspond to the work force. Male were the most
exposable to this injury with 70% of the bites. In this study was observed the
prevalence of the agriculture activity and the rural area. In Northeast region of
Brazil it is observed a greater activity in the planting and harvest periods. So

that it may have a correlation between the frequency of snake bites and the
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period for planting and harvest (Lemos et al., 2009). Those inferences reinforce
the fact that snake bites as a work accident. Furthermore, these data confirm
the results obtained by Kastiriratne et al (2008) who related that all over the
world agricola activity is a risk factor for snake bites. Seasonality for snake
bites must be taken as an important fact which can drive educational
prevention. In Southern and South of Brazil snake accidents usually occur from
October to April which is the most warm and rainy period of the year for those
regions (Brasil, 2003). In Northeastern the accidents occur mostly between May
and September with decay after October (Lemos et al., 2009).

Victims were most affected in the inferior members as feet and finger
feet. Ribeiro et al (1995) and Moreno et al. (2005) also related feet (43,1%) as
the most affected region of the body. So that the use of protection equipments
as gloves and boots are indicated.

Mild envenomations were the most observed in this study. This is in
accordance with period between bite and hospital care and also with other
authors (Franca et al, 2003; Ribeiro et al, 2001). Although Santoro et al. (2008)
showed that time between bite and hospital care is not related.

The most clinical features observed in this study were pain and edema.
It is well known that Bothrops evenomings are characterized by pain, edema,
haemorrhage, local necrosis, ecchimosis, blisters (Rosenfeld, 1971; Brasil,
2003). Haemorrhage was the most systemic manisfestation observed in this
study, as also related by other outhors (Sano-Martins, 1995; Santoro et al.,
2008) followed by cefalea. This haemorrhage was soon stopped after
antivenom therapy, except for one patient who presented epistaxis and

remained bleeding for more 2 days after treatment.
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Considering that mediators immunologicals are relevant tools for
understanding the actions of the B. erythromelas venom, in the present study,
the production of IFN-y e IL-10 was analyzed in culture supernatants of patients
in different stages of the serum therapy. Cytokines are soluble protein
mediators important for the orchestration of inflammatory responses of the
human body (Romagnani, 2000). Although IL-10 has not been produced, it is
interesting to notice that, before treatment (Oh moment) and after 12h that, the
patients with both envenoment degrees exhibited significantly lower
concentrations of the IFN-y comparing to the control group, in response to
ConA. Jararaca venom elicited the same response profile. Within 24h after
serum therapy, there was not statistical significance between the means of IFN-
vy presented by mild-envenomed individuals and health donors. From these
data, one can postulate that Bothropic venom exerts somehow an
immunosuppressive effect on the immune response of the patients.
Immunossuppression exerted by snake venoms was previously pointed by
Rangel-Santos et al. (2004) and Cardoso et al. (2001), who studied the
influence of crotoxin, a protein from rattlesnake (Crotalus durissus terrificus)
venom, in cell proliferation, viability and in vitro production of cytokines in mice.

The production of NO for these patients was also evaluated. Nitric oxide
is an important mediator that has been involved in the genesis of a variety of
pathological conditions into inflammatory process after injury, as edema and
formation of inflammatory infiltrate (Neto et al., 2006). Nitric oxide synthesis
may be induced through increased of inducible NOS (iNOS) expression and this
NO produced may induce tissue damage, as necrosis, hemorrhage and edema

and contribute to strong vasodilating action (Hogg et al., 1992; Lomonte et al.,
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1993; Petricevich et al., 2000). Beyond, as NO can promote leukocyte migration
(Cirino et al., 2003) and as neutrophils play a role is muscle regeneration in
snhake venoms (Teixeira et al., 2003), this mediator had been investigated as
possible therapeutic agent against Bothrops envenomation (Neto et al., 2006).

Previous assays, performed by our group (in press data), also showed
higher NO release in mice splenocytes cultures that received, in vitro, Bothropic
stimulus (100, 10 and 1 pg/mL). Results showed the pro-inflammatory profile of
this snake venom. Similar to our studies, many studies has been demonstrated
a significant increment of nitric oxide in serum of Bothrops envenomation
(Barros et al., 1998; Tambourgi et al., 1998; Petricevich et al., 2000; Escocard
et al.,, 2006). Zamuner et al. (2001) to better understand the ability of the
venoms to induce NO, analyzed iINOS expression from peritoneal macrophages
and showed that Bothrops venoms induced a significant increase of nitrite
concentrations, released for macrophages into peritoneal cavities, at 48 hours
after venom injection in mice. In addition, others studies had been shows that
nitric oxide exerts a cytoprotective role and contributes to vascular homeostasis
(Walford and Loscalzo 2003; Endres et al., 2004).

The search for immunological markers that help in determining the
severity of cases are useful accessories for the indication that therapy is a
reality of the research of envenoming. Since snake venoms are rich in protein
and peptide toxins that have specificity for a wide range of tissue receptors, it
became important to verify some known cellular markers to determine the effect
of poisoning and administration of the antivenom on their expression. By
identifying certain markers in cells from peripheral blood, we realized that, in

relation to T lymphocytes, a decrease is observed 12 h after treatment followed
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by maintenance of similar levels before treatment of CD3, CD4 and CD25 T
lymphocytes (in the case some significant points of CD25 compared to control)
in mild envenoming patients and a slight increase followed by a slight decrease
or maintenance of similar levels before treatment in severe or moderate
patients. This may suggest two realities: first a decrease would indicate the
migration of these cells into tissues and systems affected, contributing and/or
regulating the inflammatory conditions observed and hence its decrease in
peripheral blood, however, by the end of treatment and remission symptoms it
recover the equilibrium rate in patients with mild envenoming, which was not
initially observed in patients with moderate and severe only 24 hours after
treatment; The second situation would reflect the normal variation of expression
of these markers observed in a population, since it was not seen significant
difference compared to control (with some exception in the expression of
CD25).

Regarding CD8" T lymphocytes, cytotoxic T cells, we saw its percentage
increase in the mild envenoming patients, and a slight decrease in moderate
and severe patients. The CD16" lymphocytes, indicative of NK cells, showed a
decrease in its expression in moderate and severe patients and it was
interesting to observe that mild envenoming patients had a relatively constant
percentage of expression before and after treatment. This may suggest the role
of these two subtypes in the restoration of homeostasis of the systems in
poisoned patients contributing to the death and apoptosis of damaged cells.

With regard to B lymphocytes, identified by the marker CD19, and by the
co-receptor for IgG (CD32), it was observed that its expression before treatment

and 24 hours after administration of antivenom, remained similar, possibly due
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to the administration of serum snakebites in adequate quantities to solve the
poisoning, reflecting the importance of the humoral immune response to the
resolution of cases with the production of immunoglobulin that neutralize the
venom. Regarding CD32 (FcgRIIA), given its immunomodulatory action in the
presence of IgG (Lisi et al, 2010), mild envenomed patients had initially
percentual values below the control group with subsequent significant increase
in the expression of this co-receptor, consistent with the presence of
serum snakebites and consequent negative feedback to the endogenous
production, while in severel and moderate envenomed patients it was observed
a similar level to control, what could you contribute their worse condition, with
further slight decrease at 24 hours.

Concerning the complement system receptors, analyzed on monocytes
and granulocytes, CD11b, CD35, CD55, CD88 and CD18 was seen that the
CD11 and CD35 showed similar behavior, with a slight increase observed in
patients within 12 hours and in 24 hours maintenance or slight decrease,
possibly indicating a greater activation of the complement system with
subsequent phagocytosis of the resulting immune complexes from the
interaction of antivenom the immunoglobulin with venom. Regarding CD88,
complement C5a receptor that is a potent mediator of inflammation (Gasque et
al, 1997), the results indicated a slight increase in the expression of this marker
in mild envenomed patients and a decrease in moderate and severe patients to
levels similar to those of mild patients before and 24 hours after treatment, in
accordance to the gravity of cases of patients and consequently with the

observed damage and disease resolution.
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The expression of CD55 increased 12h after treatment and then after 24
hours, decreased, which was good for patients to since CD55 inhibits
complement activation (Bomm et al, 1991) and consequently jeopardize the
formation of immune complexes that could trigger inflammatory processes and
deposit in other systems, causing damage and renal complications (Jancar and
Crespo, 2004). Finally, CD18, related to extravasation of leukocytes to the
endothelium (Kling et al, 1992; Schenkel, 2004) showed higher levels in
patients with initially mild envenoming, indicating an increased migration of
these cells, and increased levels in moderate and severe patients after
treatment (especially in monocytes) related with the recovery of patients and
most effective migration of its cells.

It is important to observe that most of the markers studied showed
expression values, 24h after treatment administration, similar in both groups of
patients or who tended to the same results (decrease or increase). This
suggests that after the treatment there is a equilibrium of the immune response
that when better characterized will aid the treatment and prognosis of patients.

The variation observed in markers can reflect various aspects such as:
time of poisoning and referral to the hospital, number of ampoules administered,
amount of venom present in the system, tissue damage prior to administration
of the ampoules and migration of cells into tissues and systems affected. To
obtain more significant results studies will continue with the evaluation of a
larger number of patients aiming to use these markers to help identify the
severity of cases and to better understand their importance to the clinical

resolution of disease.
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The technology of CBA (Cytometric bead array) Th1/Th2 kit allows the
evaluation of serum specific inflammatory cytikines and chemokines involved in
envenomation. According to preliminary results of cytokines and chemokines
produced in the serum of patients, we observed that the results were similar
among the clinical forms of envenoming. This may reflect the number of
patients used in this study, therefore showing the need for more studies using
this approach.

Finally, a comprehensive and deeper understanding of clinical,
epidemiological and immunological envenoming associated with B.
erythromelas provide information for developing new therapeutic approaches
aimed at counteracting the deleterious effects involved in this kind of

envenomation.
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Table 1 - The clinical and epidemiological characteristics of the study group

Age Sex Type Of B_|te Month of Local Manifestation Systemu_:
Envenoming site occurrence Manifestation
86 Male Mild Hand June Edema, Pain throw up
25 Male Moderate Feet July Edema, Pr?un, N.I.
Echimosis
22 Male Severe Feet July Edema, Pain gengival hemorrhage
. Finger Edema, Pain,
62 Male Mild of Feet July Echimosis headaches
60 Male Mild Finger July Edema, Pain N.I.
of hand
62 Male Mild Finger July Edema dizziness
of hand
60 Male Mild Feet August Edema, Pain N.I.
60 Male Moderate Feet August Edema, Pa.m, headaches, throw up
Paresthesia
22 Male Mild Feet August Edema, Pa_m, thow up
Paresthesia
Edema, Pain, gengival
26 Male Severe Feet August Echimosis, hemorrhage, throw
Paresthesia up, diarrhea
32 Male Mild Le August Edema, Pain, NO
9 9 Paresthesia
58 Male Moderate N.I. August Edema, Pain N.I.
28 Male Mild Feet September Pain, Paresthesia NI
63 Male Moderate Fingers September Pain NO
of Feet
65 Male Mild Feet September Edema, Paresthesia NO
gengival
15 Female Severe Feet Novembre Pain, Echimosis hemorrhage,
headaches

N.l. = not informed
NO = negative
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Table 2. Levels of Thl and Th2 cytokines in subjects with diferente clinical

manifestation of envenomation by B. Erythromelas snake. Values are shown in

pg/mL.
o _ _ IFN-y TNF-a IL-10 IL-6 IL-4 IL-2
Clinical Manifestation
Avg SD Avg SD Avg SD Avg SD Avg SD Avg SD
Mild 1 1 04 06 6 13 5 71 0.3 0.6 1 1
Moderate + Severe 1 1 0.7 1 4 1 9 1 1 1 1 1

Avg = Average of groups
SD = Standard deviation

Table 3. Levels of chemokines in subjects with diferente clinical manifestation of

envenomation by B. Erythromelas snake. Values are shown in pg/mL.

IL-8 RANTES MIG MCP-1 IP-10
Clinical Manifestation
Avg SD Avg SD Avg SD Avg SD Avg SD
Mild 119 73 75 17 414 339 5091 1169 13 16
Moderate + Severe 243 238 95 32 718 660 5060 1446 11 10

Avg = Average of groups
SD = Standard deviation
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Figure 1: Interferon-gamma (IFN-y) production by mild-envenomed patients and

healthy individuals (Control) in response to Con A and Bothropic venom (both

2.5 pg/ml). The brackets represent the significant results. The horizontal bars

represent the mean of the groups.
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Figure 2: Interferon-gamma (IFN-y) production by moderately-envenomed

patients and healthy individuals (Control) in response to Con A and Bothropic

venom (both 2.5 pg/ml). The bracket represents the significant results. The

horizontal bars represent the mean of the groups.
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Figure 3: Interferon-gamma production by mild and moderate-envenomed

patients at TOh and healthy individuals (Control) in response to Con A, PHA and

bothropic venom in different concentrations. The brackets and the greek letter ®

represent the significant levels of the cytokine showed in control group in

relation to mild and moderate-envenomed patients, respectively. Horizontal bars

represent the mean of the groups.

Tabela do gréfico TOh
TO

Stimuli Mild valorde P Mod/Severe Valorde P Controls
Con A 114+204 0,008 241+80 0,007 1090+254
PHA 100176 0,0148 306+97 0,06 703+458
Ven5,0 232+338 0,001 145+58 0,010 632+444
Ven2,5  198+237 0,001 191+75 0,010 754+413
Ven 1,0 102+109 0,002 202+87 0,035 7031390
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Figure 4. Interferon-gamma production by mild and moderate-envenomed

patients at T12h and healthy individuals (control) in response to ConA, PHA and

Bothropic venom in different concentrations. The brackets and the greek letter ©

represent the significant levels of the cytokine showed in control group in

relation to mild and moderate-envenomed patients, respectively. Horizontal bars

represent the mean of the groups.

Tabela do grafico T12h
T12h

Stimuli Mild valorde P Mod/Severe Valor de P Controls
Con A 206177 0,004 2671277 0,015 1090+254
PHA 228+213 0,310 485567 0,240 703+458
Ven 5.0 1884239 0,014 157+197 0,06 632+444
Ven 2.5 195+196 0,017 1324119 0,030 754+413
Ven 1.0 208+289 0,015 120+102 0,035 7031390

Gréafico T24h
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Figure 5: Interferon-gamma production by mild-envenomed patients at T24h

and healthy individuals (Control) in response to Con A, PHA and Bothropic

venom in different concentrations. The bracket represents the significant levels

of the cytokine showed in control group in relation to patients. Horizontal bars

represent the mean of the groups.

Tabela do grafico T24h
T24h
Stimuli Mild valor de P Mod/Severe Valor de P Controls
ConA 341+337 0,059 X X 1090+254
PHA 293336 0,230 X X 703+458
Ven5,0 2641247 0,200 X X 632+444
Ven2,5 2431226 0,060 X X 754+413
Venl,0  233%+203 0,017 X X 703+390

* = Diferenca significativa dos controles em relacdo aos pacientes leves, sob determinado estimulo.
o = Diferenca significativa dos controles em relacdo aos pacientes moderados, sob determinado estimulo.
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Figure 6: Nitric oxide production induced by different stimulus in cells cultures
of mild envenoms patients. A, B and C indicate the experimental times Ty, T1>
and Tash, respectively. Con A and Bothropic venoms (at 5 and 1 pg/mL,
respectively) induced higher values in relation to control in all the experimental
times. PHA induced statistical results at T1, and T4, (B and C) and Bothropic
venom (at 2.5 pg/mL) induced higher NO production at To and To4, (A and C).
Horizontal bars represent the average of four independent experiments. # p <

0.05.
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Figure 7: Nitric oxide production induced by different stimulus in cells cultures
of severe envenoms patients. A and B indicate the experimental times T1, and
To4h, respectively. Bothropic venoms (5 and 1 pg/mL) and PHA showed higher
induction of NO release at 12 and 24hours of culture (A and B). On the other
hand, Bothropic venom (at 2.5 pg/mL) and Con A stimulus only induced higher
NO production only at 24 hours (A). Horizontal bars represent the average of

four independent experiments. # p < 0.05.
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Figure 8: Nitric oxide production induced by different stimulus in cells cultures
of health people. Con A, PHA and Bothropic venoms (5, 2.5 and 1 pg/mL)
induced higher NO release in relation to control. Horizontal bars represent the

average of four independent experiments. # p < 0.05.
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Figure 9. Gréficos representando o percentual de linfocitos CD3" e CD4" em
pacientes com envenenamento Leves e Moderados e Graves(MG) em Oh, 12h

e 24 apos o tratamento.
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Figure 10. Gréafico representando o percentual de linfocitos CD25" em
pacientes com envenenamento Leves e Moderados e Graves(MG) em Oh, 12h

e 24 apos o tratamento.
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Figure 11. Gréficos representando o percentual de linfécitos CD8" e CD16" em
pacientes com envenenamento Leves e Moderados e Graves (MG) em 0Oh, 12h

e 24 apo6s o tratamento.
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Figure 12. Gréaficos representando o percentual de linfécitos CD19" e CD32
em pacientes com envenenamento Leves e Moderados e Graves (MG) em Oh,

12h e 24 apds o tratamento.
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Figure 13. Gréficos representando o percentual de monécitos CD11b" e CD35"
em pacientes com envenenamento Leves e Moderados e Graves (MG) em Oh,

12h e 24 apos o tratamento.
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Figure 14. Gréficos representando o percentual de mondcitos CD11b" e CD35"
em pacientes com envenenamento Leves e Moderados e Graves (MG) em 0h,

12h e 24 ap6s o tratamento.
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Figure 15. Grafico representando o percentual de mondécitos CD18" em
pacientes com envenenamento Leves e Moderados e Graves (MG) em Oh, 12h

e 24 apos o tratamento.
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Figure 16. Gréaficos representando o percentual de granul6citos CD11b" e
CD35" em pacientes com envenenamento Leves e Moderados e Graves (MG)
em Oh, 12h e 24 apds o tratamento.
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Figure 17. Graficos representando o percentual de granuldcitos CD55% e
CD88" em pacientes com envenenamento Leves e Moderados e Graves (MG)

em Oh, 12h e 24 apds o tratamento.
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Figure 18. Gréfico representando o percentual de granuldcitos CD18" em
pacientes com envenenamento Leves e Moderados e Graves (MG) em 0h, 12h

e 24 apos o tratamento
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ABSTRACT

Snake venoms are a complex biological mixture used for immobilization and
killing of prey for alimentation. Many effects are inflicted by these venoms, such as
coagulation, necrosis, bleeding, inflammation and shock. This study aimed to evaluate
the inflammatory activity promoted by Bothrops erythromelas and Crotalus durissus
cascavella snake venoms. It could be observed that both B. erythromelas and C. d.
cascavella venoms induced higher IFN-y and IL-6 production. Nitric oxide was
significantly produced only by B. erythromelas venom, which also showed a higher rate
of cell death induction when compared to C. d. cascavella. Results showed that B.

erythromelas and C. d. cascavella venoms induced a marked immunomodulatory
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response, in vitro, through cytokines and NO production. However, B. erythromelas
induces a pro-inflammatory response and a higher rate of cell death in relation to C. d.

cascavella venom.

Key-words: snake venom, Bothrops, nitric oxide, necrosis, Crotalus.

INTRODUCTION

Snake envenomation is a health problem mainly in rural areas of tropical and
subtropical countries™?. In Brazil, twenty-thousand bites by venomous snakes are
reported each year, and approximately 90% of them are inflicted by the genus
Bothrops®. People bitten by Bothrops species manifest local and systemic
manifestations like edema, pain, ecchymosis, blisters, myonecrosis, gingival bleeding,
hematuria, epistaxis, hemorrhage and leukocyte infiltration *°.

On the other hand, the genus Crotalus contains several species of snakes, as
Crotalus durissus cascavella (usually found in scrublands of the Brazilian Northeast),
responsible for approximately 1500 cases of snakebite annually®’. Crotalus species
envenomation is caused by a complex mixture of biologically active substances, such as
toxins, enzymes and peptides®. Clinical manifestations induced by Crotalus venom in
South America are neurotoxicity, myotoxicity and renal damage, as well as having
antithrombotic, platelet-aggregating activities, an analgesic effect, and acute renal
failure®101*,

Many studies show that different snake venoms induce specific
immunomodulatory responses in vitro and in vivo'*****, These responses are divided
between Thl and Th2 cells and are mediated by specific cytokines that determine

effective functions of immune system compounds™. Different cytokines are involved in

both Thl and Th2 responses. Interleukin-2 (IL-2) has multiple, sometimes opposing,
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functions during an inflammatory response and is a potent inducer of T-cell
proliferation and T-helper 1 (Th1) and Th2 effector T-cell differentiation®. IL-6 is a
critical factor for hematopoiesis through regulation of the entry of hematopoietic stem
cells into the cell cycle, proliferation of cells committed to the myeloid and lymphoid
lineage, and maturation of B-cells into antibody-producing cells*’. IL-10 is an important
immunoregulatory cytokine that influences innate and adaptive immune responses®®.
IFN-vy is a cytokine secreted by activated T and natural killer cells and regulates host
defense, inflammation, and autoimmunity. The balance of these cytokines determines
which response is predominant, whether Th1 or Th2%.

Ophidian  envenomation  induces physiological and immunological
consequences. To investigate the immunomodulatory response induced by both
Bothrops erythromelas and Crotalus durissus cascavella brazilian snake venoms, the
present study analyzed nitric oxide, IL-2, IL-6, IL-10 and IFN-y production on
stimulated mice splenocyte cultures. Cytotoxic assays and cell viability tests were also
performed to evaluate, when possible, the damage induced by both snake venoms. We
believe that these preliminary studies involving immune response in mice splenocytes
may promote a better understanding about new Bothrops and Crotalus antivenom

therapeutic in the future

MATERIALS AND METHODS

Animals. Male BALB/c mice (6 to 8 weeks old) were raised at the animal facilities of
the Oswaldo Cruz Foundation (Rio de Janeiro, Brazil) and maintained at the animal
facilities of the Aggeu Magalhdes Research Center of the Oswaldo Cruz Foundation in

Recife, Brazil. All mice were treated and sacrificed in accordance with the Oswaldo
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Cruz Foundation Commission for Experiments with Laboratory Animals (Ministry of

Health, Brazil, 0266/05).

Preparation of Bothrops erythromelas and Crotalus durissus cascavella venoms
Male and female specimens of B. erythromelas and C. d. cascavella snakes were milked
and their venoms were maintained at a temperature of 4°C until use. The protein

concentration of the venoms was analyzed by Lowry (1951) test™.

Preparation of splenocytes. Splenocytes were obtained according to Pereira et al.
(2004)?'. After euthanizing each animal with CO, gas, the spleen was removed
aseptically and placed in a Falcon tube containing RPMI 1640 with fetal calf serum
(complete medium). In a vertical flow, each spleen was transferred to a Petri dish where
it was macerated. The cell suspensions obtained were transferred to Falcon tubes
containing approximately 10 mL of incomplete medium per spleen, centrifuged at 4°C,
200 x g for 5 minutes. After discarding the supernatant, distilled water was added to the
sediment to promote lysis of red blood cells. The supernatant, containing no cellular
debris, was collected and centrifuged at 4°C, 200 x g for 5 minutes. The sediment
(containing cells) was resuspended in complete RPMI 1640. An aliquot of each cell
suspension was separated, diluted in trypan blue to be quantified in a Neubauer chamber

and cell viability was determined.

In vitro cytotoxicity assays. The cytotoxicity of the venoms was determined using
BALB/c mice splenocytes (6 x 10° cells/well) cultured in 96-well plates in RPMI 1640
media (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) supplemented with 10% fetal bovine

serum (FCS; Cultilab, Campinas, SP, Brazil) and 50 pug/mL of gentamycin (Novafarma,
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Anépolis, GO, Brazil). Each venom was evaluated at six concentrations (1, 5, 10, 25, 50
and 100 ug/mL), in triplicate on two independent assays. Cultures were incubated in the
presence of ®H-thymidine (Amersham Biosciences) (1 pCi/well) for 24 h at 37°C and
5% CO,. After this period, the content of the plate was harvested to determine the *H-
thymidine ([*H]TdR) incorporation using a beta-radiation counter (B-matrix 9600,
Packard). The toxicity of the venoms was determined by comparing the percentage of
3H-thymidine incorporation (as an indicator of cell viability) of venom-treated wells in
relation to untreated wells. Saponine (0.05%), cytotoxic compound, was used as
positive control. Con A and PHA were used as references for immunological assays.
Non-cytotoxic concentrations were defined as those causing a reduction of *H-

thymidine incorporation below 30% in relation to untreated controls.

Measurement of cytokine levels in splenocyte supernatants. Splenocytes were
cultured in 24-well plates (TPP) at a density of 10° cells/well. Cytokines were
quantified in 24, 48, 72 h and 6 day supernatants from cultures stimulated with
Bothrops erythromelas snake venom (100, 10 and 1 pg/mL), Crotalus durissus
cascavella snake venom (100, 10 and 1 pg/mL), Concanavalin A (2.5 pg/mL),
Phytohemagglutinin (5 pg/mL) or maintained only in culture medium (control). The
levels of IL-2, IL-6, IL-10 and IFN-y were measured by sandwich ELISA, according to
the manufacturer’s suggested protocols. The monoclonal antibodies used were from Kit
OptEIA (BD Biosciences), being previously titered. Plates with 96 wells (Nalge Nunc
International Corporation) were sensitized with specific anti-cytokine antibodies
(according to the manufacturer’s instructions) and incubated “overnight” at 4°C.
Cytokine standards were added after serial dilution from their initial concentration (800,

10000, 8000 and 8000 pg/mL, for IL-2, IL-6, IL-10 and IFN-y, respectively). After
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washes, 50 pl of all samples and standards were added in duplicate and the plate
incubated for 2 hours at room temperature. Subsequently, the specific antibodies were
combined with biotin (according to the manufacturer’s instructions) and incubated for
1h30min at room temperature. Revealer solution was added containing 2.2-azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS). The reaction was
blocked with 1 M sulphuric acid and the reading was carried out in a spectrophotometer
(Bio-Rad 3550, Hercules, CA) at 415 nm. Sample concentrations were calculated in the
linear region of the titration curve of cytokine standards, and final concentrations were
expressed in pg/mL, using the Microplate Manager Version 4.0 software (Bio-Rad

laboratories).

Analysis of cell viability by Annexin V-FITC and Propidium iodide staining.
Splenocytes were treated with Bothrops erythromelas venom (100, 10 and 1 pg/mL),
Crotalus durissus cascavella venom (100, 10 and 1 pg/mL), Concanavalin A (2.5
pg/mL) and Phytohemagglutinin (5 pg/mL). These treated cells were maintained in
culture in 24-well plates (TPP) for 24 hours to for analyze their cell viability. Untreated
cells (control) were used as a negative control. Following this, lymphocytes were
centrifuged at 4°C, 450 x g for 10 minutes. After discarding the supernatant, 1 mL of
PBS 1X was added to the sediment and the mixture was centrifuged at 4°C, 450 x g for
10 minutes. After discarding the supernatant, the pellet was resuspended in a binding
buffer (10 mM HEPES (pH 7.4), 150 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,, and 1.8 mM
CaCl,) and annexin V conjugated with fluorescein isothiocyanate (FITC) (1:500) and
propidium iodide (PI, 20 pg/mL; 10° cells) were added to each labeled cytometer tube.
Flow cytometry was performed on a FACSCalibur (Becton Dickinson Biosciences,

Mountain View, Ca, USA) and analyzed using Cell Quest Pro software (Becton
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Dickinson). Results analysis was performed on graphs by dot plot. Double negatives
(Annexin-FITC/PI") were considered viable cells. Annexin-FITC*/PI" represented
splenocytes in the early stage of apoptosis. Double positive (Annexin-FITC*/PI") were
considered to be spleen cells in the late stage of apoptosis and only PI*, cells were

considered necrotic.

In vitro nitrite analysis: Splenocytes were used to evaluate the concentration of nitrite,
after treatment with Bothrops erythromelas venom (100, 10 and 1 pg/mL), Crotalus
durissus cascavella venom (100, 10 and 1 pg/mL), Concanavalin A (2.5 pg/mL),
Phytohemagglutinin (5 pg/mL) or maintained only in culture medium (control) after 24,
48, 72 h and 6 days of incubation. Culture media were carefully collected for
subsequent measurement by the colorimetric Griess method (Ding et al., 1988). NO
concentration was estimated by the standard curve (3.12 - 100 pmol/mL) and the
reading was carried out in a spectrophotometer (Bio-Rad 3550, Hercules, CA) at 490

nm.

Statistical analysis. Data were analyzed using non-parametric tests. Differences among
groups were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by either
Tukey’s t test or Kruskal-wallis non-parametric test. All results were expressed as mean
values of groups xstandard deviation of four independent experiments per group and

were analyzed considering the value of p < 0.05 as statistically significant.

RESULTS
The cytotoxicity threshold was expressed as the highest concentration tested that

was not cytotoxic for the splenocytes. Saponine was used as a positive control. Results
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showed that Saponine (0.05%), known for its cytotoxity, demonstrated a higher
inhibition. Con A and PHA, used as references for immunological assays, did not show
toxic activity at 50 to 1 pg/mL concentrations for Con A and neither concentration for
PHA. Both Bothrops erythromelas and Crotalus durissus cascavella venoms were
cytotoxic above 1 pg/mL concentration, indicating the higher toxic effect induced by
these snake venoms in splenocyte cultures (Table 1). Because higher toxic effect
induced by both venoms, all immunomodulatory assays in this study (ELISA, nitrite

detection and flow citometry) were performed using a non-toxic dose, i.e., 1 pg/mL.

Snake venoms promoted different values to IFN-y production

Immunological investigations of splenocytes stimulated, in vitro, with B.
erythromelas snake venom were performed comparing which compared this group with
splenocytes stimulated with C. d. cascavella snhake venom. Because of their
immunological properties, Concanavalin A (Con A) and Phytohemagglutinin (PHA)
mitogens were used as positive controls and unstimulated cells (cells + medium) were
used as a negative control. Four experimental times, i.e., 24, 48, 72h and 6 days were
used in our assays. In 24 hours, Con A (2149 £311) showed higher and statistically
significant values in relation to the control (p < 0.05). However, at the same time, B.
erythromelas venom (1422 +480 and 1214 +380 at 100 and 1 pg/mL concentrations,
respectively) and C. d. cascavella (1234 +348 at 1 pg/mL concentration) induced
higher, but not statistically significant, IFN-y production. At 48 hours, only C. d.
cascavella (1374 £288 at 1 ug/mL) showed statistically significant values in relation to
the control (p < 0.05). The time of greatest IFN-y production for all stimuli, in vitro, was
72 hours (Figure 1A-E). At this time, we observed that both B. erythromelas and C. d.

cascavella (at 100 pg/mL) showed significant values (Figure 1D-E). Finally, after 6
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days of assay, only Con A (6032 £2545) and C. d. cascavella (3090 +601 at 100
pg/mL) showed significant IFN-y production (p < 0.05). As shown in Figure 1, IFN-y
levels in supernatant cultures showed peak values at 72 hours of assay. Thus, 72 hours
was the time chosen to analyze other cytokines in this study such as IL-2, IL-6, IL-10

and nitric oxide.

Profile of cytokine release and comparative analysis at 72 hours of assay

Other cytokines, such as IL-2, IL-6, IL-10 and nitric oxide, were measured in
our study. IL-2 was not produced at significant levels for any treatment with snake
venom at all experimental times. Only Con A showed statistically significant induction
of production of this cytokine at 24, 48 and 72 hours (628 +42, 768 +13 and 151 £1.9
and p < 0.05, respectively) (data not shown). Similar to IFN-y, IL-6 was also produced
in statistically significant values by B. erythromelas (13.235 +1850 at 1 pg/mL) and by
C. d. cascavella (11606 £1038 at 10 pug/mL) at 72 hours of assay. The same result was
observed for IL-10 and NO production at 72 hours Figure 2B and C). IL-10 was
detected in splenocytes stimulated with B. erythromelas venom (100 and 10 pg/mL
concentrations) and C. d. cascavella venom (1 pg/mL) when compared with the control
(Figure 2B). Although nitric oxide production showed higher levels, only B.
erythromelas venom (1 pg/mL) showed higher values (p < 0.05) in relation to the
control at 72 hours of assay (Figure 2C). In addition, we could also see that although
there were no differences among venom stimulus in relation to IFN-y production
(Figure 2A), we observed a dichotomy in the synthesis of NO and IL-10 at 72 hours. In
fact, when we increased doses of venom from B. erythromelas a gradual increase in the
IL-10 production and decrease of NO release occurred (Figure 2B and C). The opposite

effect was observed, i.e., an increased C. d. cascavella dose induced lower IL-10
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production and higher NO release (Figure 2B and C). These observations are very
important for understanding venom molecular differences and signaling mechanisms in

mice splenocytes.

Analysis of IFN-g/IL-10 balance between snake venoms

Imbalance in the ratio between pro-inflammatory and anti-inflammatory events
is possible. To analyze this characteristic, we assessed the balance in the synthesis of
IFN/IL-10 at 72 hours of in vitro stimuli. Figure 3 shows that although no significant
difference has been observed in this ratio, high doses of B. erythromelas venom (100
pg/mL) were able to promote an immunoregulatory effect, characterized by an inverse

relationship in the synthesis of IFN-y and IL-10.

Profile of cell viability indicated higher necrosis induced by B. erythromelas venom
After the cytotoxicity analysis, we investigated possible cell damage induced by
snake venoms in mice splenocytes. For this analysis we used apoptosis, late apoptosis
and necrosis parameters to indicate the induction of death and cellular damage promoted
by both venoms (Figure 4A-E). Absence of exogenous stimuli was used as a control.
Figure 4A shows the cell viability status of BALB/c mice splenocytes following 24
hours of in vitro stimuli with snake venom. The data analysis indicated that B.
erythromelas (at 100, 10 and 1 pg/mL concentrations) induced higher late apoptosis and
necrosis (at 100 and 10 pg/mL) (Figure 4C and D). On the other hand, C. d. cascavella
venom only showed higher necrosis induction at 1 pg/mL concentration (Figure 4D).
Comparison between venoms also showed higher late apoptosis induced by B.
erythromelas (at 1 pg/mL concentration) in relation to C. d. cascavella venom (Figure

4C).



166

DISCUSSION

Snakes of the genera Bothrops and Crotalus are responsible for the majority of
the ophidian accidents in Latin America and, specifically, Brazil. In humans and
experimental animals, Bothrops envenomation induces systemic haemorhage and blood
incoagulability in addition to intense tissue damage at the site of injection. Symptoms
are due to the presence of a variety of toxins in the venom??*3. On the other hand,
Crotalus envenomation does not induce a significant inflammatory reaction at the site
of the bite, but exerts severe systemic neuro-, nephro-, hepatho- and myotoxic effects?.

Many studies have investigated immunomodulatory effects induced by different
snake venoms and these immunological alterations were observed as both cellular and
humoral responses®*®. The aim of this study was the same, but before analyzing
immunological aspects and the stimulation profile exerted by Bothrops erythromelas
and Crotalus durissus cascavella snake venoms, it was necessary to make an
investigation of cytotoxicity levels promoted by both venoms in against mice
splenocytes.

We used tritiate thymidine ([*H]TdR) in our assays, given that thymidine acts
through the incorporation of tritium into the DNA of cells and is the most commonly
used technique today for proliferation and that this method is effective for evaluation of
specific lymphocyte cytotoxicity?®. Our results showed higher cytotoxic effects induced
by snake venoms above a 1 pg/mL concentration. Lomonte et al. (1993)*, investigating
Bothrops asper snake venom, showed similar results and affirm that the venom
displayed in vitro cytotoxicity in spleen cells in a dose and time-dependent manner.
Torres et al. (2010)? also showed that the PLA; fraction from Bothrops marajoensis
snake venom presented higher cytotoxicity in murine macrophages including membrane

disruption and cell lysis. In addition, Crotalus durissus terrificus venom induced
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cytotoxic effects in splenocytes treated, in vitro, with a 5 pg/mL dose and induced
decreased cell viability (Rangel-Santos et al., 2004)%*.

Many studies have described the involvement of cytokines in envenomation,
including snake, scorpion and spider venom models”**3, To identify the impact of
snake venom in terms of inflammatory activity, we analyzed the profile of IFN-y, IL-2,
IL-6, IL-10 and NO production in mice splenocytes stimulated, in vitro, with Bothrops
erythromelas and Crotalus durissus cascavella snake venoms. In our study, we
observed that the best time of culture to analyze cytokine release was 72 hours. In fact,
both snake venoms were capable of inducing IFN-y, IL-6, IL-10 and NO production, but
this cytokine release showed different results between venoms. Our data showed that
the induction of IL-2 production was not significant for produced by either snake
venom, the induction of IFN-y and IL-6 was equally produced by both snake venoms,
the induction of IL-10 production was significant for produced more by Bothrops
erythromelas than C. d. cascavella and nitric oxide was only induced produced at
statistical levels by Bothrops erythromelas venom. Furthermore, a dichotomy was
observed between those venoms indicating possible molecular differences and signaling
mechanisms induced by both snake venoms.

Similar results were demonstrated by Rangel-Santos et al. (2004)**. These
authors affirm that splenocytes treated with Crotalus durissus terrificus venom did not
show IL-2 and IL-10 cytokine release. In fact, other studies have demonstrated, through
in vivo and in vitro assays, the same profile of cytokine release observed in our study.
Escocard et al. (2006)?° showed IL-6 production induced by crude venom of Bothrops
atrox, Petricevich et al. (2000)%, investigating venoms of Bothrops asper and Bothrops
jararaca, demonstrated that both venoms induced prominent elevations on the

production of I1L-6, IL-10 and IFN-y and Lomonte et al. (1993)?" showed that injection
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of Bothrops asper venom into mouse paws also invoked increased levels of serum IL-6
in the serum.

Higher NO release observed in splenocytes stimulated, in vivo, with Bothrops
erythromelas venom may be a consequence of characteristics induced by this venom in
host tissue, such as damage, prominent necrosis, hemorrhage and edema that are
characteristic of Bothrops envenomation®***. Furthermore, experimental studies showed
that Bothrops asper venom induces phagocytosis and triggers microbicidal functions of
peritoneal leukocytes, in vivo, with a consequent increase in the production of hydrogen
peroxide and nitric oxide by macrophages followed by the generation of toxic
peroxynitrites?. In fact, NO is also produced during the host response evoked by
Bothrops asper venom. This venom induced the synthesis of NO following
intramuscular and intraperitoneal injections in mice, mainly through induction of
expression of the inducible nitric oxide synthase (iINOS) promoted by higher IFN-y
release. In addition, a protective role of NO was demonstrated against the lethal activity
of this venom®*°. Barros et al. (1998) also showed similar results, indicating that low
IFN-y production was followed by undetected nitric oxide levels in supernatant cultures.
These studies corroborate our findings, as they showed showed similar pro-
inflammatory responses as achieved in our assays.

Distinct actions of both B. erythromelas and C. d. cascavella venoms showed in
this study may be explained by the to different toxin composition and different clinical
manifestations induced presented by these venoms in humans and mice envenomated,
as previously explained. Others species of Bothrops genus, as B. asper, B. jararaca and
B. atrox, shows similar induction of histamine, bradykinin, eicosanoids, prostaglandins
and cytokines production involved in Bothrops envenomations?’ 23293392930 Beyon(,

similar to our data, others studies affirm the higher Th1 response induced by Bothrops
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envenomations promoted in association with higher pro-inflammatory response
observed on ophidian envenomation®*®, Although Crotalus envenomations induce
similar hemorrhagic and tissue damaging effects observed in Bothrops envenomations,
the production of prostaglandins (potent pro-inflammatory mediators) induced by
Crotalus venoms is still unclear*®®. Beyond, many some studies have showed been
showing the anti-inflammatory profile of this venom***2,

Although many stimuli can induce immunomodulatory responses, as snake
venoms for example, it is necessary to verify whether if this response is beneficial for
the stimulated immune cell because some studies affirm that specific stimuli (biological
or chemical) could induce damage, such as apoptosis or necrosis on target cells through

excessive free radical accumulation®®**

. In our cell viability assay, B. erythromelas
induced more cell damage than C. d. cascavella venom. Teixeira et al. (2003)* also
reported similar results, showing depletion of neutrophils in mice treated with Bothrops
asper venom and amyotoxic PLA, fraction. In addition, Angulo and Lomonte (2009)*
analyzing the mechanism of action of myotoxin Il, a Phospolipase A, of Bothrops asper
venom, showed that this toxin can induce, through degenerative events related to Ca®*
influx, necrotic cell death. Studies analyzing Crotalus venom effects were performed
with isolated fraction (toxins) of this venom and it has been shown that these toxins
cause a reduction in the resting potential of the membrane and an increase in membrane
conductance*®*’. Rangel-Santos et al. (2004)** showed in their assays that Crotalus
durissus terrificus venom induced higher inhibition of the cellular proliferative
response, in cultures stimulated by Con A, in both crude venom and crotoxin (isolated
fraction) and, for this aspect, the cell viability test realized by them did not show

significant results. In our study we used total Crotalus venom and we suggest that this

methodology may be key to promoting low cell damage in comparison to B.
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erythromelas. Many studies have investigated the cell damage induced by these viperid
snake venoms, correlating the role of venom toxins in inflammatory responses. Diaz et
al. (2005)*, treating human endothelial cells with BaP1, observed that this venom
fraction induces apoptosis through caspase-8 activation. In addition, Gallagher et al.
(2005)*° observed in their study that fibroblasts treated with jararhagin activated an
apoptotic cascade through death-receptor (extrinsic) apoptosis pathways.

Snake venoms are very complex, containing hundreds of biologically active
compounds associated with the inflammatory process (Gallagher et al. 2005)*°. In this
study we observed that B. erythromelas and C. d. cascavella venoms induced a marked
immunomodulatory response, in vitro, through cytokines and NO production. But, it is
evident that B. erythromelas promotes a pro-inflammatory profile and Crotalus durissus
cascavella venom has the opposite effect, i.e. anti-inflammatory.

We suggest that these data can enhance the our understanding of immunological
consequences induced by ophidian envenomation, especially concerning to South
American species, and promote a better understanding for future therapeutic strategy by

anti-ophidic venom treatment.
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Bothrops erythromelas and Crotalus durissus cascavella venoms, Con A, PHA,

Saponin and unstimulated cells stained with [*H]-thymidine.

Compounds lectins concentrations (ug/mL)

100 50 25 10 5 1

Inhibition (%)*

Bothrops erythromelas 62 55 44 35 33 -
Crotalus durissus cascavella 61 56 53 36 31 -
Con A 58 - - - - -
PHA - - - - - -
Saponin 94 91 90 89 88 88

* Percent of cellular proliferation inhibition.
( - ) = Non-cytotoxic concentrations were defined as those causing a reduction of [*H]-thymidine
incorporation below 30% in relation to untreated controls.
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Figure 1: Profile of IFN-y production by BALB/c mice splenocytes following in vitro
stimuli with snake venom. Splenocytes were incubated under distinct experimental
conditions, including: A) the absence of exogenous stimuli — Control Culture (0); B) in
the presence of PHA (@); C) in the presence of ConA (®); D) in the presence of distinct
concentrations (— 100pg/mL,---- 10pg/mL and — 1ug/mL) of B. erythromela (O) or
E) C. durissus venons (©). Data are expressed as mean levels of IFN-y (pg/mL) £
standard error. Rectangles highlight the data points at 72 hours of incubation, identified
as the first statistically significant (p<0.05) time point for IFN-y production as compared

to 24 and 48 hours of incubation (*) and therefore selected for further analysis.



176

IFN-y (72 hours -10{72 hours
4000 ¥ ( ) 100 - IL-10¢( ) 100 - NO (72 hours)

80 -
3.000 T 300 4 !
j—_ —_—
50 4 T T .
2.000 A » = 200
40 T o
1.000 ﬁ 100 4

Cenythromelas  C durissus E. erythromelas

IFM-¢ [pafmL]
IL-10 [pafmL]
NO [niiL]

PHA | ©

[ ]
o o
i
[=]
cons [ -

100pgmL
1 0pigimbL

==
E
=
=]
L]

Control
PHA
ConA
q0pgdmL
Control
PHA
ConA
q0pgdmL
1 paimL |
10pgdmL

100pg/mL |—-| —

100pg/mL
q0pgdmL

© 100pg/mL

m
=3
©
=
¥
=
[

& enythromelas  C.durizsus

Figure 2: Comparative analysis of IFN-y, NO and IL-10 production by BALB/c mice splenocytes following 72 hours of in vitro stimuli with
snake venom. Splenocytes were incubated under distinct experimental conditions, including: the absence of exogenous stimuli — Control Culture
(LD); in the presence of PHA (H); in the presence of ConA (H); in the presence of distinct concentrations (100pg/mL, 10pg/mL and 1pg/mL) of
B. erythromela ([J) or C. durissus venoms (). The results are expressed as mean levels of IFN-y, NO and IL-10 (pg/mL) * standard error.
Significant differences at p<0.05 are highlighted by T4 as compared to Control Cultures and by connecting lines for intra-group comparisons.
Dashed rectangles highlight the venom concentration (1ug/mL) that induced a dichotomous profile between B. erythromela (pro-inflammatory)
and C. durissus (regulatory). ND = not done.
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Figure 3: Analysis of IFN-g/IL-10 balance produced by BALB/c mice splenocytes
following 72 hours of in vitro stimuli with snake venom. Top panel represents the IFN-
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exogenous stimuli — Control Culture (LJ); presence of ConA (Ill); presence of distinct

concentrations (100pg/mL, 10pg/mL and 1pg/mL) of B. erythromela ([CJ) or C.
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durissus venons (). The results are expressed as mean IFN-y/IL-10 ratio + standard
error. Bottom panels represent correlation analysis between IFN-y (pg/mL) and IL-10
(pg/mL) following in vitro stimuli with B. erythromela (O) or C. durissus (©) at
distinct concentrations (100pg/mL, 10ug/mL and 1pg/mL). Correlation indices (r and
p-values) are provided in the figure. Significance was considered at p<0.05 and

highlighted in bold.
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Figure 4: Profile of cell viability, apoptotic and necrotic BALB/c mice splenocytes following
in vitro stimuli with snake venom. Top panel represents the cell viability status, considering
the distinct experimental conditions, including: absence of exogenous stimuli — Control
Culture ([)) and presence of distinct concentrations (100pg/mL, 10pg/mL and 1ug/mL) of B.
erythromela (L) or C. durissus venons (). The results are expressed as mean percentage of
viable cells (Annexin~ PI"), early apoptotic cells (Annexin® PI"), late apoptotic cells
(Annexin® PI") and dead cells (Annexin~ PI") + standard error. Bottom panels display
representative dot plot distributions of cell phenotypes highlighting the percentage of viable
and late apoptotic cells. Significant differences at p<0.05 are highlighted by T4 as compared

to Control Cultures.
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SUMMARY

Accidents caused by snakes, especially in tropical and subtropical countries, still
constitute a serious public health problem due to the lack of knowledge of health
professionals and the precariousness of health systems in places where most
accidents occur. Snake venoms contains a range of molecules that can cause local
swelling, pain and renal and respiratory insufficiency. The study of what each
molecule may cause in the individual can help with complementary therapy. The
knowledge of clinical aspects on envenomings provides a better identification and
implementation of appropriate treatment. In addition, to understand this type of

envenoming and improve the therapeutic strategy, it is necessary to understand and
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study the role of important inflammatory mediators, specially NO (nitric oxide),

cytokines and the complement system.

Keywords: Snakes, envenoming, clinical aspects, immunology.

1. INTRODUCTION

Occurring snake bite is an important neglected public health problem, which
occurs worldwide. This is particularly relevant in rural areas of tropical and
subtropical countries where bites are more common and where there is limited
access to health services and the antivenom. The actual magnitude of the threat of
shake envenomings to public health in these countries is unknown, which makes it
difficult for the responsible institutions to optimize the prevention and treatment (1).

Authors conducted a work estimating the global reality for snake bites. In the
world 1.8 million people are envenomed and 94,000 die annually. In addition, the
study estimated that India is the country with the largest number of envenomings,
81,000 per year, followed by Sri Lanka (33,000), Vietham (30,000), Mexico (28,000)
and Nepal (20,000). Brazil appears along with Vietnam, with approximately 30,000
accidents per year (1).

Recently snake bite was introduced by the World Health Organization in the
list of neglected tropical diseases (2). Global Snake Bite Initiative (SBI)(2010) (3) was
founded, performing a greater coverage of snake bites worldwide, especially
concerning the notification of accidents (4,5). According to SBI mortality for
individuals envenomed by snakes is greater than for Chagas disease, dengue,
cholera, leishmaniasis and eschistosomiasis. Most snake bites occurring in Latin

America are caused by species of the Bothrops genus (6). Snakes of the Bothrops
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genus are responsible for 90.6% of the accidents reported, with a lethality index of
0.45% of cases handled. Accidents often occur at the beginning and end of the year,
with men, rural workers, in productive age (between 19 and 45 years), reaching
mostly lower limbs (7).

To understand this type of envenoming and improve the therapeutic strategy,
in addition to clinical and epidemiological studies, it is necessary to understand and
study the role of important inflammatory mediators as nitric oxide (NO), cytokines and
the complement system. Many studies describe the involvement of cytokines in the
envenoming by snakes, scorpions and spiders (8,9,10). NO also participates in the
pathogenesis of snake envenomings by a number of mechanisms such as: (a) it can
lead to induction of tissue damage due to its ability to generate peroxynitrite and
hydroxyl radicals after interaction with superoxide ions (11,12) and b) it can
contribute to the hypotension characteristic of this type of envenomation, due to its
vasodilating action. The precise function of NO in snake envenomings has yet to be
investigated, but it is probably important in the systemic changes that have occurred
resulting from snake envenomations (8). Moreover, the mechanism by which snake
venoms induce the production of cytokines and NO is unknown (8). It has been
observed that animals injected with Bothrops venoms showed Ileukocyte
accumulation which is dependent on eicosanoid release and chemotactic factors
derived from serum (13). However, the latter effect is probably due to the
complement activation (14).

The study of clinical and immunological aspects on Bothrops envenomation

would help us to understand the patient’s evolution, aiming new therapies.
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2. VENOM

Usually the actions of snake venoms involve coagulopathy, thrombocytopenia,
edema, inflammation, shock, intracranial hemorrhage, pituitary hemorrhage, renal
failure, thrombosis and pulmonary embolism. These actions occur because snake
venoms are complex biological mixtures used for immobilization and death of prey for
food. Instant immobilization is caused by respiratory or cardiac failure. The venoms
contain approximately 25% of solid weight, from which 70% to 90% are proteins and
polypeptides of relative high molecular weight. The remaining 10%-30% corresponds
to low molecular weight substances such as carbohydrates, amino acids, small
peptides, amines, nucleotides, inorganic compounds and ions (15).

Coagulopathy is an effect triggered by many snake venoms. The main
problems of coagulopathy are to reduced blood coagulability, increasing tendency to
bleeds; bleeding due to damaged veins; and progressive systemic side effects such
as hemorrhage, shock, intracranial hemorrhage, pituitary hemorrhage, renal failure,
thrombosis and pulmonary embolism. A range of components can activate the
coagulation system, which does not necessarily result in thrombosis; actually it
results in consumption of coagulation factors, leading to the incoagulability. Snake
venoms can inhibit or activate platelets, as well as form an activation surface for the
coagulation cascade. In addition, thrombocytopenia can occur, which leads to an
increased bleeding (16).

The consumption of coagulation factors can also lead to hemorrhagic
disorders, by reducing the number of platelets and by the direct action of
hemorrhagic toxins on vessel wall (17). These toxins, known as hemorrhagins, have

between 55 and 105 kDa and can act degrading components of the basal lamina of
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vessels and promoting their disruption (18); or, producing direct lesion on endothelial
cells (19).

The first hemorrhagin that causes inflammation, isolated from a venomous
snake, was BAP-1 (metalloproteinase) from Bothrops asper (20). This hemorrhagin
of class P-I (snake venom metalloproteinase type 1) is edematogenic when injected
into mice paw. After intramuscular injection bubbles and leukocyte infiltrate were
observed in the dermis, which was associated with the degranulation of mast cells
and enlargement of macrophages (21, 22).

It was showed that the main mediators of the edema caused by B. jararaca
venom are derivatives of the aracdonic acid. In addition, the authors claim that
serotonin is also involved in the development of paw edema in mice. According to the
authors, the mechanism of edema formation differs from the mechanism of
hemorrhage, since the aracdonic acid do not participate in local hemorrhage induced
by this venom. Interestingly, animals pre-treated with guanetidina, capsaicin or
subjected to surgical denervation had attenuated hemorrhage, but not edema. This

suggests that hemorrhage and edema are a multimediated phenomena (23).

Variable degrees of thrombocytopenia are commonly found in patients
envenomed by Viperidae and by some species of Elapidae and Colubridae (24, and
references therein). Whether or not thrombocytopenia correlates with spontaneous
systemic bleeding depends on the venom involved, especially if platelets are
inactivated as well as being depleted in numbers (25, 26). The combination of
thrombocytopenia with prolonged clotting time has been reported to increase the risk
of bleeding (16, 25). Results of platelet counts suggest that thrombocytopenia
contributes to the development of systemic bleeding in Bothrops envenoming, as

previously reported (16), and is generally correlated with the severity of envenoming.
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In addition to thrombocytopenia, impairment of platelet function is also observed in
patients bitten by B. jararaca (27). The pathophysiology of platelet disorders is
complex (25, 26, 27), but their association with coagulation disturbances (16; 28) and
endothelial cell damage (29) certainly contributes to the development of systemic

bleeding (30).

However, platelet counts of patients envenomed by B. jararaca with systemic
and/or local bleeding recover promptly after antivenom therapy, reaching values
almost identical to those showing no bleeding as early as 6 h after antivenom
infusion. Antivenom therapy alone was effective in rapidly restoring the platelet count
in these patients, without the need for platelet replacement therapy (30). The findings
suggest that the rise in platelet count following venom neutralization by antivenom
may be due to the dramatic production of interleukin-6, a potent promoter of
thrombopoiesis and megakaryocytopoiesis (31, 32, 33). This has been observed in
both experimental and human envenoming by some Bothrops venoms (34, 35, 36,
8). Sequestered platelets apparently do not account for the rapid increase in platelet
counts observed in patients following antivenom therapy, as the return of
sequestered platelets does not occur in rabbits experimentally injected with B.

jararaca venom (26).

Blood platelets control the inflammation at several steps (37, 38) and may
contribute to the extent of the hemorrhage and inflammatory processes induced by B.
jararaca venom. Thus, the toxins responsible for thrombocytopenia (39) might

increase local swelling indirectly (30).

Three patients bitten by the snake Bothrops lanceolatus were studied. The first

patient, even though arrived at the hospital 45 minutes after the bite, presented
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coagulopathy and thrombocytopenia, and was treated with 20ml of antivenom.
Magnetic resonance imaging (MRI) showed acute bilateral infarcts and, on this basis,
the patient was diagnosed with a grade 4 envenoming and more 20ml of antivenom
was given to the patient. Blood coagulation returned to normal in 3 days and the
patient was discharged from the hospital. Another patient showed what seemed to be
a ‘dry bite’ and after tetanus prophylaxis took place, he was sent home. Neurological
examination resulted normal and the patient received 20ml of BothroFav®. Although
discharged in the same day from the hospital, the next day the patient returned with
acute ischemic stoke. Blood tests showed the occurrence of coagulopathy. On this
basis, the patient was than treated with more 40ml of antivenom. A third patient was
admitted to hospital 2 hours after the bite and was treated with 20ml of antivenom.
Still, 24 hours after the bite, he presented thrombocytopenia and after MRI it was
observed acute bilateral infarcts, so he received more 40ml of antivenom. The
authors observed that even though the patients received antivenom doses within the
required time, two of them presented brain infarcts, so they claim that the knowledge
on the variability of venom composition may be important for the development of a
more effective antivenom (40).

Also regarding to this species it was reported a case where a 74-year-old
individual was bitten. After two days treating the envenomation with popular
medicine, the patient seeked for a hospital. Although blood coagulation was normal,
the platelet counting was too low and 80ml of BothroFav® were applied to the victim.
Results of a MRI were normal. Cerebral and myocardial infarctions were observed
and the patient was declared dead after 10 days. The authors claim that B.
lanceolatus e B. caribbaeus envenomation present activation of vascular

endothelium, with release of immature forms of VWF (von Willebrand Factor),
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expressing adherent surfaces for platelet agglutination or by VEGF-type (vascular
endothelial growth factor) factor (41).

Bothrops caribbaeus is another snake found in Central America, it is also
characterized as having a thrombotic venom. Numeric et al (2002) reported for the
first time a case of B. caribbaeus envenoming (Island of Santa Lucia). In this case
the patient presented local pain and swelling limited to the affected leg 6 hours after
the bite, when the patient was treated. One week after the bite the patient showed
left hemiplegia with left facial paralysis. MRI revealed multiple areas of cerebral
ischemia, in addition, the patient presented bloody leakage at the site of the bite,
extensive swelling of the right lower limb, and edema at the abdominal wall and
upper chest. Necrosis was also observed at the site of the bite. After 2 months,
released from the hospital, the patient presented neurological sequelae. The authors
discuss that this envenoming developed signs and symptoms very similar to those
developed in B. lanceolatus envenomation in Martinique. Phylogenetic studies
suggest that the venoms of the two Caribbean species of Bothrops are very close
and may have the same thrombogenic potential (43). So, monospecific antivenom for
B. lanceolatus envenomations could be useful for the treatment of B. caribbaeus
envenomations as well, since a non-specific one for the last is available (42).

In Bothrops envenomings occurs the rapid development of the edema and
inflammation at the bite site. The edema induced by these venoms are connected to
the action of various substances such as hemorragins, toxins that act directly on the
endothelium of capillaries and small veins, increasing permeability; cytotoxins, that
induce the release of histamine, PLA , aracdonic acid, which frees the membrane
fosfolipids, starting the synthesis of prostaglandins (which increases capillary

permeability); proteases, which break kininogen releasing kinins and leads to the
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production of nitric oxide and prostaglandins; vasoactive peptides, inhibiting the
action of the enzyme converting angiotensin (ECA), boosting the action of bradykinin;
components of the complement cascade (44, 45).

Myonecrosis is a common result in envenomings caused by snakes of the
Bothrops genus. Bothrops venoms affect muscle cells by myotoxins on ionic
channels affecting the permeability of the cell membrane, and by the indirect action
of proteases, causing disruption of vessels, which leads to muscle cell ischemia (34).
The greatest myotoxic activity of the Bothrops genus belongs to B. jaracussu species
(46).

Shock is one of the effects caused by Bothrops toxins through the activation of
hypotensor substances. These substances activate the kallikreins-kininogen-kinin
system, increasing vascular permeability and facilitating the net circulatory. The
substances responsible for this purpose in non pathological states are kinins (47).

The study of Bothrops jararaca venom led the Brazilian researchers Rocha e
Silva et al. (1949) to the discovery of bradykinin, which directed to the formulation of
Captopril, widely used in the treatment of hypertension, heart failure, congestive
heart failure and coronary artery disease. Therefore, the study of venoms have

provided the elucidation of various pharmacological mechanisms (48).

3. PARTICIPATION OF CYTOKINES, NITRIC OXIDE AND COMPLEMENT
SYSTEM

Several studies describe the involvement of cytokines in envemomings by
snakes, scorpions and spiders (8,09,10). Figure 1 shows the production and

activation of mediators by snake venoms.
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TNF-a, IL-1 and IL-6 by
macrophages (Jararagin-C)
INF-y, TNF-a, IL-10, and IL-4
on human TCD4+

®Induction of tissue lesion
according to its ability to
generate nitrites and
peroxynitrites;

®Contributes for
hypertension thanks to its
vasodilation properties

® Cha,C3andC4
® leukocyte locomotion

Figure 1. The production and activation of mediators by snake venoms.

The pathogenesis of systemic effects on Bothrops envenomations is complex.

The role of cytokines, NO and Complement in the pathology has been the subject of

studies (8; 13, 14, 35).

It has been showed that individuals bitten by Bothrops jararaca and C. d.

terrificus from Brazil, showed increase in levels of IL-6 and IL-8. The increase of IL-6

could explain the lymphopenia and leukocytosis, since this cytokine is able to

increase the secretion of adrenocorticotropic and glucocorticoids. These authors

suggest that snake envenomings relate to acute trauma, inducing a typical acute

response (36).

It was found that the subcutaneous injection of B.atrox venom (from Instituto

Butantan Serpentarium) in mice induced chronic inflammation with signs of plasma
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exsudate, leukocyte migration and vascular damage that resulted in hemorrhage and
disruption of skeletal muscle cells. This study showed that IL-6 was not produced by
esplenocytes; IL-10 was produced by esplenocytes and peritoneal cells; IFN-y was
produced by peritoneal cells, not esplenocytes. In addition, authors hipothetize that
plasma exudation can be mediated by bradykinin local release and histamine;
leukocyte migration and adhesion can be initiated by C3a, Cb5a and/or IL-8;
endothelial cells can be activated and p-selectin expressed, as well as e-selectin,
through paracrine activation by histamine, Thrombin-like and TNF-a; accumulation of
basophils and leukocytes can be mediated by IL-8; disruption of skeletal muscle
cells can be driven directly by proteases as PLA,, hemorrhagins or citolytic
compounds present on venoms, or indirectly by mediators released by leukocytes
(49).

Studies on B. asper and B. jararaca venoms (from the Serpentarium of the
Instituto Clodomiro Picado) showed that the seriousness of envenomings would
probably be linked to high levels of IL-1, TNF-a and IL-6, while on moderate or light
envenomings, IL-6 would show a moderate level, and IL-1 and TNF-a were not
increased. In their experiments, Petricevich et al. (2000) showed the presence of
IFN-y and IL-10 in envenomed mice serum (8).

The effects of neutrophil depletion on cytokine expression, chemokines and
INOs induced by B. atrox venom (from the Instituto Butantan Serpentarium) were
studied with the objective to understand tissue lesions caused by this venom. Their
results showed that neutrophil depleted animals didn’t have significant neutrophil
influx in the peritoneal cavity or the gastrocnemius, compared to the animals not
depleted. Levels of IL-6, MIP-1 3, MIP-2 and NO, but not of IL-1 3, were significantly

larger in serum of depleted animals. When mRNa of cytokines of depleted and not
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depleted animals were analyzed, the authors concluded that IL-1 B, IL-6, INOS,
RANTES, MIP-2 and CXCR2 were detected in cells of both groups of mice; TNF-a
and TGF- were not detected; and CCR1, CCR5 and MIP-1 3 were detected only in
cells of depleted animals. These findings indicate that neutrophils negatively regulate
the expression of MIP-1 B, CCR1 and CCR5 by cells in the location of injuries, what
is important for cell migration on inflammation (49).

Investigating the effects of jararagin-c, toxin composed only of a type-
desitegrin and type-cysteine domain, in the induction of leukocyte rolling and release
of pro-inflammatory cytokines at the site of injection, Clissa et al. (2006) showed that
the jararagin-c stimulated the interaction between leucocytes and post capillaries
veins, since the number of rolling leucocytes increased by 250% after treatment in
vivo with the isolated toxin. In addition, the toxin was able to induce the release of
cytokines such as IL-1 B, IL-6, and TNF-a (51).

The investigation of the induction of inflammation by neuwviedase, a P-I class
hemorrhagin isolated from Bothrops neuwied (synonyms: B. n. goyazensis, B. n.
meridionalis, B. n. paranaensis and B. n. urutu) (51) took place. This study was
conducted in gastrocnemius cell cultures. Their findings showed that infiltrated
cellular cultures treated with neuwiedase were composed mainly of
polimorphonuclear cells in acute stages; and in late stages macrophages appeared
(52). These results supports the study of Fernandes et al. (2006), using the BAP-1
from B. asper. Jararagin was also able to induce the accumulation of leucocytes in
mice air pouch (51). Regarding to the release of cytokines induced by neuwiedase,
(53) showed a significant increase in KC (chemokine like the human IL-8) in muscle
homogenate 2 hours after inoculation with neuwiedase. Significant increase of IL-6

and IL-1 B has also been verified. This information corroborate with studies in BAP-1,
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with the increase of IL-6 and IL-1 muscular homogenate (54) and the increase in
levels of IL1-B and peritoneal exsudate of mice injected with the same hemorrhagin
(55).

There has been noted that the increase in IL-1 would lead to increased
expression of IL-6 and IL-8 (KC). IL-1 and IL-6 induced the expression of adhesion
molecules by endothelial cells, i.e. the same induced leukocyte migration (56, 57,
58). The authors conclude that muscle can have an important role in inflammation
induced by hemorrhagins (SVMPs), this being the most important tissue responsible
for the production of cytokines by neuwiedase (52). The release of IL-1 and IL-6 after
the injection of BAP-1 on muscles suggests that, in addition mediate mast cell,
cytokines may also be involved in local inflammatory response induced by BAP-1
(54). According to this hypothesis, increasing levels of IL-1 were observed in mice
peritoneal exsudate after injection of BAP-1 (54).

Subsequent investigation showed that jararahgin stimulates directly mRNa
expression of TNF-a, IL-1 and IL-6 by macrophages (59). This suggests that the
macrophages are important SVMP targets. Research with mice knock out to TNF-a
and IL-6 receptors showed that both cytokines are relevant to the development of
jararahgin induced necrosis, but not edema or hemorrhage (60).

The mechanism through which Botrhops venoms induce cytokine production is
not known (8). In experiments with flow cytometry, Luna et al. (data not yet
published), incubating mononuclear cells of healthy individuals with 1ug/ml of B.
erythromelas venoms (from Northeastern Brazil) showed significant expression of
IFN-y, TNF-a, IL-10, and IL-4 on TCD4" cells, comparing to non stimulated cells
cultures through flow cytometry (61). These results indicate that the venom of that

snake induces a TH1/TH2 cell type response, responsible for the activation of B
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cells, macrophages and dendritic cells involved in phagocytosis (62). This is
especially important in the inflammation for this type of envenoming, by cleaning

necrotic tissue at the bite site.

Investigating whether B. asper venom (from the Atlantic region of Costa Rica)
would have the ability to activate Complement, Farsky, et al. (2000) (63) showed that
Cba is involved in leukocyte locomotion in the presence of the venom in vivo and in
vitro. In addition, metalloproteinase BaP-1, isolated from the same venom, was able
to activate the Complement system, which can be observed by the decrease in
serum hemolytic activity. The authors also claim that the BaP-1 activated the
chemotaxis for neutrophils, which has not happened with none of the PLA , of the
venom (63).

Luna et al (2010) observed that both B. erythromelas and C. d. cascavella
(from Northeastern Brazil) venoms induced higher IFN-y and IL-6 production on
mice splenocytes. Nitric oxide was significantly produced only by B.
erythromelas venom, which also showed a higher rate of cell death induction
when compared to C. d. cascavella. Results showed that B. erythromelas and
C. d. cascavella venoms induced a marked immunomodulatory response, in
vitro, through cytokines and NO production. However, B. erythromelas induced
a pro-inflammatory response and a higher rate of cell death in relation to C. d.

cascavella venom (64).

In order to assess to what extent the Complement system would be involved in
the pathogenesis of inflammation and/or hemorrhage, it wasisolated Hi5 protein from
B. atrox venom (from the Serpentarium of the Instituto Butantan), which has
haemorrhagic activity and activates the Complement system. When incubated with
normal human serum, this hemorragin loses its hemolytic activity. This effect was
dose-dependent and was accompanied by consumption of C3 and C4. In the same

study, C3 semipurified was incubated with Hi5 being cleaved into smaller fragments.
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Protein HI-5 was then injected into gastrocnemius mouse inducing inflammation
characterized by edema and inflow of PMN. Haemorrhage was not changed. The
authors also claim that, apparently, the Complement system, as a source of
endogenous mediators of the primary effects of acute inflammation, such as C3a and
Cbha, and also participates in recruiting leukocytes, but not in the induction of
hemorrhage (65).

Thus, studies involving the participation of the NO, cytokines and Complement
provide experimental evidence that the direct action of venom toxins in various
tissues have a relevant role in the pathogenesis of systemic alterations characteristic

of Bothrops envenomations.

4. THERAPY

At the end of the 19th century Vital Brazil (1865-1950) described, for the first
time in the world, specific therapy for the treatment of envenomings symptoms
caused by snakes. After reading a report of Calmette's anti-Naja serum, Vital Brazil
purchased monovalent serum against the venom of Bothrops jararaca and the
venom of Crotalus durissus terrificus. In 1989 this led to the first demonstration of the
specificity of anti-venomous serum and later to the first production of polyvalent
serum for therapeutic use (66, 67). At the time, the scientist immunized horses with
the venoms of Lachesis lanceolatus (today Botrhops jararaca) and Crotalus terrificus
(today Crotalus durissus terrificus). Since then serum therapy was introduced
definitively in clinic. In Brazil the antivenom producers are Instituto Butantan,
Fundacgédo Ezequiel Dias and Vital Brazil Institute (6, 68, 69).

The antibodies used for an efficient neutralization of venom toxins need to be

specifically addressed to the main toxins responsible for local and systemic actions.
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Generally, the antivenom must be specific, except in cases where the clinic is similar,
as in cases of accidents by Lachesis and Bothrops. Nevertheless, poly-specific
antivenom present disadvantages in their use due to its low efficiency. On account of
structural differences of each toxin, some may lead to the production of antibodies
against the predominant toxins of the given venom to the detriment of another. In
addition, they reduce the immunized animal response, consequently reducing the
quantity of antibodies produced, due to the immunosupressor activity of some
venoms such as C. d. terrificus and L. muta muta. Variability between species and
between individuals must also be considered, since there are variations between
periods of time in the year, age of the specimen and geographical distribution (70).

Thus, to reduce problems with hypersensitivity some producers digest the
immunoglobulin molecule into their independent fragments, featuring as final product
only the portion f(ab)', or Fab (70).

Currently studies around genetic correlating snakes of the same genre have
been performed. The characterization of venoms by Proteomics contributes to a
greater understanding of biology, ecology and physiopathology of envenomings
caused by these animals. In addition, the knowledge of different families of toxins
may be relevant for the generation of immunization protocols with the production of
antibodies with greater specificity and effectiveness that the conventional ones,
produced in horses (70).

Studying the humoral immune response presented by individuals bitten by the
snake Bothrops erythromelas, Luna et al (2010) showed a marked 31KDa protein
which was not neutralized by the commercial antivenom used in Brazil. This discover
claims that some venom components are not well neutralized when the venom does

not make part of the pool of the venoms used to purchase the antivenoms (64).
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Nowadays understanding the molecular mechanisms that underline venom
variations, like ontogenetic and geographical, and a deep knowledge of venom toxins
may lead to a great impact in the treatment of snake bite victims, as well as in the
selection of specimens for the generation of improved antidotes (71).

The heterogeneity observed in inter- and intra-species in venom composition
should be considered in the presentation of symptoms of envenoming in humans,
especially with regard to envenoming triggered by the same species in different
geographic regions (72). Understanding the antigenic variation of the toxins of snake
venoms from different geographical origins can lead to the design of new therapeutic
approaches, specific to each toxin, based on the immunogenicity of these
components. Furthermore, high levels in the inter- and intraspecific variation may be
an impact in the treatment of victims and calls attention to the need of using a
mixture of venoms for the production of more effective antivenoms. Thus, the
development of specific antivenom is related to a detailed knowledge of the
composition of venoms and the immunological profile established by each (73).

A good example of antivenomics (term used to identify toxins that are
recognized by the antivenom by proteomics techniques (73) is the case of the genus
Crotalus. The antivenom produced against the venom of Crotalus simus simus,
Central America species, is ineffective for the neutralization of the neurotoxicity of the
venom of Crotalus durissus terrificus from South America. Likewise, antivenoms
produced in South America against the venom of C. d. terrificus are ineffective in
neutralizing the hemorrhagic activity of other venoms of the Crotalus genus . This
case illustrates how the knowledge of variations on snake venoms and their
geographical distribution can lead to the generation of more effective antivenoms

against the venoms of Crotalus in South and Central America (72).
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One of the most studied species in terms of proteomics, with respect to
individual variations, geographical and ontogenetic of its venom is the snake B.
asper, the most important medical snake from southern Mexico to southern Central
America (74). Recently it was used the venom to define in detail the molecular basis
of complex B. asper and the ontogenetic changes in the composition of the venom.
Notably, it was identified a similarity of 52% for the populations in the venom of B.
asper from Caribbean and Pacific regions (74).

Those authors reported that B. asper snakes from Caribean and Pacific
present different venom protein profiles. Different venom patterns presented by same
shake species could be used to identify the origin zone of the animals. The
geographical venom variability reported by the authors points a possible impact in
treatment of snake bite victims and the selection of specimens for antivenom
production. This study shows the importance of using pooled venoms for antivenom
production (74).

Important ontogenetic variations were identified in venom pool from neonates
and adults of the species B. asper from the same geographic region (Caribbean and
Pacific). The largest variations were observed in the ontogenetic shift to SVMP
SVMPs-PIII-PI, and secretion of PLA in adults, but in small amounts in newborns.
Furthermore, this ontogenetic resulted in increased complexity of the venom,
indicating that a change in the venom for the act of restraining and digest the prey is
related to age of the snake (74).

Intraspecific diversity resulting in clinical variability of envenomation must be
considered since bites by specific populations may require different treatments (75).

Evaluating the venom of B. atrox from Colombia, Brazil, Peru and Ecuador, it

was showed that Colombian and Brazilian B. atrox venoms share a few toxins,
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including batroxastatin, a BPP, two K49- and one D49-PLA2, a CRISP, and a LAO.
These venoms also showed different proteins which may be useful as regional
markers (75).

Evaluating the Costa Rican antivenom against these four venoms the authors
showed that this antivenom neutralized in 100% the Ecuador venom. In the case of
Brazil and Peru, more than 90% of the venoms were neutralized. This cross reactivity
profile evidences the close evolutionary kinship between B. asper and B. atrox (75).

Polyspecific commercial antivenoms generated by horses subjected to
additional venom injections, presented a higher neutralizing activity compared to the
antivenoms prepared from horses’ plasma subjected to only one immunization.
Hence, the authors indicate repeated immunization cycles to increase the
neutralizing potency of the hyperimmune plasma (76).

The isolation of a large number of toxins specific for immunization requires
access to large amounts of venom, which is not always possible. Alternatively, the
structural information of a specific toxin from the venom can facilitate the cloning and
expression of particularly important venom toxins (76). Another alternative is
immunization with DNA specific to a particular toxin (77, 78) or chimeric DNA which,
together with a drawing of the molecule through bioinformatics, can predict whether
the molecule is immunogenic enough to stimulate antibody production (79).

Therefore, complementary approaches related to the discovery of molecules
that neutralize a variety of toxins in the venom are fundamental to reach advances on

treating this type of envenoming.
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CONCLUSIONS

It is important to study and understand the snake bite evidence to the world
nowadays, as this is one of the neglected tropical diseases according to the WHO
(2009) (2). The involvement of society, politicians and researches is necessary to
improve educational, research and political actions, aiming to diminish the events
caused by venomous snakes around the world.

Hence, studies with mediators of the immune response such as NO, cytokines
and complement are necessary in order to clarify the role played by them in the
evolution and emergence of clinical manifestations of patients with envenomation
induced by Bothrops, enabling new advances in preventive strategies and

immunochemotherapy (at regional and global levels).
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ESTUDO EPIDEMIOLOGICO E CLINICO-LABORATORIAL DOS
ENVENENAMENTOS CAUSADOS POR JARARACA E CASCAVEL ATENDIDOS
NO HOSPITAL DA RESTAURACAO ( RECIFE) ENTRE JUNHO DE 2007 E JUNHO
DE 2008
EPIDEMIOLOGICAL AND CLINIC-LABORATORIAL STUDY OF

ENVENOMINGS CAUSED BY JARARACA AND CASCAVEL ATTENDED AT THE
HOSPITAL DA RESTAURACAO (RECIFE) BETWEEN JUNE 2007 AND JUNE 2008

, Karla Patricia de Oliveira Luna®3, Thassiany Rebeca Paiva Moura da Silva', “Maria Lucineide Porto Amorim,
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'Faculdade Mauricio de Nassau, 2 Universidade Estadual da Paraiba, * Centro de Pesquisa Aggeu Magalhaes/
FIOCRUZ; “*CEATOX, “Hospital da Restauracao.

iesgirg:miologia dos acidentes ofidicos no Brasil mostra-se inalterada nos ultimos 100 anos.
Este trabalho objetivou um estudo epidemiologico e clinico-laboratorial dos acidentes por
Jararaca e Cascavel, atendidos no Hospital da Restauracdo entre Junho de 2007 e Junho de
2008. Estudamos fichas de atendimento do Centro de Toxicologia avaliando: sexo do
individuo, idade, escolaridade, sazonalidade, género da serpente, tempo decorrido entre o
acidente e o atendimento, evolucéo clinica, municipio, local e zona de ocorréncia, assim como
dados clinicos e laboratoriais. Os acidentes Crotalicos somaram 69,4% e 0s acidentes
Botrdpicos 30,5%. Agosto de 2007 e Marc¢o a Junho de 2008 apresentaram maior incidéncia.
Os acidentes predominaram no sexo masculino (75%) e na zona rural (76,4%). Observou-se
que 54,1 % dos pacientes foram atendidos nas primeiras 10 horas decorridas do acidente. A
faixa etaria mais acometida foi de 01-10 anos (19,4%), seguida por: 11-20/31-40 anos
(15,3%) cada. As manifestagdes clinicas mais frequentes nos acidentes Botropicos foram:
edema local (63%), dor (45%), e gengivorragia (18%); nos acidentes Crotalicos foram: ptose
palpebral (78,2%), visdo turva (67,3%), mialgia (37%) e edema local (34,7%). As alteragdes
laboratoriais relevantes foram: tempo de coagulacdo em 50% dos acidentes Botrdpicos; nos

acidentados Crotalicos, creatino-kinase (66%), desidrogenase latica (66%) e tempo de
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coagulacao (32%), isto pode remeter as caracteristicas das peconhas. Os resultados mostraram
alteracdes no perfil dos acidentes ofidicos no estado de Pernambuco quanto ao tipo de
serpente envolvida, isto pode estar relacionado a intervencdo humana que tem provocado uma

mudanca no habitat desses animais.

Palavras- chave: epidemiologia, ofidismo, jararaca, cascavel, dados clinicos, dados

laboratoriais

Abstract

The epidemiology of snakebytes in Brazil remains unchanged over the past 100 years. This
work aimed to conduct an epidemiological and clinical-laboratorial study, showing the profile
of snakebytes by Jararaca and Cascavel attended at the Hospital da Restauracdao between June
2007 and June 2008. We studied attendance sheets of the Center of Toxicology evaluating:
sex of the individual, age, education, seasonality, snake genus, time between accident and
care, clinical, municipality, location and area of occurrence, as well as clinical and laboratory
data. Crotalic accidents were 69.4%, bothrops were 30.5%. August 2007 and March to June
2008 showed higher incidence. Snakebites predominated in male persons (75%) and in rural
areas (76.4%). It was observed that 54.1% of patients were attended in the first 10 hours after
the accident. The age group most affected was 01-10 years (19.4%), followed by other tracks:
11-20/31-40 years (15.3%) each. The most frequent clinical manifestations in bothrops
accidents were: local edema (63%), pain (45%), and gengivorragia (18%); and in crotalic
accidents were ptosis (78.2%), blurred vision (67.3%), myalgia (37%) and local swelling
(34.7%). Most relevant laboratory changes were: clotting time in 50% bothrops envenomings;
for crotalic envenomings, creatine-kinase (66%), lactate dehydrogenase (66%) and clotting

time (32%), this may be related to features of each venom. The results of this study showed a
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change in the profile of snakebytes in Pernambuco related to the genus of the snake, this may

be due to human intervention that has caused a change in the habitat of those animals.

Key-words: eidemiology, sakebite, jararaca, cascavel, clinical data, laboratory data

Conflito de Interesses: NAO HA CONFLITO

Introducéo

Os acidentes ofidicos tém representado um grave problema de Salde Publica,
especialmente para os habitantes dos paises tropicais, pela mortalidade que ocasionam e em
decorréncia da freqiiéncia com que ocorrem.>® Embora ocorra no mundo todo, o acidente
ofidico € um problema de salde publica negligenciado. Isso é particularmente verdade
pertinente em &reas rurais de paises tropicais e subtropicais, onde os acidentes ofidicos séo
mais comuns, mas também e onde ha limitado acesso aos servicos de salde e ao soro. A real
magnitude da ameaca dos envenenamentos ofidicos a salde publica nesses paises €
desconhecida, o que torna dificil aos Orgdos responsaveis otimizar a prevencdo e 0
tratamento.® Recentemente (2009), o Boletim Eletrénico EPIDEMIOLOGICO da SVS/MS,
mostrou que os acidentes ofidicos no Brasil alcancaram a marca de 27.655 casos em 2009.* O
género responsavel pela maioria dos acidentes é o género Bothrops (Jararacas) representando
90% dos acidentes.’ Entretanto, a porcentagem de acidentes pode variar de acordo com o
género da serpente e a regido do pais.’

Vital Brazil em 1901 realizou o primeiro estudo epidemiol6gico de acidentes ofidicos,
guando fez o levantamento do numero de Gbitos por picadas de serpentes peconhentas no
estado de S&6o Paulo, onde registrou 63, 88 e 104 Obitos em 1897, 1899 e 1900,
respectivamente. >

A epidemiologia dos acidentes ofidicos no Brasil mostra que seu perfil mantém-se
inalterado. Nos Gltimos 100 anos os acidentes ocorreram no inicio e final de ano, com pessoas
do sexo masculino, trabalhadores rurais, na faixa etaria produtiva (entre 19 e 45 anos) e na
maioria, eram atingidos membros inferiores.’

Segundo o Ministério da Saude, os envenenamentos ofidicos s@o considerados leves,
moderados ou graves, de acordo com a gravidade dos sinais e sintomas apresentados pelo
paciente.’
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A maioria dos acidentes ofidicos ocorridos na América Latina é causado por espécies
do género Bothrops.® A peconha dessas serpentes caracteriza-se por causar reacdes no local

da picada devido a acdo combinada de componentes como proteases, fatores hemorragicos,
78,9

fosfolipases e a liberacdo de mediadores enddgenos.

Nos envenenamentos botropicos ocorre o rapido desenvolvimento do edema e
inflamacéo no local da picada. O edema induzido por essas pegonhas esta ligado a acdo de
varias substancias como: hemorraginas, toxinas que agem diretamente no endotélio de
capilares e vénulas, aumentando a permeabilidade; citotoxinas, que induzem a liberacdo de
histamina; PLA,, que liberam &cido araquiddnico de fosfolipideos de membrana, iniciando a
sintese de prostaglandinas (as quais aumentam a permeabilidade capilar); proteases, que
clivam cininogénio liberando cininas e levando a producao de 6xido nitrico e prostaglandinas;

peptideos vasoativos que inibem a acdo da enzima conversora de angiotensina (ECA),

potenciando a acdo da bradicinina; componentes da cascata do complemento.*°

Tabela 1 — Envenenamentos Botrdpico e Crotalico e seus tratamentos segundo o Ministério da

Saude, 2003
Tipo de acidente Leve Moderado Grave Tipo de soro
Botrdpico 2-4 ampolas 4-8 ampolas 12 ampolas SAB, SABC ou
SABL
Crotalico 5 ampolas 10 ampolas 20 ampolas SAC ou SABC

SAB: soro antibotropico
SABC: soro antibotrdpico-crotalico
SABL.: soro antibotrépico-laquético

Estudando a agregacdo plaquetaria em pacientes picados pela serpente B. jararaca,
Sano-Martins et al. (1997)'' observaram o aumento estatisticamente significativo do

fibrinogénio no sangue, o decréscimo dos produtos de degradacdo do fibrinogénio e aumento
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do numero de plaquetas, 24 horas apds o tratamento com antiveneno botrépico. Além disso,
pela primeira vez foi demonstrado que esses pacientes apresentaram hiperagregacao
plaquetaria em sangue total. Em animais experimentais envenenados por serpentes do género
Crotalus distarbios da coagulacdo foram observados quando estudados por Santoro et al.
(1999). 12

As serpentes do género Crotalus (Cascavéis) sdo encontradas principalmente em
regides semi-aridas. Os acidentes provocados por essas serpentes somam cerca de 10% do
total de envenenamentos ocorridos no Brasil, com letalidade de 3,3%. *3

As peconhas dessas serpentes deflagram envenenamento do tipo neurotoxico, uma vez
que componentes dessas peconhas tém tropismo pelo sistema nervoso central. Essa acao
neurotoxica ocorre atraves da acdo periférica em placa motora (neurotoxina pré-sinaptica).
Ocorre também acdo miotdxica sistémica e coagulante, por acdo de toxinas trombina-simile,
sendo comum a alteragdo de coagulagdo sem sangramento. **

Estudando pacientes envenenados por Crotalus durissus terrificus em S&o Paulo,
Ribeiro e Jorge (1992)* verificaram que as manifestacées mais fregiientes no local da picada
foram: dor, edema, eritema e parestesia. As manifestacdes sistémicas mais frequentes foram
ptose palpebral, diplopia, turvacdo visual, mialgia e escurecimento da urina atribuido a
mioglobindria. Dentre as manifestacfes detectadas através de exames laboratoriais
destacaram-se, no referido estudo, alteracdo da coagulacdo sanguinea, que ocorreu em 48,1%
dos pacientes. Em 21 pacientes foi analisada a atividade sérica da creatino-kinase (CK), sendo
que 20 deles apresentaram alteracdo da mesma entre 2,5 e 2,33 vezes maior que o valor de
referéncia. A desidrogenase latica (LDH) alterou-se em 13 pacientes.

O presente estudo teve por objetivo realizar um estudo epidemioldgico e clinico-

laboratorial, apresentando o perfil dos acidentes ofidicos Botropicos (Jararaca) e Crotalicos
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(Cascavel) atendidos no Hospital da Restauracdo (HR - Recife-PE) entre Junho de 2007 e

Junho de 2008.

Metodologia

LOCAL DE ESTUDO
Foram coletados dados através de fichas de atendimento do Centro de Toxicologia

(CEATOX) do Hospital da Restauracdo (HR- Pernambuco - PE).

DESENHO DO ESTUDO

Neste estudo foram analisadas caracteristicas epidemiolodgicas e clinico—laboratoriais
dos pacientes atendidos. Estudo do tipo retrospectivo com abordagem quantitativa e
descritiva, com as seguintes variaveis: as relacionadas ao individuo (sexo, faixa etaria,
escolaridade); ao evento (sazonalidade, municipio, zona de ocorréncia, espécie
responsavel pelo acidente, tempo decorrido entre o acidente e o atendimento, local do
evento e evolucdo clinica); dados clinicos (sinais e sintomas dos envenenamentos) e

laboratoriais dos pacientes (TC, TS, CK, LDH).

AVALIACAO CLINICA E LABORATORIAL
Na avaliacdo clinica foram avaliados os sinais clinicos que ocorreram com maior
freqUéncia nos acidentes Botropicos (presenca de edema local, dor, gengivorragia, bolhas,
mialgia) e Crotalicos (edema local, dor, gengivorragia, mialgia, ptose palpebral e visdo turva)
e 0s pacientes que permaneceram assintomaticos em ambos acidentes ofidicos. A Avaliacéo
Laboratorial compreendeu analise dos exames laboratoriais do tipo: enzima creatina quinase

(CK), desidrogenase latica (LDH), tempo de sangria (TS) e Tempo de coagulacdo (TC). As
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avaliaces descritas acima foram realizadas pelo staff médico e biomédico do HR com o

CETOX-HR, para todos os pacientes atendidos.

ENZIMA CREATINA QUINASE
A creatinofosfoquinase (CPK) ou creatinoquinase (CK) € uma enzima presente em

varios sitios do nosso organismo, sendo encontrada em abundancia no coragdo e,
principalmente, nos nosso musculos. Sua elevacao na corrente sanguinea € um forte indicador
de lesdo muscular, uma vez que a destruicdo das células dos musculos provoca um grande
fluxo de CK em direcdo ao sangue. A creatinoquinase (CK) age transformando a creatina e
fosfocreatina, um processo que libera energia para o funcionamento do musculo. Existem 3
subtipos de CK:
a) CK-BB que esta presente em varios tecidos do corpo
b) CK-MM presente em grande quantidade nos mdsculos e no coracdo
c) CK-MB presente em pequena quantidade no musculos, mas em grande quantidade no
coracéo.**

Quando se solicita a dosagem da CK sanguinea, recebemos um valor que corresponde a soma
desses 3 subtipos. Por isso ela é comumente chamada de CK Total. Se a CK total estiver
elevada por conta de um aumento na CK-MB e da CK-MM, isso € um forte indicio de leséo
no coracdo, sugerindo um infarto do miocardio.* Se a CK estiver alta por elevagdo apenas da

14
l

CK-MM, uma grave lesdo muscular (rabdomiolise) € o mais provavel, =" acomentimento que

pode ocorrer nos envenenamentos Crotalicos.

O sangue é colhido de uma veia (puncéo venosa), geralmente da prega do cotovelo ou
dorso da mdo. O local da pungéo é limpo com anti-séptico e um torniquete (uma tira elastica),

ou um aparelho utilizado para medir a pressdo sanguinea, é colocado ao redor do brago para

comprimi-lo e restringir o fluxo de sangue através da veia. Isto faz com que a porg¢édo da veia


http://adam.sertaoggi.com.br/encyclopedia/ency/article/003423.htm
http://adam.sertaoggi.com.br/encyclopedia/ency/article/003398.htm
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abaixo do torniquete se distenda (se encha de sangue). Uma agulha é introduzida na veia e o
sangue coletado em um tubo vedado ou seringa. Durante o procedimento, o torniquete é
removido para restaurar a circulacdo. Quando o sangue tiver sido coletado, a agulha é

removida e o local da puncéo coberto para evitar qualquer sangramento.**

Valor Normal: A variagdo normal é de 24 a 194 U/ml.**

Obs.: U/ml = unidades por mililitro.**

DESIDROGENASE LATICA

A medicdo do LDH é mais utilizada para avaliar a presenca de tecidos danificados.
A enzima desidrogenase lactica (LDH) esta presente em muitos tecidos, especialmente no
coracdo, figado, rins, musculos do esqueleto, células sangiineas do cérebro e pulmdes. A
LDH cataliza a interconversdo de piruvato e lactato. Musculos que se exercitam convertem (e
os glébulos vermelhos metabolizam) glicose em lactato. O lactato é liberado no sangue e
eventualmente absorvido pelo figado. O figado converte lactato de volta em glicose e libera
glicose no sangue. Essa glicose € entdo absorvida pelos musculos em repouso, glébulos

vermelhos e por outros tecidos.™

O sangue ¢ colhido de uma veia (puncdo venosa), geralmente da prega do cotovelo ou

dorso da méo. O local da pungéo é limpo com anti-séptico e um torniquete (uma tira elastica),

ou um aparelho utilizado para medir a pressdo sangiinea, € colocado ao redor do brago para

comprimi-lo e restringir o fluxo de sangue através da veia. Isto faz com que a porcao da veia
abaixo do torniquete se distenda (se encha com sangue). Uma agulha ¢ introduzida na veia e o
sangue coletado em um tubo vedado ou seringa. Quando o sangue estiver sido coletado, a

agulha é removida e o local da puncéo coberto para evitar qualquer sangramento.™


http://adam.sertaoggi.com.br/encyclopedia/ency/article/000045.htm
http://adam.sertaoggi.com.br/encyclopedia/ency/article/002353.htm
http://adam.sertaoggi.com.br/encyclopedia/ency/article/003193.htm
http://adam.sertaoggi.com.br/encyclopedia/ency/article/003507.htm
http://adam.sertaoggi.com.br/encyclopedia/ency/article/002259.htm
http://adam.sertaoggi.com.br/encyclopedia/ency/article/003423.htm
http://adam.sertaoggi.com.br/encyclopedia/ency/article/003398.htm
http://adam.sertaoggi.com.br/encyclopedia/ency/article/000045.htm
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Valor Normal: 105 a 333 UI/L.**

Obs.: UI/L = unidades internacionais por litro.**

TEMPO DE SANGRIA

O método mais comumente utilizado ¢ o de Duke, em que é feita uma incisdo, de
tamanho padronizado, medindo-se a seguir o tempo decorrido até que cessar 0 sangramento,
intervindo apenas os fatores plaquetario e vascular. Realiza-se a assepsia do lébulo da orelha
(pode-se usar também a polpa digital) com algoddo embebido em alcool e deixa-se evaporar;
com auxilio de uma lanceta especifica e de um sé golpe, faze-se uma incisao local, com cerca
de 2 mm de profundidade; disparar o crondmetro; a cada 30 segundos recolher a gota de
sangue em papel de filtro (tendo o cuidado de que o mesmo nédo toque o Iébulo ou a polpa),
até que a ultima gota deixe apenas um sinal puntiforme no papel; anotar o tempo decorrido
entre a primeira e a Gltima gota recolhidas. **

Valor Normal: de 1 a 3 minutos. *

TEMPO DE COAGULACAO

O Tempo de Coagulacéo (T.C.) mede o tempo necessario para que o sangue coagule “in
vitro”. Procede-se a pungdo venosa, procurando lesar os tecidos, o minimo possivel; dispara-
se 0 cronébmetro, assim que 0 sangue entrar na seringa; separar 3 tubos de ensaio (10 x 120
mm), colocar 1 ml de sangue em cada um e leva-los imediatamente em banho a 37°C; 3
minutos apds a coleta, iniciar a observagdo do tubo 1, inclinando-o0 suavemente; repetir essa
observacdo a cada 30 segundos até que o sangue coagule. Marcar o tempo transcorrido desde
a coleta até a formacdo do coagulo; proceder do mesmo modo com os tubos 2 e 3. O Tempo
de Coagulac&o sera o obtido pela média dos tempos encontrados nos 3 tubos. **

Valor Normal: de 4 a 9 minutos.
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ANALISE DE DADOS

Para analise dos dados obtidos, organizacdo dos graficos e tabela, foi utilizada técnica
quantitativa, a partir da producéo de frequéncias simples.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital da

Restauracdo sob o nimero:

Resultados

Foram analisados 72 casos de acidentes ofidicos no periodo de junho de 2007 a junho
de 2008. Os casos atendidos referem-se a uma area de cerca 42 municipios, para 0s quais 0
HR é a referéncia nesse tipo de agravo, ja que o soro antiofidico s6 é distribuido para 3
cidades em Pernambuco: Recife, Caruaru e Petrolina.

A alta hospitalar foi obtida em 69 casos (95,8%), 01 caso (1,38%) foi a dbito, 01 caso
(1,38%) foi transferido para outra unidade hospitalar e 01 caso (1,38%) foi atendimento
telefénico. Exceto este Gltimo, todos os atendimentos foram presenciais. O atendimento
telefénico referiu-se a um atendimento solicitado para um paciente atendido no Hospital
Regional do Agreste (HRA), em Caruraru. Na ocasido, os atendentes do HRA solicitaram
instrucdes de atendimento e tratamento ao staff do CEATOX-HR.

Cinquenta casos (69,44%) foram notificados como Crotalico e 22 casos (30,55%)
como Botropico (figura 1A). Foi observado que o sexo de maior ocorréncia foi o masculino,
com 54 casos (75%), no sexo feminino foram notificados 18 casos (25%) (figura 1B).

A escolaridade ndo foi informada em 59,72% dos casos. As informadas foram:
primeiro grau incompleto 23,6% (17 casos), ignorado 8,33% (06 casos), analfabeto 5,55% (04

casos), primeiro grau completo 1,38% (01 caso) e segundo grau completo 1,38% (01 caso).
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A faixa etaria mais acometida pelos acidentes ofidicos foi de 01-10 anos com 14 casos
(19,4%), seguida pelas outras faixas: 11-20/31-40 anos com 11 casos (15,3%) cada, 21-30/41-
50 anos com 09 casos (12,5%) cada, 61-70 anos com 08 casos (11,1%), 51-60 anos com 07
casos (9,72%), e apenas 03 casos ocorreram em pessoas com mais de 70 anos.

Analisando o tempo decorrido, em horas, entre o acidente e a admisséo hospitalar, 15
pacientes (21%) chegaram a unidade hospitalar em até 3 horas apds o acidente, 19 (27%)
chegaram entre 3 e 6 horas ap0s o acidente e 34 pacientes (48%) chegaram ap6s 6 horas de
ocorrido o acidente (Figura 2). Em 3 casos (4%) ndo foi informado o tempo decorrido na ficha
de atendimento..

Na tabela 1 observa-se que o nimero de ampolas mais utilizado para os acidentes
Botrépicos foi o de 8 ampolas, o que condiz com um maior nimero de acidentes moderados.
O mesmo perfil foi observado para os acidentes Crotalicos, que apresetaram maior nimero de
ampolas referente a acidentes moderados (10 ampolas).

Neste estudo pode-se observar que alguns pacientes foram tratados com um nimero de
ampolas diferente do preconizado pelo Ministério da Saude. Isso, provavelmente, deve-se ao
fato da falta de soro especifico em quantidade correta para o tratamento, 0 que é bastante
comum principalmente nos periodos de alta incidéncia dos acidentes ofidicos. Além disso,
apesar dessa ser uma informacéo crucial para 0 acompanhamento da evolucédo do paciente, em
12 fichas a soroterapia empregada ndo foi informada.

A prevaléncia dos acidentes, em relacdo ao local do evento mostrou que 34 casos
ocorreram na propria residéncia. Ambiente de trabalho representou 18 casos (25%), ambiente
externo 04 casos (5,5%), trajeto de trabalho 02 casos (2,7%), em 14 casos (19,4%) ndo foram
informados o local de ocorréncia (figura 3A).

A zona de maior ocorréncia foi a rural, com 55 casos (76,4%), na zona urbana

ocorreram 13 casos (18,05%) (figura 3B ).

06
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Em 42 municipios de Pernambuco foram notificados casos de acidente ofidico. O
maior numero de casos ocorreu no municipio de Jaboatdo dos Guararapes com 07 casos
(9,72%), seguido pelos municipios de Igarassu com 06 casos (8,3%), Brejo da Madre de Deus
com 05 casos (7%) e os municipios de Sdo Lourenco da Mata e Ipojuca com 03 casos (4,1%)
cada. Um caso foi encaminhado do municipio de Murici (Alagoas). Em 02 casos nédo foi
informado o municipio de ocorréncia. Os demais municipios apresentaram 01 ou 02 casos
representados na tabela 4.

Em relacdo a sazonalidade, houve um pico de acidentes no més de agosto de 2007 e
mar¢o de 2008 com 10 casos (13,8%), seguido pelos meses de abril de 2008 com 09 casos
(12,5%), maio e junho de 2008 com 08 casos (11,1%). A menor incidéncia foi registrada no
més de outubro de 2007 com apenas 01 caso (1,38%) (Figura 4).

Dentre os 22 acidentes Botropicos ocorridos no periodo estudado, as manifestacdes
clinicas mais frequentes foram: edema (63%), dor (45%) e gengivorragia (18%). Apenas em
um caso (4,5%) houve a presenca de bolhas. Do total de acidentes botrépicos, apenas 02 casos
(9,1%) permaneceram assintomaticos (Tabela 3). As alteragdes laboratoriais mais freqlientes
nos acidentes por Jararaca foram: Tempo de coagulacdo (TC) prolongado com 50%, Tempo
de Sangria (TS) aumentado com 25% e aumento da creatina quinase (CK) com 20%.

Em relacdo aos acidentes Crotalicos (50 casos) as manifestacdes clinicas mais
frequentes foram: ptose palpebral (78,2%), visdo turva (67,3%), mialgia (37%), edema
(34,7%). Apenas um caso (2,17%) foi a oObito e 04 casos (8,7%) permaneceram
assintomaticos.A causa do oObito foi insificiéncia renal aguda. Os casos assintomaticos
referem-se a individuos que ndo apresentaram sinais e sintomas referentes ao envenenamento
Crotélico. Quanto aos parametros laboratoriais avaliados que mais sofreram alteracdes,
destacaram-se: creatina quinase aumentada (66%), desidrogenase latica aumentada (32%) e

tempo de coagulacdo prolongado (32%).
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Discussao

O presente estudo analisou 72 casos de acidentes ofidicos Botropicos e Crotalicos
ocorridos entre junho de 2007 a junho de 2008, atendidos pelo Centro de Assisténcia
Toxicologica (CEATOX) no Hospital da Restauracdo (HR) — Recife (PE).

Neste estudo observou que o numero dos acidentes Crotalicos foi superior aos
Botrépicos, diferindo com o encontrado por Bochner e Struchiner (2003)3, Cagliari et al.
(2008)™ e Lemos (2009)*, que verificaram o acidente Botrépico como de maior ocorréncia.
Esta mudanca no perfil dos acidentes ofidicos pode estar relacionada a acdo antrépica do
homem, que tem destruido as areas endémicas dessas serpentes, bem como a presenca de
criadouros clandestinos e o aumento de lixo nas residéncias e consequentemente 0 aumento de
roedores, elevando com isso a oferta de alimentos nestes locais. Estes aspectos tém favorecido
a migracdo destas serpentes de seu habitat natural (zona rural) para a zona urbana, o que nédo
ocorre com as serpentes do género Bothrops, que sdo endémicas da caatinga e,
provavelmente, menos adaptaveis ao ambiente urbano. Este € um dado novo e, apesar de ndo
corroborado por alguns autores, revela a mudanca de habitos desses animais, 0 que deve ser
considerado.

Apesar de algumas cidades estarem localizadas a poucos quildmetros de
Recife, faz-se necessaria a observacdo de que a maioria dos atendimentos levou mais de 6
horas para que ocorresse. Isso se deve ao fato de que os individuos envenenados
frequentemente realizam tratamentos alternativos (ingestdo de alcool, aplicagdo de garrote,
perfuragdes no local da picada, etc.), esperando uma rapida melhora em seu estado geral, o
gue leva a uma demora até o atendimento hospitalar. Além disso, como esses individuos
realizam sua atividade laborativa em area rural, é dificil conseguir transporte rapidamente
para a unidade de tratamento mais proxima. Vale chamar aten¢do para o fato de que, apesar

de algumas cidades estarem mais proximas de Caruaru do que de Recife, nem sempre a
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unidade hospitalar de Caruaru esta preparada com o soro antiofidico, fazendo com que o
paciente seja transferido para Recife.

Os parametros para diferenciacdo de um acidentes entre Crotalico ou Botrdpico é
baseado nos sinais e sintomas apresentados pelo paciente no momento em que o mesmo chega
a unidade de atendimento hospitalar. Edema, dor, hemorragia e disturbios da coagulacao
sanguinea sdo caracteristicas de envenenamento Botrdpico. Visdo turva, ptose palpebral, ,
apontam para a evidéncia de envenenamento do tipo Crotalico.>®

A evolucdo clinica foi considerada satisfatoria, ou seja, com os pacientes evoluindo
sem a presenca de insuficiéncia renal, fasciotomia, amputacdes, problemas visuais ou
infeccdes secundarias. Visto que 96% dos pacientes atendidos no periodo estudado obtiveram
alta sem mais complicages, e apenas um caso evoluiu a 6bito. Isto corrobora com os achados
de Cagliari et al. (2008)*° , que estudando os acidentes ofidicos notificados no CEATOX de
Campina Grande, Paraiba, verificaram 100% de alta médica recebida pelos pacientes
atendidos neste centro.

O tempo decorrido entre o acidente e o atendimento tem sido considerado importante
para o prognostico do envenenamento ofidico. Nossos resultados mostraram que 48% dos
pacientes foi atendido em até 6 horas apds o acidente, o que contribuiu para uma terapéutica
bem sucedida, ou seja, com a total neutralizacdo dos efeitos decorrentes do envenenamento e
conseqiiente melhor evolucdo clinica do paciente, com internacdo de, em média, 3 dias tanto
para acidentes Botropicos quanto para Crotalicos (Figuras 5 e 6).

De acordo com os dados encontrados, a maior incidéncia de acidentes ofidicos foi
registrada no més de agosto de 2007 e de marc¢o a junho de 2008. Isto pode estar relacionado
as altas temperaturas e aumento dos indices pluviométricos nesses meses do ano, visto que

estes periodos coincidem com os picos de chuva, com o aumento da atividade agricola
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relacionada ao plantio, colheita e limpeza das areas de cultivo, o que também foi observado
por Nascimento (2000) *" e Albuquerque, Costa e Cavalcanti (2004)*.

O maior numero de acidentes envolveu pessoas do sexo masculino e o local de maior
ocorréncia foi a propria residéncia, seguido do ambiente de trabalho, visto que, sdo pessoas
gue moram em regides rurais e que exercem uma atividade agricola. Com isso, sdo pessoas
consideradas pertencentes a um grupo mais exposto as serpentes e conseqlentemente
aumentando o risco de acidentes com estes tipos de animais. Isto foi concordante com
Ministério da Satide (1998) ° e com o estudo de Moreno et al. (2005) 2.

Devido as caracteristicas dos acidentes em relacdo ao sexo mais acometido, a zona e 0
local de ocorréncia fazem-se necessario o uso de equipamentos de protecdo como botas e
luvas, orientar a populacdo em relacdo aos riscos deste tipo de acidente, como também as
conseqiiéncias, os beneficios de uma conduta pré-hospitalar adequada, para que com isso se
consiga minimizar ou reduzir as condutas inadequadas que levam ao agravamento deste tipo
de acidente.

A escolaridade ndo foi uma variavel considerada satisfatdria, em decorréncia da ndo
notificagdo deste dado na ficha de atendimento do CEATOX — HR na maioria dos pacientes.

As manifestacdes clinicas mais frequientes que caracterizam o acidente Botrdpico sdo
dor, edema, rubor, calor, bolhas e hemorragia no local da picada, e efeitos sisttmicos como
gengivorragia e alteracdo da coagulacdo sanguinea, corroborando com o encontrado neste
estudo e observado, também, por Albuquerque et al. (2004) *® e Moreno et al. (2005) 2.

No caso de acidente Crotalico, o quadro clinico geral inclui dor, edema e mialgia. Em
relacdo as manifestagdes neuroldgicas, as mais freqlientes e caracteristicas sdo ptose uni ou
bilateral e visdo turva ou diplopia, isto esta relacionado com as caracteristicas da pegonha

Crotalica, que possui principalmente atividade neurotoxica. Estes dados foram observados por

08
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Ribeiro e Jorge (1992)'* e Ministério da Saude (1998)° e foram concordantes com o
encontrado neste estudo

As alteracOes laboratoriais mais freqlientes decorrentes de um acidente Botrdpico e
que foram observadas neste estudo, podem ser atribuidas as caracteristicas da peconha
Botrdpica, por possuir potentes atividades proteolitica, coagulante e hemorragica,
ocasionando lesdes locais e destruicdo tecidual. Estes dados também corroboram com o
estudo de Ribeiro e Jorge (1992) ** e Ministério da satide (1998) °.

Em relacdo as alteragdes encontradas nos acidentes por cascavéis, nossos dados
corroboram com os descritos pelo Ministério da Satde (1998).> provavelmente devido &
potente atividade miotoxica apresentada pelas serpentes desta espécie.

Vaérios estudos epidemiolégicos de acidentes ofidicos foram realizados. Estes visavam
tracar um perfil epidemiolégico preciso. Porém, diante da problematica de que nestes estudos
sempre sdo relatados os elevados indices de dados que sdo ignorados, subnotificados ou nao
informados, e que também foi encontrado neste estudo, torna-se dificil tracar um perfil
preciso. Assim, faz-se necessario o devido preenchimento das fichas de notificacdo, para que

se possam minimizar estas imprecisoes.

Conclusédo

Diante dos resultados encontrados podemos concluir que no Centro de Atendimento
Toxicologico do Recife, Pernambuco, no periodo de Junho de 2007 a Junho de 2008, a
maioria dos acidentes ofidicos registrados foi atribuida a serpentes do género Crotalus,
majoritariamente com pessoas do sexo masculino, em suas residéncias e moradoras da zona
urbana. Houve uma predominancia de ocorréncia no més de agosto de 2007 e entre 0S meses
de marco a junho de 2008. Em relagdo aos acidentes Botropicos, as principais manifestacoes

clinicas e alteracdes laboratoriais evidenciadas destacaram-se dor, edema, gengivorragia,

12
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alteracdes de coagulacdo sanguinea e atividade da enzima creatina quinase. No caso dos
acidentes Crotalicos as mais frequentes foram ptose palpebral, visdo turva, mialgia, edema,
atividade das enzimas creatina quinase, desidrogenase latica e distdrbios da coagulacao

sanguinea.
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Figura 1- Distribuicdo dos acidentes ofidicos atendidos no CEATOX-HR de Junho de 2007 a

Junho de 2008, relacionando tipo de envenenamento (A) e sexo (B),.

Figure 1- Distribution of snake envenomings attendend at CEATOX-HR from June 2007 to

June 2008, relating type of envenomation (A) and sex (B),.

80'(
70 1

C 60 1
a 50 1
S 40 1

0 30 1
S 20 1

10 1
0-

69.44%

30,55%

H Crotalico
O Botrdpico

Tipo de acidente

60 1
C50 T
240 7
30 1
s 20 1

10

75%

W Masculino
@ Feminino

Sexo

Figura 2 - Distribuicdo dos acidentes ofidicos atendidos pelo CEATOX — HR no periodo de
junho de 2007 a junho de 2008, em relacdo ao tempo decorrido do acidente e admissao

hospitalar.

Figure 2- Distribution of snake envenomings attendend at CEATOX-HR from June 2007 to

June 2008, relating time from accident to hospital release.
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Figura 3 - Distribuicdo dos acidentes ofidicos atendidos pelo CEATOX — HR no periodo de

Avaliagédo da Resposta imune.. 2298

junho de 2007 a junho de 2008, em relacédo ao local (A) e a zona de ocorréncia (B).

Figure 3- Distribution of snake envenomings attendend at CEATOX-HR from June 2007 to
June 2008, relating local (A) and zone of occorrence (B).

47.2%

35 1

30 1

25 A B Residéncia

20 O Ambiente de Trabalho

M Rural
EUrbana

O Na&o Informado

O N&o Informado

w o v

15 1
10 4
5 4

w o v

Local de Ocorréncia

Zona de Ocorréncia

Figura 4 - Distribuicdo dos acidentes ofidicos atendidos no CEATOX- HR, em relagdo a
sazonalidade, no periodo de Junho de 2007 a Junho de 2008

Figure 4- Distribution of snake envenomings attendend at CEATOX-HR from June 2007 to

June 2008, relating seazonality.
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Tabela 1. Numero de ampolas utilizadas para tratamento de acidente Botrépico

Table 1. Number of vials used for Bothorps envenomations treatment

Numero de ampolas Pacientes
de SAB
04 1
08 9
12 4

*01 paciente recebeu 06 ampolas de SAB;
*02 pacientes receberam 15 ampolas de SAB;
*01 paciente recebeu 20 ampolas de SAB;
*01 paciente recebeu 08 ampolas de SABL;
*01 paciente recebeu 10 ampolas de SABL.

Tabela 2. Nimero de ampolas utilizadas para tratamento de acidente Crotalico

Table 2. Number of vials used for Crotalus envenomations treatment

NUmero de ampolas Pacientes
de SAC
05 5
10 14
20 12

*01 paciente recebeu 04 ampolas de SAC;

*01 paciente recebeu 06 ampolas de SAC;

*01 paciente recebeu 08 ampolas de SAC;

*01 paciente recebeu 09 ampolas de SAC;

*02 pacientes receberam 15 ampolas de SAC;
*01 paciente recebeu 02 ampolas de SABC;
*01 paciente recebeu 04 ampolas de SABC,;
*01 paciente recebeu 05 ampolas de SABC;
*04 pacientes receberam 10 ampolas de SABC;
*01 paciente recebeu 11 ampolas de SABC.
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Tabela 3 - ManifestacGes clinicas mais freqlentes dos acidentes ofidicos atendidos no
CEATOX — HR, no periodo de junho de 2007 a junho de 2008.

Table 3 - Frequent clinical manifestations of snake envenomings attendend at CEATOX-HR
from June 2007 to June 2008, relating frequent clinical manifestations.

Manifestacéo Botropico Crotalico
clinica
Edema 63% 34,7%
Dor 45% 0%
Gengivorragia 18% 0%
Bolhas 4,5% 0%
Ptose palpebral 0% 78,2%
Visdo turva 0% 67,3%
Mialgia 0% 37%
Obito 0% 2,17%

Assintomaticos 9,1% 8,7%
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Tabela 4 - Namero de casos e Municipios de ocorréncia dos acidentes ofidicos atendidos pelo
CEATOX — HR no periodo de junho de 2007 a junho de 2008, com evidéncia 0s municipios
de maior ocorréncia.

Table 4 — Relation between cases of snake envenomings and municipalities attended at
CEATOX-HR from June 2007 to June 2008, evidencing municipalities with higher
occurrence.

Municipio Casos
Abreu e Lima 01
Agua Preta 01
Aguas Belas 01
Amaraji 01
Belo Jardim 02
Brejo 05
Cabo 02
Camaragibe 01
Carpina 01
Caruaru 01
Casinhas 01
Catende 01
Congo 01
Cortés 02
Floresta 01
Gameleira 01
Gravata 01
lgarassu 06
Ipojuca 03
Iputinga 01
Itamaraca 01
Itapissuma 02
Jaboatdo 07
Jacuipe 01
Jatatba 01
Moreno 01
Murici (AL) 02
Palmares 01
Paudalho 02
Paulista 02
Pesqueira 02
Pombos 01
Sédo Bento do Una 01
Sédo Caetano 01
S&o Lourenco 03
Serra Talhada 01
Surubim 01
Tabira 01
Toritama 01
Umbuzeiro 01
Vertentes 01
Vitéria 01
N&o Informado 02

Total 72
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Figura 5. Tempo de permanéncia hospitalar — acidentes Botropicos

Figure 5. Hospital care period — Bothrops envenomation
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Figura 6. Tempo de permanéncia hospitalar — acidentes Crotalicos

Figure 6. Hospital care period — Crotalus envenomation
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ANEXOS
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