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RESUMO

A serpente da espécie Bothrops atrox € responsavel pela maioria das notificagdes de
acidentes ofidicos na regido Norte do Brasil. A reacdo inflamatéria desencadeada pela
peconha é responsavel por graves efeitos locais e sisttmicos observados nos pacientes.
Porém, dada a uma limitacéo da acdo local do soro no paciente, os efeitos locais do veneno
sdo de maior dificuldade de tratamento. Considerando a importancia da resposta
inflamatdria associada aos efeitos clinicos observados no envenenamento, 0 presente
projeto teve como objetivo avaliar aspectos clinicos, laboratoriais e imunoldgicos dos
efeitos locais decorrentes de envenenamento botrépico no Amazonas. Trata-se de um
estudo observacional de série de casos, longitudinal e retrospectivo realizado em
pacientes vitimas de acidentes botropicos atendidos na Fundacdo de Medicina Tropical
Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), entre 2014 e 2016. Na admisséo do paciente
(TO), 24h (T1), 48h (T2), 72h (T3) e 7 dias apos a soroterapia (T4) foram os momentos
em que as amostras de sangue foram coletas e os parametros clinicos (edema local,
temperatura local e dor) e laboratoriais foram avaliados. Do plasma obtido do sangue dos
pacientes, foram avaliadas citocinas e quimiocinas, além de pardmetros laboratoriais
como leucdcitos totais, neutréfilos e velocidade de hemossedimentacdo (VHS), creatina-
quinase (CK) e lactato desidrogenase (LDH). Um total de 94 pacientes foram
considerados elegiveis para o estudo, sendo 42 com infeccdo secundaria e 52 sem
infeccdo secundaria. Em relacdo aos parametros clinicos, observou-se um edema e
aumento de temperatura local, que mantiveram aumentados ao longo do tempo, porém
sem alteracbes entre esses tempos. Quanto a dor, pacientes apresentaram maior
frequéncia de dores moderadas e intensas em TO, reduzindo ao longo do tempo. Na
analise de correlacdo entre citocinas/quimiocinas, parametros laboratoriais e parametros
clinicos observou-se uma correlacdo positiva entre edema e temperatura local com 1L-6
e TNF, leucdcitos totais, neutrofilos e VHS. Essa mesma andlise foi capaz de evidenciar
um perfil de resposta envolvendo mediadores sollveis e parametros celulares e de leséo
tecidual. Nao foram observadas correlacBes entre dor e mediadores inflamatorios e
laboratoriais. As andlises entre pacientes com e sem infeccdo secundaria mostraram que
o0 evento da infeccdo bacteriana foi responsavel por potencializar a resposta inflamatoria
relacionada a acdo do veneno, sendo os mediadores IL-6, IL-10, CXCL-8, leucdcitos
totais, neutréfilos e VHS aumentados quando a infeccdo estd instalada. Ainda, os
mediadores IL-10, CCL-2, CXCL-8 e CXCL-10 apresentaram-se elevadas previamente
ao dia do diagnostico de infeccdo secundaria, creditam tais citocinas/quimiocinas como
potenciais preditores de infec¢édo. Ja os valores de VHS encontram-se aumentados a partir
da confirmacdo de infeccdo secundaria, podendo ser um marcador que auxilia na
confirmacéo diagnostica dessa infecgdo. Os resultados obtidos no presente estudo foram
capazes de elucidar aspectos fisiopatoldgicos dos efeitos locais associados ao processo
inflamatdrio, associando parametros clinicos e laboratoriais. O estudo também
evidenciou pela primeira vez a real importancia da infec¢do secundaria nos aspectos
inflamatdrios, potencializando a resposta imune induzida pelo veneno.

Palavras-chave: Bothrops atrox; inflamag&o; citocinas; efeitos locais; infeccdo
secundaria.



ABSTRACT

Bothrops atrox snake is responsible for most reports of snakebites in the North region of
Brazil. The inflammatory reaction triggered by the venom is responsible for serious local
and systemic effects observed in patients. However, given a limitation of the local action
of the serum on the patient, the local effects of the venom are more difficult to treat.
Considering the importance of the inflammatory response associated with the clinical
effects observed in the envenomation, the present project aimed to evaluate clinical,
laboratory and immunological aspects of the local effects resulting from bothropic
envenomation in Amazonas. This is an observational case series study, longitudinal and
retrospective carried out in patients who were victims of bothropic accidents attended at
the Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), between
2014 and 2016. At patient admission (T0), 24h (T1), 48h (T2), 72h (T3) and 7 days after
serum therapy (T4) were the moments when blood samples were collected and clinical
parameters (local edema, local temperature and pain) and laboratory parameters were
evaluated. From the plasma obtained from the patients’ blood, cytokines and chemokines
were evaluated, in addition to laboratory parameters such as total leukocytes, neutrophils
and erythrocyte sedimentation rate (ESR), creatine kinase (CK) and lactate
dehydrogenase (LDH). A total of 94 patients were considered eligible for the study, 42
with secondary infection and 52 without secondary infection. Regarding the clinical
parameters, an edema and a local temperature rise were observed, which remained raised
over time, but without changes between these times. As for pain, patients had a higher
frequency of moderate and severe pain at TO, decreasing over time. In the correlation
analysis between cytokines/chemokines, laboratory parameters and clinical parameters a
positive correlation was observed between edema and local temperature with 1L-6 and
TNF, total leukocytes, neutrophils and ESR. This same analysis was able to show a
response profile involving soluble mediators and cellular and tissue injury parameters.
No correlations were observed between pain and inflammatory and laboratory mediators.
The analyzes between patients with and without secondary infection showed that the
bacterial infection event was responsible for potentialize the inflammatory response
related to the action of the venom, with the mediators IL-6, IL-10, CXCL-8, total
leukocytes, neutrophils and ESR being increased when the infection is installed.
Furthermore, the mediators IL-10, CCL-2, CXCL-8 and CXCL-10 were elevated prior to
the day of diagnosis of secondary infection, crediting such cytokines/chemokines as
potential predictors of infection. On the other hand, ESR values are increased from the
confirmation of secondary infection, which may be a marker that helps in the diagnostic
confirmation of this infection. The results obtained in the present study were able to
elucidate pathophysiological aspects of the local effects associated with the inflammatory
process, associating clinical and laboratory parameters. The study also showed for the
first time the real importance of secondary infection in inflammatory aspects, enhancing
the immune response induced by the venom.

Keywords: Bothrops atrox; inflammation; cytokines; local effects; secondary infection.



1. INTRODUCAO

Os acidentes ofidicos representam um importante problema de salude publica no
mundo, atualmente reconhecidos pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como parte
do grupo de Doencas Tropicais Negligenciadas. Eles constituem importante causa de
morbidade e mortalidade, especialmente na Asia, Africa Subsaariana, América Latina e
partes da Oceania (1). Dados mundiais mostram uma estimativa de 1,8 a 2,7 milhdes de

casos anualmente, com aproximadamente 81.000 mortes (2).

No Brasil, envenenamentos por serpentes representam um significativo problema
de salde publica pela frequéncia com que ocorrem (cerca de 28.000 casos) e pela
mortalidade associada (0,4% letalidade) (3). A regido Norte é responsavel por cerca de
33% das notificaces de acidentes ofidicos no pais (3), sendo no Estado do Amazonas
uma incidéncia anual média de 52,8 casos por 100.000 habitantes, com uma letalidade de
0,6% para picadas de serpente na Amazonia brasileira, superior a de outras regides do
pais (4). Esta taxa é maior em outros paises amazénicos, principalmente se o antiveneno

estiver indisponivel (1).

Dentre as espécies, Bothrops atrox (jararaca-do-norte), serpente mais encontrada
na Amazonia, é responsavel por mais de 80% dos casos (5). A espécie Bothrops atrox é
a de maior abundancia na Amaz6nia, sendo a principal responsavel dos acidentes na
regido (5,6). Os acidentes causados por essa serpente caracterizam-se por manifestacoes
clinicas locais, como edema, equimose e dor, podendo surgir bolhas com contetdo seroso,
hemorragico ou necrético (7). As complicacdes locais mais frequentes sdo: infeccao
secundaria (celulite e abscesso), necrose, sindrome compartimental, déficit funcional e
amputacdo (8,9). As principais manifestacfes sistémicas sdo: cefaleia, tontura, nauseas,
vomitos, alteracdes da coagulacdo e sangramentos, podendo aparecer choque (10). As
principais manifestacdes sistémicas sdo caracterizadas por disturbios hemostaticos, que
levam a um quadro de incoagulabilidade sanguinea e sangramentos, choque, insuficiéncia

renal aguda e sepse (11).

Os acidentes botropicos sdo responsaveis por altos numeros de incapacitacéo de
pacientes, sendo o processo inflamatério responsavel por efeitos locais e sistémicos
capazes de gerar lesdes e alteracfes funcionais em membros e 6rgéos (12). Os eventos
inflamatdrios causados pela peconha de Bothrops atrox e seus componentes isolados

podem induzir a um conjunto de eventos inflamatdrios graves, o caracterizado pela



migracdo de neutrofilos, monocitos e macrofagos, sintese e liberagdo de diversos
mediadores inflamatdrios, como citocinas, mediadores lipidicos e componentes do
sistema complemento (13-18). Os efeitos da inflamacdo associados aos efeitos
prejudiciais das toxinas do veneno de serpentes podem contribuir para complicacfes
locais em pacientes como edema, necrose, sindrome compartimental, déficit funcional e
amputacdo (7,9,19). Dentre as complicages sistémicas, o processo inflamatorio também
esta associado a alteragdes renais, por um efeito citotoxico direto de toxinas nos rins, ou
pela producdo de mediadores inflamatdrios e consequente acimulo leucocitario no local
(7,20-22). O processo inflamatério também é capaz de alterar o equilibrio hemostatico

para favorecer a ativagdo da coagulagéo (23).

Um outro aspecto importante associado aos efeitos inflamatorios esta também
associado a instalacao de infec¢cdes secundarias decorrente do envenenamento. Dentre as
manifestacdes clinicas, essas infeccdes sdo consideradas um episodio importante nos
acidentes ofidicos, caracterizados como infec¢do bacteriana secundaria no local da
picada. Seu diagndstico é descrito pelo aparecimento de sinais de infeccdo da ferida como
abscesso, celulite ou fasceite necrosante, além de outras manifestacfes também atribuidas
a atividade do veneno como eritema, calor, inchaco e/ou dor (24,25). A incidéncia desse
evento varia de acordo com a espécie agressora, localizacdo geogréfica e unidade de
saude, cujos relatos anteriores mostraram o desenvolvimento de infec¢Bes de feridas em
até 77% dos casos estudados (26,27). De acordo com Sachett et al. (9), em Manaus, as
infeccBes bacterianas secundarias foram observadas em cerca de 40% das picadas de

serpentes Bothrops.

Dentre os agentes patogénicos, tem sido relatado que bactérias Gram-positivas e
negativas, assim como anaerobicas, estiveram associadas a essas complicacles, cuja
inoculacdo esta relacionada a cavidade oral colonizada, presas ou veneno da serpente
(24,26,28). O tratamento consiste no uso empirico de antibioticoterapia, como
amoxicilina/clavulanato ou ampicilina/sulbactam, e ciprofloxacina. Porém, uma
resisténcia a essa estratégia empirica tem sido relatada (9,24,26,29). Portanto, o
tratamento da infeccdo secundaria é fundamental para evitar danos tissulares locais

extensos e sepse progressiva (25,30).

E quando associada a uma acdo do veneno, a instalacdo de uma infeccéo
oportunista no local da picada por agentes patogénicos, como bactérias, também leva a

uma resposta inflamatoéria, que pode piorar o quadro inflamatério. Estes efeitos sdo



responsaveis pela lesdo local e formagdo de edema, dor, abscesso e celulite, podendo
resultar em necrose e formacdo de bolhas, além de responséaveis pela diminui¢do da
capacidade de regeneracéo tecidual (31-33) evidenciando assim que tanto a inflamagéo
quanto os efeitos locais e a infeccdo secundaria estdo associados ao contexto de

envenenamento por serpente.

Porém, ainda sdo escassos 0s estudos que mostram a participacdo dos eventos
inflamatorios relacionados a infecgdo secundaria decorrente de acidentes ofidicos, e o
quanto esses efeitos interferem nos aspectos locais do envenenamento. Como ocorre com
as picadas de cobra envolvendo outras espécies do género Bothrops, as reagdes locais ndo
séo neutralizadas de forma eficaz por soroterapia antiveneno convencional (34). Apesar
de uma boa eficacia no controle dos efeitos nocivos, o soro antiofidico ainda apresenta

adversidades quanto a sua efetividade, principalmente em relacdo aos efeitos locais (35).

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Epidemiologia ofidismo

O acidente ofidico é uma doenca tropical negligenciada e um grande problema de
satide publica em paises em desenvolvimento. E uma causa relevante de morbidade e
mortalidade, especialmente em areas de extrema pobreza, como Africa Subsaariana, Sul
e Sudeste Asiatico, Papua Nova Guiné, América Central e América Latina (11). Dados
mundiais mostram uma estimativa de 1,8 a 2,7 milhGes de casos anualmente, com

aproximadamente 81.000 mortes (2).

No Brasil, envenenamentos por serpentes representam um significativo problema
de saude publica pela frequéncia com que ocorrem (cerca de 28.000 casos) e pela
mortalidade associada (0,4% letalidade) (36). Sendo o género Bothrops responsavel pela
maioria dos acidentes em todo o pais (1). A Amazbnia brasileira reporta a maior
incidéncia de acidente ofidico no pais, com 52,6 casos por 100.000 habitantes (11) e de
acordo com Wen et al. (5), a Bothrops atrox também é a serpente peconhenta mais comum

nessa regido, causando 80-90% dos envenenamentos. No Estado do Amazonas, a taxa



média de incidéncia € de 52,8 casos por 100.000 habitantes por ano, chegando a mais de
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150 casos por 100.000 habitantes por ano em alguns municipios (4).

Jo-10

[ Jw-3

] %0-5

6
10 13
2 2220
4 23
2539 217 26
3736 33 38

42 31

0 1375275 550 825 1.100
-

Figura 1. Distribuicéo espacial de picadas de cobra no Estado do Amazonas, de 2007 a 2012. Uma
ampla area com altas taxas de incidéncia se estende do Nordeste a regido Central do estado, onde as taxas
de incidéncia séo de aproximadamente 150 casos por 100.000 habitantes / ano (Feitosa et al., 2015).

Existem cerca de 366 espécies de serpentes no Brasil, classificadas em 78 géneros
e reunidas em 10 familias, sendo as serpentes peconhentas correspondentes a 15% das
espécies, pertencentes a duas familias: familia Viperidae, abrangendo o0s géneros
Bothrops, Crotalus e Lachesis; e a familia Elapidae, correspondendo aos géneros
Micrurus e Leptomicrurus (37). Nas areas de floresta tropical da Amazonia brasileira, sdo
encontradas as seguintes espécies de serpentes do género Bothrops: B. atrox, B.
bilineatus, B. brazili, B. marajoensis e B. taeniatus (7,19). Algumas espécies apresentam
maior importancia por sua extensa distribuicdo geografica (e consequentemente
apresentam uma maior incidéncia nos casos de acidentes ofidicos), por exemplo, a B.
atrox nas regides de floresta amazonica (38). Esta espécie é encontrada especificamente
nas planicies tropicais da América do Sul (39), exceto no Paraguai, Argentina e Uruguai,
ocorrendo predominantemente por toda a Amazo6nia (40). Também é encontrada no leste
dos Andes, incluindo o sudeste da Colémbia, sul e leste da VVenezuela, Guiana, Suriname,
Guiana Francesa, leste do Equador e Peru, Panama, norte da Bolivia e regido norte de
Brasil (41).
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Figura 2. Igtfms espécies resonséeis 0 envenenamentos de Bothrops na Amazdnia brasileira e
areas circunvizinhas de cerrado. a) Bothrocophias hyoprora; b) Bothrops atrox; c) Bothrops bilineatus
bilineatus; d) Bothrops brazili; ) Bothrops moojeni; f) Bothrops mattogrossensis (Alcantara et at, 2018).

A serpente Bothrops atrox habita mais exclusivamente nas areas florestais, apesar
de ser ocasionalmente encontrada em habitats perturbados em torno de assentamentos
humanos (o que inclui pastagens e lavouras) e areas urbanas (39). Trata-se de uma espécie
generalista, de coloracdo criptica, podendo ultrapassar 1,5 m de comprimento (40).Seu
tamanho quando adulta, medido pelo comprimento focinho-cloaca (SVL), varia de 537
mm a 1532 mm (6,19), com os machos atingindo a maturidade com tamanhos menores
que as fémeas (19,22). B. atrox é uma serpente ativa principalmente durante a noite; o
adulto caga preferencialmente no chdo, enquanto os juvenis s&o mais encontrados sobre
a vegetacgdo (42,43). Esta serpente é comumente conhecida como jararaca, surucucurana,
surucucu, surucucu-do-barranco, boca-podre e comboia (44). A composi¢do de seu
veneno é significativamente conhecida e tem sido usada para rastrear a relevancia do



fenotipo do veneno para a adaptacdo em diferentes ambientes e para a evolucdo das

espécies de serpentes (39).

2.2 Fisiopatologia do envenenamento botrdpico e Bothrops atrox

Acidentes por serpentes peconhentas sdo decorrentes da inoculacdo da peconha,
produzida por glandulas venenosas, por presas especializadas, podendo gerar alteracfes
locais e sistémicas na pessoa acidentada. As peconhas de serpente consistem em uma
mistura complexa de moléculas bioativas, conhecidas como toxinas, que séo liberadas em
suas vitimas por meio de picadas e usadas para defesa ou predacdo. As toxinas, por sua
vez, exibem uma grande diversidade de composicdo quimica, incluindo proteinas,
peptideos, aminas biogénicas, lipidios e polissacarideos, exibindo forte atividade e alta
especificidade para seus alvos, que compreendem potencialmente todos os sistemas
fisioldgicos e tecidos (45). A peconha das serpentes do género Bothrops apresenta uma
composicao quimica variada, sendo constituida principalmente por proteinas e peptideos
bioativos. Dentre as classes de toxinas presentes, podem-se citar as metalo e
serinoproteases, fosfolipases, lectinas do tipo-C, L-aminoacido oxidases, peptideos
potenciadores de bradicinina, desintegrinas e hialuronidases (46-48). A anélise
protedmica da peconha de B. atrox mostra que metaloproteases consiste na classe de
toxinas mais abundante, sendo a classe P1Il de maior concentracdo, seguidas de lectinas
do tipo-C, serinoproteases, L-aminoacido oxidases e fosfolipases (47,48).

A espécie Bothrops atrox € a de maior abundancia na Amazonia, sendo a principal
responsavel dos acidentes na regido (5,6). Os acidentes possuem caracteristicas sazonais
em paralelo com estacdo chuvosa, ocorrendo, principalmente, entre os meses de
dezembro a junho, e o grande nimero de acidentes demonstra a carga desse problema na
regido (4). Os envenenamentos por B. atrox causam manifestacdes locais e, em propor¢éo
significativa, sistémicas, dependendo da cobra envolvida, das caracteristicas da vitima e

das circunstancias da leséo (39).

Os acidentes botrdpicos se caracterizam por manifestacfes clinicas locais, como
edema, equimose e dor, podendo surgir bolhas com contetdo seroso, hemorragico ou
necrotico. As marcas da presa no local da picada geralmente sdo visiveis, assim como o
sangramento nos pontos de inoculacdo das presas. Poucas horas ap6s o acidente pode

aparecer linfadenomegalia regional com ganglios aumentados e dolorosos (11). As



principais manifestacOes sistémicas sdo cefaleia, tontura, nduseas, vomitos, alteracGes da
coagulacdo e sangramentos, podendo aparecer choque (7,10). As complicacfes locais
mais frequentes incluem infecgdo secundéria (celulite e abscesso), necrose, sindrome
compartimental, déficit funcional e amputacéo (8,9). Dentre as complicagdes sistémicas
surgem a insuficiéncia renal aguda e septicemia (7,9), mas as principais manifestacdoes
sistémicas sdo caracterizadas por distirbios hemostaticos, que levam a um quadro de
incoagulabilidade sanguinea e sangramentos (gengivorragia, hematdria, sangramento
conjuntival, hematémese e hemorragia intracraniana), choque, insuficiéncia renal aguda
e sepse (36). Tabela (1).

Atlvidades Efeltos

Lesdo endotelial e necrose no local da picada

inflamatoria aguda Liberacdo de mediadores inflamatérios

Coagulante Incoagulabilidade sanguinea

Sangramentos na regido da picada (equimose) e a distancia

R (gengivorragia, hematdria, etc.)

Tabela 1. Efeitos fisiopatolégicos do envenenamento botropico (adaptado Ministério da Salde, 2019).

As principais manifestacdes clinicas locais sdo caracterizadas pela dor e edema
local em mais de 90% dos pacientes, com a presenca de equimose (8,7%) e formacéo de
bolhas (1,7%), além de casos com necrose tecidual (12,3%) e celulite causada por
infeccdo secundaria bacteriana (40%) (Figura 1) (6,10,49,50). J& em relacdo as
manifestacdes sistémicas, distdrbios de coagulacdo e alteracdes renais sdo presentes nos
envenenamentos sendo 15,3% dos pacientes apresentam sangramento sistémico e

insuficiéncia renal aguda (12,9%) (7,10).



Figura 3. Complicacdes locais decorrentes de envenenamentos por serpentes do género Bothrops na
Amazonia. A) Paciente 12 horas ap6s a picada, com bolhas de inchago e sero-hemorragicas no membro
superior esquerdo. B) paciente 24 horas apés a picada apresentando sindrome compartimental no membro
superior esquerdo, necessitando de fasciotomia. C) Paciente 24 horas apés a picada com extensa area de
edema e necrose no membro superior esquerdo e gangrena do quarto dedo. D) O mesmo paciente mostrado
em C, ap6s amputacdo do quarto dedo (na fase de cicatrizacdo) (Wen et al., 2015).

2.3 Processo inflamatdrio no envenenamento botropico

O processo inflamat6rio € um mecanismo fisioldgico de defesa da imunidade inata
que visa a uma resposta inespecifica a agentes estranhos. O processo se caracteriza pelo
acumulo de leucdcitos, proteinas plasmaticas e liquido derivado do sangue em um sitio
de infeccdo ou lesdo tecidual extravascular. Os leucdcitos e proteinas plasmaticas,
elementares para a resposta inata contra microrganismos, normalmente circulam no
sangue e sao recrutados para os sitios de infeccédo e lesdo, onde desempenham as fun¢des
efetoras que destroem microrganismos e iniciam o reparo do tecido danificado. A
inflamacdo aguda pode desenvolver-se em minutos a horas e durar dias. A inflamacao
crbnica é um processo que assume o controle apos a inflamacdo aguda, quando a infeccao
ndo é eliminada ou a lesdo tecidual é prolongada. Em geral, envolve o recrutamento e
ativacdo de monocitos e linfdcitos. Os sitios de inflamagdo crénica frequentemente
também sofrem remodelamento tecidual, com angiogénese e fibrose. Mesmo que

estimulos imunes inatos contribuem para a inflamacéo crénica, pode haver também o



envolvimento do sistema imune adaptativo, pois as citocinas produzidas pelas células T

séo potentes indutores de inflamacao (51).

A resposta inflamatoria ao envenenamento por serpentes € considerada uma
questdo importante para a maioria das serpentes peconhentas, como as da familia
Viperidae, e € principalmente associada ao dano tecidual local (52). Esse processo é
iniciado pela capacidade de leucdcitos locais e circulantes em reconhecerem diretamente
0s componentes da peconha (VAMPS), além de produtos da degradacéo de componentes
celulares e extracelulares gerados pela acédo de toxinas nos tecidos (DAMPs) (17,53). Essa
estimulacdo é responsavel pela producdo de mediadores inflamatorios presentes no
plasma (sistema complemento) e produzidos por células (citocinas, quimiocinas e
mediadores lipidicos), culminando em um infiltrado inflamatério de células e resultando
em um edema proeminente e a geracdo de dor, acompanhado de hemorragia e mionecrose
(54,55).

As pegonhas do género Bothrops sdo compostas por moléculas em sua maioria de
carater imunogeénico, isto é, capazes de induzirem uma resposta imune. Essa resposta é
amplamente variada, dada a grande complexidade das toxinas, e é responsavel pela
estimulacdo de uma resposta inata e adaptativa, com o objetivo de neutralizar e eliminar
as toxinas (54). As peconhas desse género também podem induzir um conjunto de
eventos inflamatorios graves, o que inclui o edema, a migracao de leucdcitos e uma rede
complexa de mediadores liberados. Esses eventos podem progredir para uma resposta
eficaz ou uma resposta inflamatdria excessiva e descontrolada, dependendo do volume

de veneno injetado na vitima (45).

Dentre as serpentes do género Bothrops, estudos em modelos animais mostraram
que a peconha de Bothrops atrox apresenta efeitos locais mais intensos comparados a
outras espécies (56,57). Os eventos inflamatorios causados pela peconha de Bothrops
atrox e seus componentes isolados sdo caracterizados pela migracdo de neutrofilos,
monocitos e macréofagos, e sintese e liberacdo de diversos mediadores inflamatdrios,
como as citocinas (IL-12p70, TNF-a, IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-10 e INF-y), quimiocinas
(CXCL-8, CXCL-1 e CXCL-2), mediadores lipidicos (PGE2, LTB4 e CysLeucotrienos)
e componentes do sistema complemento (C1q, C3a, C4a e C5a) (14-18). Recentemente,
um estudo foi realizado por Ibiapina e colaboradores (58) com pacientes que sofreram
acidente por serpentes da espécie Bothrops atrox, 0s quais apresentaram um aumento
plasmatico dos mediadores inflamatérios CXCL-8, CCL-5, CXCL-9, CCL-2, CXCL10,
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IL-6, TNF-a, IL-1B ¢ IL-10, além da diminuicdo de C3a, C4a e Cbha. Esses pacientes
também apresentaram valores de CXCL-8, CCL-2, IL-6, TNF-a, IL-1p, IL-10, IL-5, além
de C3a, C4a e Cha aumentados no exsudato das bolhas no local da picada quando
comparados aos valores plasmaticos. Os autores ainda evidenciaram que niveis

aumentados de IL-6, TNF-a e IL-1pB estavam associados a gravidade do envenenamento
(58).

Dessa forma, uma reacdo inflamatoria exacerbada induzida pelas pegonhas de
serpentes estdo diretamente associadas a um carater degenerativo, isto , responsaveis por
um efeito adverso causado principalmente por neutréfilos e fagocitos pela producéo de
espécies reativas de oxigénio gerando lesdes celulares (33,59). Associados aos efeitos
nocivos das toxinas, esses efeitos deletérios da inflamacdo podem contribuir para
complicaces locais em pacientes como necrose, sindrome compartimental, déficit

funcional e amputacéo (7,9,19).

Dentre as complicagdes sistémicas, o processo inflamatério também esta
associado a alteracdes renais, por um efeito citotoxico direto de toxinas nos rins, ou pela
producdo de mediadores inflamatérios e consequente acumulo leucocitario no local
(7,20,60). Além dos rins, alteracbes morfoldgicas e funcionais pulmonares com a
presenca de infiltrados leucocitarios também foram evidenciados (61,62). Ainda, o
processo inflamatdrio é capaz de alterar o equilibrio hemostatico para favorecer a ativacao
da coagulacdo (23). Uma vez induzido pela peconha de serpentes botropicas, esse
processo inflamatorio  sisttmico é responsavel pela ativacdo do eixo
inflamacdo/coagulacdo, sendo o processo inflamatério responsavel pela expressdao do
fator tecidual, molécula causadora da ativacao da via extrinseca da cascata de coagulacao
(10,52,63).

2.4 Infecgdo secundaria no envenenamento botrépico

O processo infeccioso no local da picada secundario ao acidente ofidico é
caracterizado por uma infeccdo que se estabelece apds o paciente ja estar debilitado por
uma primeira infeccdo, ocorréncia essa devido ao comprometimento do sistema
imunoldgico (64). Elas sdo diagnosticadas a partir de celulites, abcessos e fasceite
necrotica. A infeccdo secundaria possui uma ocorréncia variada, devido a presenca ou

auséncia dos fatores influenciadores na populagdo estudada. Até o momento € incerto
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afirmar a frequéncia em que ocorrem essas infecgdes e quais as bactérias que séo
responsaveis, além de suas origens, uma vez que a aplicacdo de torniquetes, terapias
alternativas, ingestdo de misturas nativas, incisdes ou suc¢do no local do acidente
potencializam o desenvolvimento das infec¢Ges secundarias. Na Amazénia brasileira,
abscessos e celulite aparecem no local da mordida cerca de 40% dos pacientes picados
por Bothrops (9). Além desses sinais, estudos tém demonstrado a presenga de sinais
clinicos de gravidade, como sinais flogisticos, tais como calor, rubor, dor e vesiculas,
necrose e secrecdo purulenta. Pacientes com acidentes ofidicos classificados como
moderados ou graves, com maior leséo tecidual, sdo considerados mais suscetiveis ao

desenvolvimento de infeccdo bacteriana secundéria (9,29).

A nivel mundial, foi demonstrado em Taiwan que 0s pacientes apresentaram esta
complicacdo em 44% dos casos, necessitando a realizacdo de cirurgias. Na Nigeéria,
41,7% das vitimas foram tratadas para infeccdo da ferida que foi definida como eritema,
aumento da temperatura local, secrecdo purulenta e febre. Na Coldmbia, as infecgdes
foram identificadas em 30.8% dos acidentes e na India, 2,5% dos acidentes (65-68). No
Brasil, foi demonstrada uma prevaléncia de 15,3% de infec¢bes secundarias para
acidentes botrdpicos e laquéticos em Tocantins (69), 4,7% em acidentes botrépicos em
Sao Paulo/Minas Gerais (70) e 15,7% dos pacientes em Goiania evoluiram com formagéo
de abscesso no local da picada (71). Nos acidentes botropicos da regido amaz6nica a
prevaléncia de infecdo foi de 8,3% nos pacientes em municipios do interior do Amazonas
e 39,0% nos pacientes atendidos na Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Vieira Dourado
em Manaus (49,62,67).

Infeccdes secundérias em acidentes ofidicos podem resultar da invasdo do tecido
pela microbiota da pele do paciente e/ou microbiota oral da serpente causadora do
acidente, que compreende uma ampla gama de microrganismos aerébios e anaerébios
(9,26,38). Relatos da microbiota diversa nos abscessos dos acidentes botropicos no Brasil
passaram a ser documentados em estudos de casos em hospitais de referéncia como o
Hospital Vital Brazil (Instituto Butantan, SP) e o Hospital de Doengas Tropicais do
Estado de Goias (Secretaria de Estado da Saude, GO), porém, tal pratica nunca fez parte
da rotina desses hospitais, dificultando o estabelecimento de correlagGes temporais
(72,73). Foram encontrados microrganismos nas presas de variadas serpentes como
Bothrops, viboras, cascavéis e naja, mostrando uma colonizacgéo de varias bactérias, as

quais incluiram Enterobactérias, Morganella spp. e Escherichia coli, Estreptococos,
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Aeromonas spp., Staphylococcus aureus, e anaerobios tais como Clostridium spp.
(26,72,74).

No estudo realizado por Taylor et al. (74), 15 cascaveis tiveram suas cavidades
orais analisadas e das bactérias cultivadas, foram encontradas 58 cepas aerobias e 28
cepas anaerobias. As espécies frequentemente isoladas foram: Pseudomonas aeruginosa,
espécies Proteus, Estafilococos coagulase-negativo, e as espécies de Clostridium. Num
estudo de Bastos et al. (75), foram isoladas Salmonella (27,3%), Citrobacter (26,0%) e
Escherichia (12,3%) de culturas de Bothrops jararaca. As bactérias isoladas em
abscessos incluem espécies presentes tanto na boca quanto no veneno das serpentes, bem
como na pele dos pacientes vitimas de acidente, como Staphylococcus aureus, por
exemplo (67,76,77). Os abscessos das vitimas também tém sido estudados a fim de
identificar o agente causador das infeccdes secundarias. Os bacilos Gram negativos
aerobicos foram os mais comuns na identificacdo, destacando-se a Morganella morganii
(44,4% das culturas), Escherichia coli (20,2%), Providencia sp (13,1%) e Staphylococcus
aureus (8,1%), de acordo com Andrade et al. (72). Os autores desse estudo realizaram o
isolamento e caracterizacdo bacteriana do material de 99 abscessos de acidentes causados
por serpentes do género Bothrops em Goids, no periodo de 1984 a 1988. Nessa pesquisa,
o0s autores procedem com um amplo estudo de antibiograma indicando o uso profilatico
de Cloranfenicol, por ser conhecidamente ativo contra a maioria das bactérias aerdbicas
e anaerdbicas encontradas. Mas geralmente o tratamento para infecgcdes secundarias
consiste no uso empirico de antibioticoterapia, como amoxicilina/clavulanato ou
ampicilina/sulbactam, e ciprofloxacina. Porém, uma resisténcia a essa estratégia empirica
tem sido relatada (9,24,26,29). Portanto, o tratamento da infeccdo secundaria é

fundamental para evitar danos tissulares locais extensos e sepse progressiva (25,30).



13

3. JUSTIFICATIVA
Os acidentes botropicos sdo responsaveis por altos numeros de incapacitacéo de

pacientes, sendo o processo inflamatorio responsavel por efeitos locais e sistémicos
capazes de gerar lesdes e alteracdes funcionais em membros e orgaos (12). Apesar de
uma boa eficécia no controle dos efeitos nocivos, o soro antiofidico ainda apresenta
adversidades quanto a sua efetividade, principalmente em relacdo aos efeitos locais (35).
Dentre 0s mecanismos, o processo inflamatorio observado no envenenamento botrépico
tem como patogénese a acéo das toxinas, associada a um efeito direto e indireto, além da
instalacdo de infecgBes secundarias. O efeito direto consiste na ativacdo direta de
leucdcitos atraves dos VAMP’s (17,18,59) e o efeito indireto est4 associado aos produtos
da acdo de toxinas sobre componentes de membrana basal, de matriz extracelular e
citotoxicidade (DAMP’s) (53,78). Associado a uma acao do veneno, a instalacdo de uma
infeccdo oportunista no local da picada por agentes patogénicos, como bactérias, também
leva a uma resposta inflamatéria podendo piorar o quadro inflamatério. Esses efeitos sdo
responsaveis pela lesdo local e formacdo de edema, dor, abscesso e celulite, podendo
resultar em necrose e formacdo de bolhas, além de responsaveis pela diminuicdo da

capacidade de regeneracéo tecidual (31,33).

Para isso, a avaliacdo dos aspectos clinicos locais, laboratoriais e de mediadores
imunolégicos (citocinas e quimiocinas), além da avaliagio da dindmica
progressao/regressdo dos parametros ao longo do tempo apds a soroterapia, representam
uma ferramenta importante para melhor entender o mecanismo de resposta imune
decorrente do envenenamento botrépico provocado por bactérias ou toxinas presentes nas
peconhas de serpentes. Dessa forma, estudos que visam melhor entender os mecanismos
inflamatorios do envenenamento botrépico tem como objetivo desenvolver melhorias
para 0 manejo clinico dos pacientes, avaliando eficacia da terapia antiofidica e a busca

por novos biomarcadores de prognostico da doenca.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo geral
Avaliar aspectos clinicos, laboratoriais e imunoldgicos dos efeitos locais

decorrentes de envenenamento botropico no Amazonas.

4.2. Objetivos especificos
1) Quantificar mediadores imunoldgicos (quimiocinas e citocinas) em amostras

de plasma de pacientes;

2) Descrever o perfil dos parametros clinicos locais associados ao envenenamento

antes e apos a soroterapia;

3) Correlacionar os parametros clinicos locais e os pardmetros laboratoriais e

mediadores inflamatdrios antes e ap0s a soroterapia,;

4) Avaliar os parametros clinicos locais, laboratoriais e mediadores inflamatérios

entre pacientes com e sem infeccdo secundaria.
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5. METODOLOGIA
5.1 Modelo e local de estudo

Trata-se de um estudo observacional de série de casos, longitudinal e
retrospectivo, realizado em pacientes vitimas de acidentes botrépicos atendidos na
Fundacéo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), entre 1° de
julho de 2014 e 31 de julho de 2016. A FMT-HVD é o centro de referéncia para o
tratamento de acidentes por animais peconhentos em individuos atendidos na rede
hospitalar do estado do Amazonas. Os dados clinicos e laboratoriais dos pacientes ja
foram coletados (disponiveis em sistema junto & FMT-HVD), além do plasma
armazenado para realizacdo das dosagens de mediadores inflamatérios.

5.2 Populacao de estudo e amostra

A populagdo de estudo constituiu um total de 186 pacientes diagnosticados
vitimas de acidente ofidico causado por serpente do género Bothrops, atendidos na FMT-
HVD, na faixa etaria de 18 a 70 anos e que nado realizaram soroterapia prévia. Como
critério de exclusdo, os pacientes que receberam soro ofidico em outra unidade hospitalar
ndo foram incluidos, assim como gestantes, indigenas e individuos com doencas
inflamatorias previamente notificadas. Também foram excluidos do estudo pacientes com
amostra insuficientes ou malconservadas. O critério clinico de envenenamento obedeceu
ao protocolo do Ministério da Saude do Brasil, e os acidentes foram classificados como
leves, moderados e graves. Todos 0s pacientes diagnosticados por envenenamento
botrépico receberam soroterapia antibotrdpica de acordo com o Manual do Ministério da
Saude do Brasil (Ministério da Saude, 2017). Os pacientes incluidos foram
acompanhados por 7 dias, sendo realizadas avaliacfes clinicas e laboratoriais em 5
momentos, sendo eles: antes da soroterapia (T0), 24 horas (T1), 48 horas (T2), 72 horas

(T3) e 7 dias (T4) ap6s a administracdo do soro antiofidico.

5.3 Aspectos éticos

Este estudo faz parte de um projeto maior que tem como titulo “Antibioticoterapia
empirica precoce: um ensaio clinico randomizado para a avaliacdo de superioridade de
ciprofloxacina versus placebo em infecgéo bacteriana secundéaria de pacientes vitimas de
acidentes ofidicos na Amazonia Brasileira” aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da
Fundacéo de Medicina Tropical com CAAE: 19380913.6.3001.0005 (aprovagao 492.892
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/ 2014) e que inclui autorizacdo para analise de citocinas/quimiocinas desses pacientes.
Foram incluidos aqueles pacientes que leram e aceitaram participar do estudo, assinando
o0 termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Todos os pacientes foram tratados

de acordo com o Manual do Ministério da Saude do Brasil (11).

5.4 Coleta de amostras bioldgicas

Foram coletados aproximadamente 4mL de sangue periférico nos 4 momentos
distintos (TO a T3 como descrito previamente) por pungdo venosa em tubos contendo
EDTA (BD Vacutainer® EDTA K2). Apds a coleta, o sangue foi centrifugado a 3.500
RPM por 5 minutos, o plasma foi aliquotado e o armazenamento feito em freezer a -80°C,
visando a realizacdo da dosagem de quimiocinas e citocinas. Os dados clinico-
epidemioldgicos (sexo, idade, acidente anterior, zona de ocorréncia, classificacdo do
acidente e regido anatbmica acometida) e laboratoriais dos pacientes foram obtidos nos
prontuarios fisicos e eletronicos (sistema iDoctor) da FMT-HVD.

5.5 Avaliacdo parametros clinicos
1) Edema

1.1) Circunferéncia: utilizou-se uma fita métrica (escala em centimetros) para mensurar
a circunferéncia do membro afetado na proximidade do local do acidente e no membro
contralateral. Os resultados foram expressos entre a razdo da circunferéncia, entre o

membro afetado e contralateral.

1.2) Classificacdo: O edema também foi avaliado pela sua extensdo no membro afetado,
onde foi classificado como ausente, leve (afetando 1-2 segmentos de membro), moderado

(afetando 3-4 segmentos de membro) e grave (afetando mais de 5 segmentos de membro).

2) Temperatura: mensurou-se por termometro clinico digital infravermelho
MODELO COLOR CHECK AC322. A aferi¢éo foi realizada o mais proximo do local da
picada e na regido anatomica idéntica do membro contralateral. Os resultados foram

dados com o A temperatura (temperatura do lado acometido — temperatura contralateral).
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3) Dor: Com o objetivo de avaliar a intensidade da dor, utilizou-se uma escala
visual analdgica que se estende de "sem dor" a "dor tdo forte quanto poderia ser" com o
valor de 0 a 10, respectivamente; o método de classificacdo grafica com os termos

descritivos intensa, moderada, leve e ausente também foi utilizado (79).

AUSENTE | LEVE

e | 3

| MODERADO | GRAVE
|

Figura 4: Escala visual analdgica. Utilizando os termos descritivos ausente, leve, moderado e grave para
caracterizar o nivel de dor.

4) Infeccdo secundéria: A infeccdo secundaria ao acidente botropico foi definida
para este estudo como a presenca de celulite e/ou abscesso Stevens et al. (80) até 48 horas
apo6s a admissdo em qualquer um dos grupos foi o desfecho primario, sendo feita a
antibioticoterapia com clindamicina (600mg - 6/6h) ou amoxacilina/clavulanato

(875/125 mg — 12/12h) a critério do estabelecido no ensaio clinico e da rotina médica.

5.6 Avaliacdo parametros laboratoriais
Os exames laboratoriais foram realizados pela rotina de atendimento do FMT-
HVD, realizado no Laboratdrio de Analises Clinicas (Tabela 2).

Tipo de exame Periodicidade da coleta Local da realizagéo
- Hemograma

- Velocidade de

hemossedimentacéo
(VHS) Na admisso — 24h — 48h — FMT-HDVD
72h — 7 dias

- Creatina quinase (CK)

- Lactato desidrogenase

Tabela 2. Descri¢do dos exames laboratoriais. Os exames foram realizados nos pacientes durante sete
dias de acompanhamento.
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5.7 Dosagem de citocinas

As moléculas soluveis CXCL-8, CCL-5, CXCL-9, CCL-2, CXCL-10, IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, TNF, IFN-y e IL-17A foram quantificadas utilizando a técnica de CBA
(Cytometric Bead Array). Utilizou-se os kits BD™ Human Chemokine (Code N° 552990,
BDR Biosciences, San Diego, CA, USA), ¢ BD™ Human Thl, Th2, Th17 Cytokine
(Code n° 560484, BDR Biosciences, San Diego, CA, USA), seguindo orientacGes
descritas pelo fabricante. Para a aquisi¢do das amostras, usou-se o Citdmetro de Fluxo
FACS Canto Il (BD® Biosciences, San Jose, CA, EUA) realizado na Fundacdo
HEMOAM, em conjunto com o software FCAP-Array™ (v3.01) para calcular os niveis

de quimiocinas e citocinas.

5.8 Analise estatistica

As analises estatisticas dos dados foram realizadas com os softwares GraphPad
Prism (versdo 8.0.1). Inicialmente, realizaram-se testes para verificar normalidade dos
dados através do teste de Shapiro-Wilk. As comparacdes de varidveis Unicas com trés ou
mais grupos foram feitas por meio do teste Kruskal-Wallis, sequido de pds-teste de
Dunn’s. Comparagdes entre grupos com duas variaveis foram realizadas pelo teste 2way
ANOVA, seguido do pos-teste de Tukey para multiplas comparacdes ou pos-teste de
Dunnet comparado a um controle. Para teste de duas amostras independentes, empregou-
se o teste de Mann-Whitney. Para analise de correlacdo, aplicou-se o teste de Spearman
e, em seguida, as redes foram construidas de acordo com a metodologia de Ibiapina HNS,
2019, com o software Cytoscape 3.0.3 (Cytoscape Consortium San Diego, CA, EUA),
seguindo as recomendac0es e instrucdes do software. As correlacfes positivas e negativas
foram consideradas significativas quando p < 0,05. O padrdo de correlagdo (r) foi
utilizado para categorizar a forga de correlagdo em fraca (r < 0,35), moderada (r > 0,36 a
r < 0,67) ou forte (r > 0,68). Os niveis de significancia estatistica foram considerados

como p<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Caracterizacao dos pacientes

Um total de 94 pacientes foram incluidos no estudo pelos critérios de
elegibilidade. Desse total, 42 apresentaram infeccéo secundéria e 52 ndo apresentaram o
sintoma. O diagnostico de envenenamento por Bothrops nos pacientes incluidos foi

confirmado por imunoensaio enzimatico.

Pacientes elegiveis = 94

42 pacientes com infec¢do 52 pacientes sem infec¢do
secundaria secundaria
‘ |
AntTO . T1 T2 T3 Zd,'as
e ca 24 horas 48 horas 72 horas posa
soroterapia soroterapia

l ( \

n i Parametros Laboratoriais
Parametros Clinicos

Hemograma Mediadores Imunolégicos
* Edema edia
» Temperatura + CK » Citocinas
* Dor P * VHS * Quimiocinas
« LDH

Figura 5. Fluxograma de incluséo dos pacientes. Momentos em que as amostras foram coletadas e os
parametros avaliados. Os exames foram realizados nos pacientes durante sete dias de acompanhamento.

6.2. Caracteristicas demograficas e epidemiologicas dos pacientes

A caracterizacdo epidemioldgica evidenciou predominancia dos acidentes em

pacientes do sexo masculino (85,11%), principalmente advindos da zona rural (92,47%).



20

A faixa etaria mais acometida foi entre 21-40 anos (39,78%). O sitio anatdmico mais
acometido foi em membros inferiores, especificamente os pés (62,37%), possuindo
estatisticamente maior risco de acidentes neste local. Um total de 47,31% de acidentes
foram classificados como relacionados ao trabalho. O tempo decorrido, desde a mordida
até o atendimento médico, foi superior a 3 horas em 61,70%. Destes, 13,98% dos
participantes relataram histdrico anterior de picada de serpente. Ademais, 37,63% fizeram
uso de medicamentos topicos tradicionais, 33,33% fizeram uso de medicamentos orais,
8,51% relataram comorbidades anteriores ao acidente e 0 uso de torniquete foi relatado
em 23,66% dos casos (Tabela 3).

Tabela 3: Caracteristicas epidemioldgicas dos pacientes do estudo.

Variaveis N (%0) Com IS (%) Sem IS (%) OR 1C95% Valor de p*
94 42 52

Sexo

Feminino 14 (14.89) 6 (14.29) 8 (15.38) 0.917 0.291-2.885 0.882

Masculino 80 (85.11) 36 (85.71) 44 (84.62) 1 - -

Idade (anos)

0-10 5(5.38) 4 (9.52) 1(1.96) 1 - -

11-20 11 (11.83) 5 (11.90) 6 (11.76) 0.208 0.017-2.518 0.217

21-40 36 (39.78) 16 (38.10) 21 (41.18) 0.190 0.019-1.873 0.155

41-60 27 (29.03) 13 (30.95) 14 (27.45) 0.232 0.023-2.357 0.217

>60 13 (13.98) 4 (9.52) 9 (17.65) 0.111 0.009-1.337 0.083*

Area de ocorréncia

Urbana 7 (7.53) 3(7.14) 4 (7.84) 1 - -

Rural 86 (92.47) 39 (92.86) 47 (92.16) 1.106 0.233-5.244 0.899

Local anatdmico da mordida

Membros inferiores 18 (19.35) 10 (23.81) 8 (15.69) 1 - -

Membros superiores 2 (2.15) 0(0) 2 (3.92) # - -

Mao 15 (16.13) 3(7.14) 12 (23.53) 0.200 0.042-0.961 0.045*

Pé 58 (62.37) 29 (69.05) 29 (56.86) 0.800 0.276-2.315 0.681

Mordida relacionada ao trabalho 44 (47.31) 18 (42.86) 26 (50.98) 0.721 0.317-1.639 0.435

Tempo decorrido da mordida até a
assisténcia médica (em horas)

0-3 58 (61.70) 23 (54.7) 35 (67.3) 1 - -
4-6 17 (17.02) 10 (23.8) 7(13.4) 1.956 0.638-5.991 0.240
>6 19 (21.28) 9(21.4) 10 (19.2) 1.522 0.547-4.229 0.421
Histéria anterior de picada de 13 (13.98) 6 (14.29) 7 (13.73) 0.954 0.294-3.094 0.938
serpente

Uso de medicamentos topicos 35 (37.63) 14 (33.33) 21 (41.18) 0.714 0.305-1,671 0.438
tradicionais

Uso de medicamentos orais 31 (33.33) 13 (30.95) 18 (35.29) 0,84 0,37 - 2,02 0,8261
Uso de torniquete 22 (23.66) 11 (26.19) 11 (21.57) 1.290 0.495-3.364 0.602
Classificacéo do acidente

Leve 36 (38.71) 11 (26.19) 25 (49.02) 1 - -
Moderado 48 (51.61) 26 (61.90) 22 (43.14) 2.686 1.083-6.662 0.033*
Grave 9 (9.68) 5 (11.90) 4 (7.84) 2.841 0.638-12.654 0.171
Ndmero de ampolas

2-4 15 (15.9) 4 (9.5) 11 (21.1) 1 - -
5-8 59 (62.7) 27 (64.2) 32 (61.5) 2.320 0.662-8.129 0.188
9-12 19 (20.2) 11 (26.1) 8 (15.3) 3.361 0.793-14.246 0.100
Comorbidades 8(8.51) 3(7.14) 5(9.62) 0.723 0.162-3.218 0.670

IS = infeccdo secundaria; # Nao foi possivel calcular a medida de associacéo devido ao tamanho da
amostra; *valor de p mensurado pelo teste exato de Fisher.
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6.3 Parametros clinicos locais

Dentre os parametros clinicos locais, 0 edema, temperatura local e dor foram
avaliados (Figura 6). Para os parametros clinicos locais de edema, 0 membro acometido
e 0 membro saudavel (contralateral) foram medidos conforme descrito na metodologia, e
a razdo entre os dois parametros foi considerada normal quando igual a 1, e 0 membro
edemaciado considerado quando valor >1 (Figura 6A). Dessa forma, observamos que a
mediana de circunferéncia entre os pacientes de cada tempo analisado apresentou um
valor acima de 1, caracterizando a formacdo de edema. Porém, ndo houve diferenca

significativa entre os tempos (figura 6A).

Para a temperatura, a diferenca de temperatura entre os membros (A) foi avaliada,
sendo o valor referéncia definido como 0. Conforme a Figura 6B, um aumento de
temperatura foi analisado ao longo do tempo, apresentando uma tendéncia de aumento da
temperatura progressiva, porém sem significancia estatistica (figura 6B).

Na analise de dor, foi aplicada a escala analdgica classificada em intensa,
moderada, leve e ausente. Como ilustrados na Figura 3C, pode-se observar uma
distribuicdo da dor em TO, sendo a frequéncia de dor intensa em 38% dos pacientes,
moderada em 30%, leve em 16% e ausente em 15%. Porém, a partir do T1 ao T4, observa-
se uma reducgdo drastica na frequéncia de dor intensa nos pacientes (figura 6C) e um

aumento da frequéncia de pacientes com dor ausente.
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Figura 6. Descricdo dos eventos clinicos locais. A) Avaliacdo da razdo das medidas de circunferéncia
(cm) entre os membros acometido e saudavel, sendo valor de referéncia (sem edema) determinado como
1.0 (linha azul tracejada) B) Avaliacdo da diferenca de temperatura entre 0s membros acometido e saudavel,
sendo valor de referéncia determinado como zero (linha tracejada). Em ambos os graficos A e B, os dados
foram reportados como mediana dos valores zintervalo interquartil determinado nessa analise. C)
Frequéncia (%) dos pacientes com niveis de intensidade da dor, classificados em ausente, leve, moderada
e intensa. *P<0,05 quando comparados os valores de cada grupo (T1, T2, T3 e T4) ao grupo TO, sendo
estatistica realizada pelo método de Kruskal-Wallis, sequido de p6s-teste de Dunn’s.

6.4 Correlacéo entre mediadores inflamatdrios soliveis e parametros
clinicos e laboratoriais

Uma andlise de correlacdo foi realizada entre os mediadores inflamatorios
(citocinas e quimiocinas), parametros laboratoriais bioguimicos (CK e LDH) e
hematoldgicos (Leucécitos totais, neutréfilos e VHS) e os pardmetros clinicos (edema
circunferéncia e A temperatura) durante o periodo de internacdo dos pacientes (TO a T4)
(Figura 7). Em relacdo aos parametros clinicos, uma correlacdo positiva entre a citocina
IL-6 com o edema em todos os tempos (TO a T4) foi observada, sendo uma correlacdo
fraca no tempo TO, T1, T2 e T4; e moderada em T3. Ainda com relagdo ao edema, notou-
se correlacBes positivas fracas entre a citocina TNF em T1, entre VHS em T3 e T4,
leucdcitos totais em T2, T3 e T4, neutrofilos em T2 e uma correlacéo positiva moderada

entre neutréfilo em T4 (figura 7A).

Em relagao ao A de temperatura, observou-se uma correlacdo positiva fraca com
a citocina IL-6 em T1, com VHS em T2, T3 e T4 e com leucdcitos em T4 (figura 7B).
Em relagdo a correlagédo entre os mediadores inflamatdrios e pardmetros laboratoriais,
houve correlagfes positivas fracas, moderadas e leves, além de correlagdes negativas
fracas. Observou-se um maior perfil de correlagcdo positiva forte e moderada entre
citocinas e quimiocinas nos tempos TO e T3. J& entre os parametros laboratoriais e as
citocinas/quimiocinas, o numero de correlagfes fortes e moderadas mostrou-se

relativamente aumentada a partir de T2 (Figura 7 A e B).



23

Figura 7. Correlacao entre moléculas soltveis e parametros clinicos. Grafico de rede de correlagéo
entre quimiocinas/citocinas e parametros laboratoriais e 0s parametros clinicos edema e temperatura. Cada
grupo de circulos coloridos é usado para identificar quimiocinas (azul escuro), citocinas (azul claro) e
pardmetros laboratoriais (verde). As linhas em preto indicam correlagdo positiva e em vermelho indicam
correlacdo negativa, enquanto a espessura mostra a forca da correlacdo (leve, moderada e forte). O indice
de correlagdo (r) foi usado para categorizar a forga de correlagao como fraca (r < 0,35), moderada (r > 0,36
ar<0,67) ou forte (r > 0,68). Correlacdo ndo-paramétrica de Spearman foi utilizada para a analise.

Com relacgdo a intensidade de dor, foram avaliadas as concentracGes de citocinas
e quimiocinas, parametros clinicos e laboratoriais de pacientes com dor ausente, leve,
moderada e intensa no TO. Apesar de observarmos uma tendéncia na diminuicédo de IL-6,
IL-10, CXCL-8, A temperatura, neutrdfilos, além de um aumento de INF-y, CXCL-9 e
CXCL-10, CCL-5 e VHS entre pacientes com dor ausente e pacientes com dor leve,

moderada ou intensa, ndo foram observados significancia estatistica entre eles (Figura 8).



24

IL-10 (MIF)
I
5 &
o o
8 8

o
=]
=3

2000 2500
1500 2000
0
200 150 150 8000
150 6000
100
N 4000
50 50
50 2000
0 0 0 0

IL-2 (MIF)
e e N
u o u o
o o o o o
IL-4 (MIF)
Y
v o wu o o
o o o o o o
IL-6 (MIF)
PN
(4. o
o o
o o o

IL-17A (MIF)
-
o
o
TNF (MIF)
INF-y (MIF)
-
o
o
2 (MIF)

CCL.

> \d & 4 2> Nd \2 < > e < Z 2 Nd 2 &
& e,&b N2 @Q/Q\ & e@b & @Q’& & ‘z,&b N2 @z& & e@b & @Q’&
N & & kS < & & & N <
300000 15000 30000 20000
~ —~ & 15000
T 200000 < 10000 L 20000 s
s £ £ <
b ® 2 S 10000
o} Q Q 5}
3 100000 % 5000 % 10000 %
5000
o o o o
eféo «’Z& \,Ae & e}éo «’Z’& \,Ae & e}éo «’Z’& \,Ae & zéo &’Z’& \,\\e &
& R v\»e» & & ?96 & & Ype & qu, Ype
15 3 30 30000
s g - -
Kt s s
2 1.0 g2 <20 € 20000
& El P P
& s 2 2
B & 3 s
3 3 3 =
205 g1 210 3 10000
(§} - 3 z
[a]
0.0 0 0 0
2> 4 \2 & 2> d 42 @ 2> d 42 & > el 4 &
@% Q}"’b & & @& e@b & & @6 e@b & & @6 z@b & %e‘\\
S & N & @Qb N S S W & S W»
800 40 2000
600 30 1500
g E g
2 400 E20 = 1000
< @ 5
9] I g
200 10 500
0 0 0
2 N < & 2 Nd 2 & o el < <
& e}"’b & @“& & e,‘q’b & é”& & & 4N 69’{\\
¢ & w» & W» s & w»

Figura 8. Perfil de citocinas, quimiocinas, parametros clinicos e laboratoriais em pacientes com
variaveis niveis de dor em TO. A anélise representa o perfil das citocinas e quimiocinas inflamatérias,
além de parametros clinicos e laboratoriais (bioquimicos e hematol6gicos) dos pacientes classificados com
dor ausente, leve, moderada e intensa no TO. Os valores sdo representativos da mediana dos valores
+intervalo interquartil. *P<0,05 quando comparados os valores entre todos os grupos, sendo estatistica
realizada pelo método de One-Way ANOVA seguido do teste de Tukey.



25

6.5 Infeccdo secundaria e caracteristicas demograficas e
epidemiologicas dos pacientes

Quando avaliada Tabela 3 (acima), observa-se que acidentes classificados como
moderado apresentam um risco maior (OR = 2,6) para infec¢do secundéria (com IS)
comparado a pacientes sem infeccdo secundéria (sem IS). Ainda, os dados da tabela
mostram que pacientes acima de 60 anos apresentam um risco menor a adquirirem
infeccdo secundaria, assim como a mdo apresenta-se como membro com menor
incidéncia de infec¢des secundarias (Tabela 3).

Quando avaliados os parametros clinicos de dor, edema e temperatura entre
pacientes com e sem infeccdo secundaria, observa-se que em pacientes com edema
moderado o risco de infecgdo secundaria é maior (OR=2,1). As manifestacGes clinicas
mais observadas no momento da admissao foram dor moderada (30,8%), de acordo com
a escala visual analdgica (EVA), apresentando risco duas vezes maior entre 0 grupo com
IS (OR= 2,348), porém sem diferenca estatistica (p=0.184). A diferenca de temperatura
entre o local da mordida e o local contralateral foi predominantemente em 0-1 (41.86%),
com um risco maior entre o grupo com IS (OR= 1,667) e a razéo da circunferéncia do
edema em centimetros (cm) foi <1.0 em 50,59% dos casos, porém também sem
significancia (Tabela 4).

Tabela 4: Pardmetros clinicos de dor, edema e temperatura entre pacientes com e sem infecgo secundéria

Edema N (%) Com IS (%) Sem IS (%) OR 1C95% Valor de p*
94 42 52

Leve 42 (44.68) 14 (33.3) 28 (53.85) 1 - -

Moderado 44 (46.81) 23 (54.76) 21 (40.38) 2.191 0.915-5.242 0.078*

Grave 8 (8.51) 5 (11.90) 3(5.77) 3.333 0.695-15.999 0.132

Edema (razdo da circunferéncia,

cm)

<1.0 43 (50.59) 15 (40.54) 28 (58.33) 1 - -

1.1-1.3 38 (43.6) 20 (54.05) 18 (37.50) 2.074 0.849-5.069 0.110

>1.3 4 (29.7) 2 (5.41) 2(4.17) 1.867 0.238-14.614 0.552

Dor (escala)

Ausente 14 (14.8) 4 (9.5) 10 (19.2) 1 - -

Leve (1-3) 15 (15.9) 7 (16.6) 8 (15.3) 2.187 0.469-10.210 0.319

Moderada (4-7) 30 (30.8) 14 (33.3) 15 (28.8) 2.348 0.667-8.270 0.184

Grave (8-10) 8 (8.5) 5(11.9) 3(5.7) 0.400 0.125-1.275 0.121

Temperatura (A)

<0 8 (9.30) 3(7.89) 5(10.42) 1 - -

0-1 36 (41.86) 18 (47.37) 18 (37.50) 1.667 0.345-8.038 0.525

1.1-2 27 (31.40) 12 (31.58) 15 (31.25) 1.333 0.264-6.739 0.728

>2 15 (17.44) 5 (13.16) 10 (20.83) 0.833 0.139-4.987 0.842

* Valor de p mensurado pelo teste exato de Fisher.
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6.6 Infeccdo secundaria e parametros clinicos, laboratoriais e
mediadores inflamatdrios

Os mediadores clinicos temperatura e circunferéncia do edema, além dos
mediadores inflamatdrios (CXCL-8, CCL-5, CXCL-9, CCL-2, CXCL-10, IL-6, TNF, IL-
2, IL-10, IFN-y, IL-4 e IL-17A), marcadores bioguimicos (CK, e LDH) e hematoldgicos
(leucocitos, neutréfilos e VHS), também foram analisados comparando os valores entre

0s pacientes com e sem infec¢do secundaria nos diferentes tempos.

Com relagcdo aos parametros clinicos de edema e temperatura, ndo foram
observados valores significativos de diferenca entre 0os grupos com e sem infecgédo
secundaria. Porém, foi possivel observar uma tendéncia de aumento da temperatura nos
pacientes com infeccdo secundéaria ao longo do tempo, indicando que este aumento possa
estar associado a infecgdo. (Figura 9).
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Figura 9. Perfil clinico dos parédmetros locais entre pacientes com e sem infec¢do secundaria ao longo
do tempo. A) Avaliacdo da razdo das medidas de circunferéncia (cm) e B) A temperatura entre pacientes
com infecgdo secundaria (circulo preto) e sem infeccéo secundaria (circulo branco) nos tempos TO, T1, T2,
T3 e T4. Ae B, os dados foram reportados como mediana dos valores xintervalo interquartil determinado
nessa analise. C) Frequéncia (%) dos pacientes com niveis de intensidade da dor, classificados em ausente,
leve, moderada e intensa entre pacientes com e sem infec¢do secundéria em TO. *P<0,05 quando
comparados os valores entre grupos com e sem infeccdo secundaria em cada tempo (T1, T2, T3 e T4),
sendo estatistica realizada pelo método de Two-Way ANOVA seguido do teste de Dunnet.
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Ja em relagdo aos mediadores inflamatdrios, os pacientes com infecdo secundaria
apresentaram um aumento de IL-6 em T1 e T2; IL-10 em TO e da quimiocina CXCL-8

em T2 (Figura 10).
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Figura 10. Avaliacdo dos mediadores imunolégicos em pacientes com e sem infecgéo secundaria ao
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-~ ComlIS
-O0- Sem IS



Leucacitos (células/pL)

Velocidade hemosedimentagao

28

Com relacdo aos parametros laboratoriais, observou-se também que pacientes
com infeccdo secundéaria apresentaram aumento de leucdcitos em TO, T1 e T3, aumento
de neutrdfilos e creatina quinase em TO e aumento da velocidade de hemossedimentacao
em T3 e T4 (Figura 11).
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Figura 11. Avaliacdo dos parametros laboratoriais em pacientes com e sem infec¢éo secundaria ao
longo do tempo. Valores de mediana + intervalo interquartil dos parametros hematolégicos e bioquimicos
entre pacientes com (circulo preto) e sem (circulo branco) infeccdo secundaria. *P<0,05 quando
comparados os valores entre grupos com e sem infeccdo secundaria em cada tempo (T1, T2, T3 e T4),
sendo estatistica realizada pelo método de Two-Way ANOVA seguido do teste de Dunnet.

Ainda, avaliamos o perfil dos mediadores imunolégicos, parametros clinicos
locais e laboratoriais nos pacientes com e sem infeccdo secundéaria no dia do diagnostico,
comparando ao perfil desses parametros do dia do diagnostico de infeccdo secundaria
com o dia anterior ao diagndstico. Para isto, calculamos o A dos valores de todos os
mediadores imunoldgicos e parametros clinicos da seguinte forma: subtraimos os valores
do dia em que foi diagnosticada a infeccdo secundaria pelos valores do dia anterior ao
diagnostico dessa infeccdo de cada paciente respectivo. Ainda, essa analise foi realizada
agrupando aqueles pacientes que foram diagnosticados em T1 (TO vs T1), em T2 (T1 vs
TO) ouem T3 (T2 vs T3) (Figuras 12 e 13). De uma forma generalista, os valores que
foram abaixo de zero significam que o parametro avaliado no dia anterior ao diagnéstico

estava maior que no dia da confirmacéo da infec¢do. Assim como os valores que foram
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acima de zero significam que o parametro avaliado no dia da confirmacao de infeccéo

secundéria estava maior que no dia anterior do diagnostico.

Dentre as citocinas e quimiocinas (Figura 12), foi observado que pacientes com
infeccdo secundaria diagnosticada em T1 (TO vs T1) apresentaram niveis maiores de IL-
10 no dia anterior a confirmacdo da infeccdo, sendo significativamente diferentes dos
pacientes sem infeccdo secundaria 0s quais apresentaram niveis equivalentes TO e T1
(Figura 12). Resultados semelhantes também foram encontrados para as quimiocinas
CCL-2, CXCL-8 e CXCL-10, onde os pacientes com infeccdo secundaria confirmada em
T3 (T2 vs T3) apresentaram valores das quimiocinas aumentadas no dia anterior ao
diagndstico da infeccdo, sendo significativamente diferentes dos pacientes sem infeccdo
secundéria os quais apresentaram niveis equivalentes entre T2 e T3 (Figura 12).
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Figura 12. Perfil dos mediadores imunoldgicos em pacientes com e sem infecgdo secundaria do dia
do diagnostico e do dia anterior. AMFI citocinas/quimiocinas = valor dia confirmacdo infecgdo
secundaria — valor do dia anterior ao diagndstico (de cada paciente independente). Esses valores sdo
representativos dos pacientes que foram diagnosticados em T1 (TO vs T1), em T2 (T1 vs TO) ou em T3 (T2
vs T3). Com IS (com infecgdo secundaria) e sem IS (sem infecgdo secundaria). A estatistica realizada foi o
método de Mann-Whitney para comparacdes entre os grupos de pacientes em dois tempos (*p< 0,05).

Em relacdo aos parametros clinicos locais e laboratoriais (Figura 13), pacientes
com infecgdo secundaria diagnosticados em T1 (TO vs T1) também apresentaram valores
aumentados de leucdcitos totais e neutréfilos no dia prévio ao diagnostico de infeccao,
guando comparado aos pacientes sem infec¢do (Figura 13). J& em relacdo a VHS,
pacientes com infeccdo secundaria apresentaram valores aumentados no dia do
diagndstico (comparado ao dia prévio), quando comparado aos pacientes sem diagnéstico
de infeccdo secundaria os quais também ndo apresentaram variagdo entre T2 e T3.
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Figura 13. Perfil dos parametros clinicos locais e laboratoriais em pacientes com e sem infecgéo
secundaria do dia do diagnostico e do dia anterior. A parametros clinicos/laboratoriais = valor dia
confirmacdo infeccdo secundaria — valor do dia anterior ao diagnostico (de cada paciente independente).
Esses valores sdo representativos dos pacientes que foram diagnosticados em T1 (TO vs T1), em T2 (T1 vs
TO) ou em T3 (T2 vs T3). Com IS (com infec¢do secundaria) e sem IS (sem infec¢do secundéria). A
estatistica realizada foi 0 método de Mann-Whitney para comparagdes entre 0s grupos de pacientes em dois
tempos (*p< 0,05).
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7. DISCUSSAO

A reacdo inflamatoria representa um mecanismo fisiologico de defesa do tecido,
identificado principalmente pelos sinais cléssicos de dor, calor, rubor e edema. Estas
manifestacdes se estabelecem de forma rapida e, quando associadas a infeccdo secundaria
e a neutralizacao ineficiente do estimulo nocivo, podem agravar a lesdo tecidual e levar a
amputacdo ou ao prejuizo funcional do membro afetado (11,81,82). O envenenamento
botrdpico é responsavel por um efeito inflamatério agudo, induzido por trés principais
mecanismos: 1) toxinas do veneno sdo responsaveis pela ativacdo direta de células e
mediadores imunoldgicas; 1) a acdo lesiva de toxinas do veneno sobre células e
componentes extracelulares sdo capazes de gerar produtos que levam a uma resposta
inflamatoria; I11) infeccGes oportunistas acometidas por agentes bacterianos no local da
picada. Esses eventos sdo responsaveis por induzirem uma resposta caracterizada pela
migracdo de leucdcitos e a producdo de mediadores inflamatérios, levando a um evento
inflamatdrio local intenso. Dessa forma, podemos observar manifestacdes clinicas
caracteristicas do envenenamento botrépico como edema, dor, calor, caracterizando 0s
efeitos locais do envenenamento, podendo levar a complicagbes mais graves como
necrose, sindrome compartimental, déficit funcional e amputacdo (9,45,53,83).
Associado a limitacdo do soro antiofidico em neutralizar os efeitos locais do
envenenamento (35), estudos que visam melhor entender os aspectos fisiopatoldgicos dos
efeitos locais, associados a resposta inflamatdria do veneno, sdo de grande relevancia para
o desenvolvimento de melhores estratégias de diagnéstico, manejo e terapéutica dos

acidentes botropicos.

Portanto, procuramos obter resultados que fornecessem um melhor entendimento
dos efeitos locais do envenenamento por Bothrops, associados aos aspectos clinicos
laboratoriais, imunoldgicos e aos aspectos clinicos da inflamagdo causada por esse tipo
de envenenamento, ao longo do tempo. A avaliacdo inicial dos eventos clinicos locais dos
94 pacientes incluidos no estudo mostrou que 0s pacientes apresentaram um edema e
aumento de temperatura que se perpetuaram ao longo do tempo de internacdo dos
pacientes (Figura 6). O edema é uma manifestacdo clinica classica associada ao acidente
botropico, no entendo que esse parametro é utilizado nos critérios diagnosticos de
classificagdo de gravidade do envenenamento. Diversos estudos pré-clinicos e clinicos
mostram que o edema no local da administragdo do veneno é muito evidente nesses

acidentes (9,39,58). Porém, poucos estudos relatam alteracdes de temperatura local nos
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acidentes por animais peconhentos. Um estudo conduzido no Estado de S&o Paulo com
pacientes vitimas de acidente botropico (dentre outras) mostrou que o uso de termografia
infravermelho foi capaz de precisar e associar 0 aumento de temperatura no local da
picada (84). Porém, nenhum estudo até hoje foi conduzido mostrando as alteragdes desse
parametro clinico ao longo do tratamento do paciente. Os resultados observados no
presente estudo (Figura 6) mostram que ambos 0s parametros (edema e temperatura) ndo
apresentam uma melhora ao longo do tempo com a soroterapia, sugerindo que a agéo
local do soro antibotrépico tem uma eficiéncia limitada de acao local. Esses dados vao de
encontro a diversos estudos que mostram a menor efetividade da soroterapia mundial,
contra diversas serpentes pegonhentas, dado diversos fatores como a baixa distribuigédo
do soro aos tecidos (35). Ainda, estudos recentes mostram que no contetdo de bolhas
locais de pacientes vitimas de acidente por Botrhops atrox foram encontrados niveis de
imunoglobulinas do soro botrépico ndo conjugadas a toxinas do veneno. Esses dados
revelam que apesar da presenca do soro no local, esses apresentam sua capacidade de
neutralizacdo limitada, ndo sendo capazes de prevenir danos teciduais e formagéo das
bolhas (85). Em relacdo ao parametro de dor, foi observado que as intensidades foram
reduzindo ao longo do tempo, até o ponto em que 0s pacientes relatavam uma auséncia
de dor (Figura 6). Dentre as possiveis razdes para essa diminuicdo se da pela
administracdo de analgésicos, como dipirona e tramal aos pacientes, além do préprio soro

antiofidico.

Durante uma resposta imunoldgica desencadeada no corpo humano, a
participacao de mediadores quimicos, como quimiocinas, citocinas e eicosanoides, sao de
grande relevancia para a efetividade da resposta envolvendo a participacdo de células de
defesa ou tecidos no processo de regeneracdo. As quimiocinas e citocinas sdo proteinas
secretadas que determinam a natureza das respostas imunologicas, apresentando funcdes
variadas como modular o crescimento, diferenciagdo e ativac&o, e o trafego celular (51).
A deteccdo no sangue de citocinas e quimiocinas associados aos dados laboratoriais
bioguimicos e hematoldgicos de inflamac&o consistiu na estratégia principal do presente
trabalho para correlacionar com eventos clinicos locais de edema e temperatura,
avaliando assim a inflamacéo induzida pelo acidente botropico na regido. Uma correlacéo
positiva direta foi observada entre o edema (medida de circunferéncia) e as citocinas IL-
6 e TNF-alpha, alem de leucacitos totais, neutréfilos e velocidade de hemossedimentagéo

(VHS) (Figura 7). Os dados obtidos estdo em acordo com diversos estudos sobre o
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processo de formacéo de edema no envenenamento botrdpico, sejam em modelos animais
ou pacientes, onde ha a participacdo de diversas citocinas, dentre elas a IL-6 e TNF-alpha,
induzindo a ativacdo sistémica de leucdcitos, principalmente neutréfilos, culminando no
recrutamento dessas células ao local do envenenamento (58,86,87). Ainda, a correlacao
com VHS é um importante dado laboratorial, creditando tal parametro como importante
para caracterizacdo da inflamacdo no acidente botropico, como ja descrito em estudos
prévios (88,89).

Em relacdo a temperatura local, a citocina IL-6 e os pardmetros leucdcitos totais
e VHS também apresentaram uma correlacdo positiva, evidenciando que o processo
inflamatorio local esta4 diretamente associado ao aumento da temperatura no local do
acidente. A citocina IL-6 € produzida por linfocitos T e B, fibroblastos, células
endoteliais, queratindcitos, hepatdcitos e células da medula 6ssea e esta relacionada com
a ativacdo, crescimento e diferenciacdo de células T, a producdo de proteinas da fase
aguda e a pirexia (51). J& o TNF-alpha é produzido por células mononucleares, mas
também por neutrdéfilos, linfdcitos ativados, células NK, células endoteliais e mastdcitos,
e esta relacionado a ativacao de neutrdfilos e proteinas de fase aguda da inflamacao assim

como o processo de coagulacao (51).

Curiosamente, tanto em relacdo ao edema quanto a temperatura, houve
correlagdes negativas entre o parametro laboratorial LDH e a quimiocina CCL-5, entre
neutréfilo e INF-y, além de uma correlacdo negativa entre leucdcitos e VHS na
temperatura (Figura 7). Isto sugere que o aumento dessas células circulantes e recrutadas
pela quimiocina CCL-5, que € responsavel pelo recrutamento de leucdcitos (51), além de
outras quimiocinas correlacionadas positivamente entre si, houve um estabelecimento de
resposta continua para controlar os sinais da inflamacédo, diminuindo assim os parametros
sugestivos de inflamacéo no local. Em relacéo ao INF-y, sua correlagdo negativa com 0S
neutrdfilos, que é um leucdcito polimorfonuclear, da-se pelo fato de que este mediador
inibe a producéo de células T CD4+ de IL-17, que regula o recrutamento de neutrdfilos
(51).

Nessa mesma analise (Figura 7), observamos que as correlacbes entre
citocinas/quimiocinas e pardmetros laboratoriais apresentaram associagfes entre si. Um
perfil maior de correlagdo nos tempos TO e T3 entre quimiocinas e citocinas evidenciam
a intercomunicacdo desses mediadores na resposta inflamatdria ao envenenamento

botropico, nos pontos principais relacionados a admissdo dos pacientes no hospital (inicio
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da resposta inflamatdria) e 72 horas ap6s (inicio do processo de regeneracao tecidual).
Esse efeito também pode ser observado em estudo prévio que mostra a participacéo de
macrofagos residentes, e sua producéo de citocinas e quimiocinas, no processo inicial de
resposta inflamatoria, seguida da regeneracéo tecidual (90). Estudo recente de Ibiapina e
colaboradores (58) também evidenciaram que pacientes vitimas de acidentes por
Bothrops atrox também apresentaram um perfil de correlagBes positiva entre moléculas
de diferentes perfis de resposta (Thl, Th2 e Th17 ou padrdes mistos), sugerindo assim
que a resposta local tem uma pluralidade no perfil de resposta. As quimiocinas sdo um
grupo de pequenas moléculas capazes de induzir a migracdo de células ao local da
resposta, como neutrofilos, mondcitos, linfdcitos, eosindfilos, fibroblastos e
queratindcitos. Ja as citocinas, sdo moléculas particularmente eficazes na promogéo do
infiltrado celular e reparos teciduais, caracteristicos da inflamacdo. Sdo produzidas por
diferentes linhagens leucocitarias, e células teciduais, e apresentam diversas funcdes
como ativacdo de células e na regulacdo do processo inflamatério, seja induzindo ou
inibindo. Assim, é esse arranjo entre citocinas e quimiocinas que determinam a natureza
das respostas imunes e controlam o trafego de células imunes e o arranjo celular dos

orgaos (51).

Em relacdo a dor, nota-se uma frequéncia maior de dor intensa nos pacientes no
TO (primeiras horas apds o acidente) (Figura 6), pois a partir do momento em que 0
veneno da serpente é inoculado, diversos mediadores quimicos sdo liberados das células
que foram lesadas, além de células como mastocitos, macrofagos e neutréfilos, que sdo
imunocompetentes, logo sao recrutadas da regido lesada para responder a a¢do direta e/ou
indireta das diferentes toxinas presentes nesse veneno (91). Estes mediadores podem atuar
nos nociceptores, o que resulta em inflamacdo e sensibilizacdo do sistema nervoso,
tornando-o mais suscetivel a ativacao das vias de nocicepc¢do. O estudo de Nadur-Andrade
et al. (44) relatou a ativacdo direta de neurdnios sensoriais no veneno de Bothrops
moojeni. Além disso, algumas SVMP’s, presente no veneno das serpentes, também séo
capazes de induzir inflamag&o, o que resulta no surgimento de edema e dor no local da
picada de cobra, desencadeando hiperalgesia (92-94). Porém, no presente estudo nao
foram observados dados significativos confirmando diferencas nos valores de citocinas e
quimiocinas em comparagdo com pacientes com dor intensa, moderada, leve e ausente
(Figura 8). Porem, os resultados deste estudo mostram que a frequéncia de dor intensa é

reduzida drasticamente a moderada, leve e ausente ao longo do tempo (Figura 6). Um
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estudo realizado por Yamashita et al. (95) demonstrou que a injecdo do veneno de B.
jararaca em camundongos é capaz de induzir hiperalgesia e, ap6s 24h, o limiar
nociceptivo retorna aos niveis basais. No entanto, a hipétese inicial apontada para essa
reducdo € a administracdo dos medicamentos utilizados nos pacientes do estudo (dipirona
e tramal), além da propria administracao do soro antiofidico, o que demonstra ser bastante
eficaz em relacdo a dor. Assim, torna-se imprescindivel estudos futuros para a
identificacdo de biomarcadores com potencial para predicdo de dor em acidentes

botropicos.

O processo inflamatoério infeccioso por agentes bacterianos da-se inicio pelo
reconhecimento de endotoxinas bacterianas por leucécitos induzindo uma ativacéo via
receptores de reconhecimento padrdo, e estimulando a producdo de mediadores
inflamatérios (TNF, IL-1, IL-6 e quimiocinas), promovendo reacdo inflamatoéria aguda
local. Os neutréfilos polimorfonucleares permitem a fagocitose de bactérias e detritos
celulares, descontaminando assim a ferida. Os niveis de citocinas pro-inflamatérias
aumentam na presenca de bactérias e, se 0s niveis bacterianos ndo forem reduzidos, essas
citocinas podem permanecer elevadas, prolongando a fase inflamatdria. Quando a fase
inflamatdria dura muito tempo, ocorre processos degenerativos com a piora do quadro na
regido (96). Em uma reviséo realizada por De Faria et al. (73), foi relatado que em
acidentes com serpentes peconhentas no Brasil, no periodo de 2008 a 2010, a maior
incidéncia de acidentes ofidicos foi com serpentes do género Bothrops, com uma
incidéncia entre 1% e 20% de infec¢BGes secundarias/abscessos, com o indicativo de
bactérias Gram-negativas, Gram-positivas, anaerobicas e cocos Gram-negativos (menos
comuns). Porém, nos casos com serpentes do género Crotalus, Lachesis e nao
peconhentas ndo houve relatos de abscessos ou infecgdes secundarias. Assim, assume-se
que a infeccdo secundaria a acidentes ofidicos é considerada um fator de agravamento

dos aspectos inflamatorios, resultado na exacerbacao dos danos locais.

O presente estudo também investigou os aspectos clinicos, laboratoriais e
mediadores inflamatorios de pacientes com e sem infec¢do secundaria. Fora observado
que pacientes classificados como acidentes moderados apresentam um risco maior para
infeccdo secundaria (Tabela 3). Dentre os critérios de classificacdo de gravidade segundo
manual do Ministério da Saude, a infeccdo secundéria € considerada um parametro local
de avaliacdo. Esse evento estd muito relacionado justamente a classificagdo moderada dos

pacientes observada, quando apresenta um agravamento do quadro local (Ministério da
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Saude). Observamos também que a mdo se apresenta como membro com menor
probabilidade para infec¢des secundarias (Tabela 3). Ainda, os dados mostram que
pacientes acima de 60 anos apresentam um risco menor a adquirirem infeccdo secundéria
(Tabela 3). A hipdtese inicial apontada para esse resultado pode se da pelo numero
reduzido de pacientes desta faixa etaria no estudo, além de que os acidentes acometidos
nos pacientes nessa idade ndo sdo relacionados ao trabalho, diferentemente de pacientes
mais jovens que, por estarem trabalhando, apresentam-se mais expostos a contaminantes
microbiologicos no meio rural, tornando-os mais suscetiveis a infec¢bes secundarias.
Embora os idosos apresentem um sistema imunoldgico mais fragilizados, a maioria dos
pacientes dentre essa faixa sofreram o acidente em areas periurbanas ou mesmo em suas
residéncias, com 0s membros sem contato/exposicdo com agentes microbianos que

possivelmente sdo encontrados em locais de trabalho na zona rural.

Quando avaliados os parametros clinicos, laboratoriais e inflamatdrios entre
pacientes com e sem infecgdo secundaria (Figura 9), pode-se observar que pacientes com
infeccdo apresentaram, em sua grande maioria, niveis médios desses parametros
aumentados. Essa analise generalista dos dados mostra que a infec¢do secundaria de fato
apresenta uma influéncia na piora desses marcadores. Porém, quando considerados 0s
aspectos estatisticos das analises, estiveram aumentados em pacientes com infec¢do
(Figuras 9, 10 e 11): leucécitos em TO, T1 e T3; neutrdfilos TO; creatina quinase (CK) em
TO; IL-10 em TO; IL-6 em T1 e T2; CXCL-8 em T2; e VHS em T3 e T4. Esses dados
creditam a possibilidade de avaliacdo de niveis de leucocitos, neutrofilos, CK e 1L-10
como marcadores preditores de infeccdo secundaria, uma vez que apresentam elevados
em TO nesses pacientes, sendo precedentes ao diagnostico de infeccdo nos pacientes
(infeccdo somente ocorrem a partir de T1). Ainda, os niveis elevados de VHS em
pacientes com infeccdo secundéaria observados em T3 e T4 também podem desempenhar

como marcador de confirmacao de diagnostico de infeccéo.

A IL-10 desempenha um papel chave na regulacdo imunologica, uma vez que
inibe a produgdo de IFN-y e IL-12, além da expressdo de moléculas coestimuladoras,
reduzindo a intensidade e a duracdo de respostas imunes, prevenindo respostas
exacerbadas (97). Assim, niveis aumentados de IL-10 indicam um possivel mecanismo
do corpo humano em controlar mais eficientemente o processo inflamatorio induzido pela
associacdo veneno e infeccdo. Além do fato de estudos prévios evidenciarem o aumento

dos niveis de IL-10 induzidos pelo veneno de B. atrox (98-100). Ja a IL-6, aumentada em
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T1 e T2, pode estar associada a instalacdo ao processo infeccioso associado ao
envenenamento (101), além de atuar também como fator na regeneracdo tecidual, uma
vez que a mudanca de um microambiente pro-inflamatério para um microambiente

reparador deve ser rigidamente regulada (102).

Conforme um estudo realizado por Stuart et al. (103), o VHS pode ser utilizada
como indicador da presenca de infeccdo bacteriana invasiva em criangas. Este dado é
importante, pois de acordo com De Faria et al. (73), a diversidade bacteriana da cavidade
oral das serpentes oferece um enorme potencial de interferentes nas infec¢des secundarias
e abscessos nos acidentes ofidicos. Ainda sugerimos que esta escassez na literatura
também se d& pelo fato deste exame ser bastante inespecifico como marcador de doengas
e que nossos dados podem ajudar futuros estudos sobre ofidismo utilizando o VHS, pois
pode ser utilizado em combinacdo com outros testes para determinar a presenca de
atividade inflamatéria aumentada, além de ter sido usado h4 muito tempo como um

"indicador de doenca" devido a sua alta reprodutibilidade e baixo custo (104).

No contexto do envenenamento por serpentes, varios estudos relataram que 0s
neutrofilos sdo predominantes nas primeiras horas da resposta a inflamagdo. Dados de
Menaldo et al. (18) mostram que, em experimentos com animais, o infiltrado inflamatorio
nas primeiras 24h ap6s a inoculacdo do veneno é representado principalmente por
neutrdfilos e depois por mondcitos/macrofagos. Em uma resposta inflamatdria aguda, este
tipo de leucocito migra rapidamente para o local lesionado e sdo 0s principais
responsaveis pela fagocitose inicial de agentes infecciosos e pela liberacdo de citocinas
(105,106). Além disso, no envenenamento por B. atrox em camundongos BALB/c, a
presenca de neutrofilos mostrou a capacidade de influenciar os niveis de IL-1B
(diminuicdo), IL-6, CXCL-1 e CXCL-2 (de Cassia et al., 2005). Este tipo de leucdcito é
descrito como o primeiro a atingir o local do dano devido aos niveis elevados de CXCL-

8, que é uma das primeiras moléculas de quimiotaxia produzidas em caso de lesdo (107).

InfeccOes secundarias sdo caracterizadas como mecanismos com que bactérias
oportunistas sdo capazes de colonizar um determinado sitio, do qual contam com fatores
de predisposicdo relacionado ao paciente ou a doenga de base responsavel pelas mudancas
fisiologicas (como o trauma) para propagar a proliferacdo bacteriana e causar danos de
diferentes intensidades (108,109). A partir do inicio da infecgéo, € iniciada a resposta
imune no combate do microrganismo invasor atraves da resposta inflamatoria, sendo

responsavel por gerar manifestacfes clinicas como abcessos e celulite. Um abscesso
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cutaneo geralmente aparece como um nddulo inchado com contetdo purulento sob a
superficie da pele, sendo a celulite bacteriana aguda da pele e tecido subcutaneo
caracterizada pela observacédo de eritema de répida disseminacao e edema local (110).

Assim, o processo inflamatdrio em infec¢Bes secundarias tem o inicio prévio ao
aparecimento de sinais e sintomas clinicos necessarios para a confirmacédo diagnostica da
infeccdo. Sendo assim, as analises das Figuras 12 e 13 tiveram como objetivo fazer uma
avaliacdo comparativa do perfil dos marcadores de inflamac&o, laboratoriais e clinicos no
dia da confirmacédo de infeccdo secundaria e no dia prévio ao diagnostico. De uma forma
generalizada, podemos observar que a maioria dos parametros se apresentaram elevados
no dia prévio a instalacdo da infec¢do, porém alguns no dia da confirmacéo (Figura 12 e
13). Dentre os marcadores que apresentaram uma significancia quando comparados 0s
dois grupos de pacientes, foi observado que as citocinas/quimiocinas IL-10, CCL-2,
CXCL-8 e CXCL-10, além de leucdcitos totais e neutrofilos apresentaram-se aumentadas
no dia prévio ao diagndstico da infec¢do (Figura 12 e 13). Assim, esses dados confirmam
que previamente a confirmacdo de infecgdo secundaria um mecanismo inflamatorio
envolvendo citocinas/quimiocinas e leucocitos sanguineos € instalado de uma forma que
potencializam as respostas ja desencadeadas pelas toxinas do veneno. Esses dados
também sdo de grande relevancia pois mostram que a instalacdo inicial do processo
inflamatorio é capaz de alterar biomarcadores inflamatdrios previamente a confirmacéo
da instalacdo da infec¢do local, creditando esses marcadores a serem usados na predi¢do

da infeccdo ajudando a antibidtico terapia utilizada nos acidentes ofidicos.

Estudo clinico prévio de Sachett e colaboradores (9) evidenciaram que o0 agente
bacteriano Morganella morganii esta associado com a maioria dos casos de infeccdo
secundaria diagnosticados em pacientes vitimas de acidente por Bothrops atrox no Estado
do Amazonas. Morganella morganii € uma bactéria entérica Gram-negativo anaerobio
facultativo, estando associado a infeccGes oportunistas de trato urinario e pele. A
sequéncia do genoma revelou que os fatores de viruléncia de M. morganii onde as
adesinas fimbriais, ureases e TCSs desempenham um papel importante na colonizagéo e
a adesdo, sendo o primeiro passo no qual um patégeno interage com o hospedeiro (Liu et
al., 2016). E um patdgeno cada vez mais importante por causa de sua viruléncia e aumento
da resisténcia aos medicamentos, tanto que no estudo conduzido por Sachett e

colaboradores (9), os autores concluiram que a terapia com amoxicilina associada a
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clavulanato foi ineficaz na prevencéo de infeccdo secundaria nos acidentes botropicos da
regido.

Além de possiveis marcadores de predigdo da infecgdo, os resultados da Figura 13
também mostraram que o parametro laboratorial velocidade de hemossedimentagédo
(VHS) também se apresentou elevado a partir de T3 nos pacientes com infeccao
secundéria. Esses dados estdo em acordo com estudo préevio realizado por Barraviera e
colaboradores (89), do qual evidenciou que valores de VHS estavam aumentados em
pacientes vitimas de acidente botropico ap6s 30 dias dos valores da admissao do paciente
no atendimento hospitalar. Assim, o exame de VHS mostrou-se como uma estratégia
importante ndo apenas na confirmacdo de um evento inflamatério que esteja ocorrendo,
mas também como um pardmetro confirmatorio importante devido sua alta

reprodutibilidade e baixo custo (104).
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8. CONCLUSAO

A reacdo inflamatéria decorrente do envenenamento por Bothrops atrox
representa um fator de grande relevancia na fisiopatologia do envenenamento,
principalmente associado aos efeitos locais. Assim, a analise dos parametros clinicos e
marcadores laboratoriais representam uma importante estratégia para o aprimoramento
da avaliacdo de diagndstico, progndstico e terapéutica do paciente. Dentre os resultados
obtidos no presente estudo, podemos concluir que:

- Os parametros de edema e temperatura encontram-se aumentados nos pacientes
e estdo diretamente correlacionados com aumento de citocinas IL-6 e TNF-alpha, além
dos parametros de contagem de leucdcitos totais e neutréfilos e VHS. Foi observado ainda
que ndo houve uma melhora clinica significante desses parametros clinicos ao longo do
tempo de internacdo, evidenciando uma possivel limitacéo do efeito do soro antibotrépico

nos efeitos locais;

- A andlise de correlacdo entre os parametros laboratoriais e citocinas/quimiocinas
foram capazes de evidenciar uma associagdo entre esses marcadores de inflamacéo,
evidenciando um perfil de resposta envolvendo mediadores sollveis e parametros
celulares e de lesdo tecidual. Um maior numero de correlacBes entre citocinas e
quimiocinas foi observada nos tempos TO e T3, caracterizando padrdes de uma resposta
inflamatéria aguda relacionada a acdo do veneno e de regeneracdo tecidual,

respectivamente nesses tempos;

- As analises entre pacientes que desenvolveram ou ndo infeccdo secundaria
mostraram que o0 evento da infeccdo bacteriana foi responsavel por potencializar a
resposta inflamatéria relacionada a acdo do veneno, sendo os mediadores IL-6, IL-10,
CXCL-8, leucdcitos totais, neutréfilos e VHS. Ainda, os parametros IL-10, leucécitos
totais e neutrdfilos apresentaram uma diferenca logo em TO, o que creditam esses

marcadores como possiveis preditores de infeccdo secundéria;

- As citocinas/quimiocinas IL-10, CCL-2, CXCL-8 e CXCL-10 apresentaram-se
elevadas previamente ao dia do diagndstico de infecgdo secundaria, diferentemente dos
pacientes sem infeccdo, apresentando um caréater de predigdo de infec¢do secundaria em
TO. Assim como os valores de VHS encontram-se aumentados a partir da confirmacgéo de
infeccdo secundaria, podendo ser um marcador que auxilia os pardmetros clinicos na

confirmacéo do diagnostico de infec¢do secundaria.
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Assim, os resultados obtidos no presente estudo foram capazes de elucidar
aspectos fisiopatoldgicos dos efeitos locais associados ao processo inflamatério,
associando pardmetros clinicos e laboratoriais. Esses parametros também se mostraram
efetivos na predicdo e confirmacdo do diagnostico de infeccdo secundaria. O estudo
também evidenciou pela primeira vez a real importancia da infeccdo secundaria nos

aspectos inflamatorios, potencializando a resposta imune induzida pelo veneno.
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10. ANEXOS
10.1 Anexo | — Protocolo de Pesquisa

Formulario de Registro Clinico - CRF

“Ensaio clinico randomizado para avaliagao da superioridade de
Amoxicilina/Acido Clavulanico versus placebo na prevencao de infeccao
bacteriana secundaria em acidentes ofidicos na Amazénia Brasileira”

Prontuério:
Nome:

Cod. Estudo:

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

Iran Mendoncga da Silva  Contato: (92) 9322-3774
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Critérios de Nao Inclusao

. Tempo entre o acidente e o atendimento maior que 24 horas ou N80 O Sim O N&o
saber informar a hora do acidente

_ Tratamento prévio com antibioticoterapia nos ultimos 30 dias O Sim O N&o
Possui abscesso ou infec¢ao claramente definida O Sim O Nio

_Alérgico ao Clavulin BD O Sim O Nio
Esta gravida ou suspeita de gravidez (fazer teste especifico) O Sim O Nio
Utilizou soro antiofidico em outra unidade de saude O Sim O Néo
Incapacidade ou falta de vontade de assinar o consentimento O Sim O Nao
informado (paciente e/ou pais / representante legal)
Indisponibilidade antecipada para acompanhamento/retorno no O Sim O Nao
sétimo dia apos o acidente

~ Qualquer condigéo descompensada ou ndo controlada como O Sim O Nao

tuberculose ativa, doenca maligna, malaria grave, HIV, hanseniase,
doenca fangica sistémica (histoplasmose, paracoccidioidomicose),
hepatite B, hepatite C ou qualquer outra doenca infecto-contagiosa;

PARA SELECAO DO INDIVIDUO, TODAS AS RESPOSTAS DEVEM SER “NAO”

Randomizacao

Grupo 1: () Placebo

adolescentes

Hora da Administracdo do Antibiotico:

Assinatura e carimbo:

875/125 mg — 12x12 horas - Adultos

Grupo 2: () Clavulin BD - 25/3,6mg/kg/dia — 12x12 horas - Criancas e

- UTILIZAR TABELA DE RANDOMIZACAO
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1. Dados do paciente

1.1 Contato telefénico: ( ) ()

1.2 Endereco: n° Bairro:

1.3 Municipio:

1.4 Sexo: [J 1-Masculino 2-Feminino

1.5 Data de nascimento / / 1.6 Idade: [

2. Dados do acidente ofidico

2.1 Procedéncia: [11-Manaus 2-Interior Qual?

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

2.4 Data da internacdo na FMT-HVD: / / 2.5 Hora da Admisséo:

2.6 Data da saida na FMT-HVD: / /

2.7 Motivo: 1 1-Alta 2-Obito 3-Transferéncia

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

2.9 Local da picada: [ 1-Cabeca 2-Braco 3-Perna 4-Tronco 5-Pesco¢co 6-Mao
7-Coxa 8-Antebraco 9-Pé 10-Outro (Espec.):

2.10 Lado do corpo afetado: [1 1-Direito 2-Esquerdo 3-Central

2.11 Andou ou caminhou apés acidente: [1 1-Nao 2-Sim. Quanto tempo? min.

2.12 Acidente relacionado ao trabalho: [1 1-Nao 2-Sim

2.13 Houve acidente anterior: [1 1-Nao 2-Sim. Quantos?

Data do ultimo: / (més/ano)

Assinatura e Carimbo:
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3. Historico — Dia 1 (0-12 horas)

3.1 Houve medicamentos orais/injetaveis anteriores a internacéo:

1 1-N&do 2-Sim (Espec.):

3.2 Houve uso de produtos no local do acidente:

(1 1-N&do 2-Sim (Espec.):

3.3 Condutas adotadas ap6s o acidente 1-Ndo 2-Sim

[ Torniquete/garrote 1 Succédo Labial [ Outro:

4. Dados clinicos do paciente

4.1 Datadaavaliacéo: || J | L1 | 4.2 Hora:

4.3 Pressao arterial | | | | | ymmHg 44Pulso | | | jpormin

4.5 Peso corporal L1 _Ikg 4.6.Temp. | | | j°c 4.7Freq.Resp. | | 5y

4.8 Doengas ou Queixas concomitantes

] 1-Nao 2-Sim (Espec.):

4.9 Manifestacdes Locais: 1-Nao 2-Sim
- Leve: [1 quadro local discreto (edema local de até 2 segmentos)

[] sangramento em pele Ou mucosas

- Moderado [ edema (edema local de 3 a 4 segmentos) [ equimose evidentes

] sangramento sem comprometimento do estado geral

- Grave: "1 alteracdes locais intensas (edema local de 5 segmentos)

- Qutros: [Jdor [Jnecrose [lrubor (1 bolhas [] calor-T: °C

[J somente a marca da presa [] outro:
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4.10 Manifestacdes Sistémicas: 1-Nao 2-Sim, marcar um X

1 oliguria Jandria [ hematuria "I hematémese “lhemoptise

'l Enterorragia(melena e hematoquezia) 1 hipermenorragia "1 Gengivorragia
] epistaxe [1otorragia [ hemorragia conjuntival (] petéquias [ Choque
[Jconvulsdo [Isudorese [Inauseas [1vOmito [Icélicas abdominiais

[] diarreia ] outras:

Assinatura e Carimbo:
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5. Exames Laboratoriais antes da Soroterapia

5.1 Data da amostra: L |

5.2 Horério da Coleta:

Variavel Dimensdo | Resultados |Variavel Dimensaéo | Resultados
5.3 Hemécia Milhc")gs/mm 5.16 Potassio mEq/l
5.4 Hemoglobina [o/dl] 5.17 Sédio mEq/I
5.5 Plaquetas [1/mm?3] 2.18 Proteina | [mg/dl]
5.6 Hematdcrito [%] 5.19 DHL

5.7 Leucocitos [1/mm?3] 5.20 AST

5.8 Uréia [mg/dl] 5.21 TNF-a

5.9 Creatinina [mg/dl] 5.22 CCL-2

5.10 CPK - [UI/L] 5.23 CXCL-8

Creatina

fosfoquinase

5.11 VHS mm/h 5.24 TGF-3

5.12 Fibrinogénio mg/dl 5.251L-1PB

5.13 Tempo Coag Min. 5.26 IL-6

5.14 CK-MB [UI/L] 5.57 IL-10

5.15 TAP % 5.28 Dot-Elisa

Assinatura e Carimbo:
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6. Soroterapia — Classificacdo do Acidente ofidico

6.1 Tipo do acidente [1 1-Botrépico 2-Laquético 3-N&o identificado

6.2 Classificacdo do acidente (vide tabela abaixo): [11-Leve 2-Moderado 3-Grave

Classificagao do Acidente e Soroterapia (*antes de iniciar soroterapia coletar sangue
conforme POP — coleta sanguinea):

Botropico
Leve: quadro local discreto (edema local de até 2
segmentos), sangramento em pele ou mucosas; pode 2 a 4 ampolas
haver apenas distarbio na coagulacao.
Soro: Antibotrépico (SAB)
Moderado: edema (edema local de 3 a 4 segmentos) e
eguimose evidentes, sangramento sem comprometimento
do estado geral; pode haver distarbio na coagulacgéo. 5 a 8 ampolas
Soro: Antibotrépico (SAB)

Grave: alteragdes locais intensas (edema local de 5
segmentos), hemorragia grave, hipotensao, anduria. 12 ampolas
Soro: Antibotrépico (SAB)

Laguético

Moderado: quadro local presente (Idem Bothropico), pode

haver sangramentos, manifestacdes vagais leves (PA > 10 ampolas

80x40mmHg e Pulso acima de 50bpm)

Soro: Antibotropico-laquético (SABL)

Grave: quadro local intenso (Idem Bothropico), hemorragia

intensa, com manifestagdes vagais (PA < 80x40mHg e 20 ampolas

Pulso abaixo de 50bpm)

Soro: Antibotropico-laquético (SABL)
6.3 Hora da Soroterapia: :

6.4 Reacdo Adversa a Soroterapia (até 24 horas ap6s infusao): 1-Ndo 2-Sim
[taquicardia [Jtaquipneia [Idispneia  [] urticaria []nauseas

[ vbmitos 1 hipotenséo [ prurido 1 choque [ broncoespasmo

[ rouquidao e estridor laringeo [ reacdo anafilatica

[l outra:

6.5 Hora da Reacao Adversa:

Assinatura e Carimbo:
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7. Dados da lesao do acidente ofidico

7.1 Infeccdo Secundéria ao Acidente Ofidico: [1 1-Ndo 2-Sim
7.2 Data do diagndéstico: / / 7.3 Hora: :

7.4 Manifestacfes Locais: 1-Nao 2-Sim

[Jdor [Jlrubor [ledema [l celulite [1 abscesso []bolha
1 calor-Temp: °C  [1Outro (Espec.):

8. Lesdes cutaneas: Exame Clinico

Favor documentar o tamanho da lesdo bem como o grau de epitelizacéo (para lesdes
ulceradas) e / ou area de infiltracdo (para lesdes infiltradas).

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

Leséao Tamanho da leséao Areade
infiltracao
[mm x mm] [mm x mm]
I S I (I I o I

Assinatura e Carimbo:

9. Tratamento/medicacdo concomitante (até o final do tratamento)

9.1 Data: || 1 11|

9.2 Medicacdes concomitantes? [1 1-Nao 2-Sim — Especifique:

Marca / Nome genéricoVia/formul. Regime Indicacdo Data de inicio Data
de término

.............................................................................. (N .2 O I
.............................................................................. (N .2 O I
.............................................................................. (T Y @ 7 I I
.............................................................................. (T Y @ 7 I I
.............................................................................. (T Y @ 7 I I
.............................................................................. (T Y @ 7 I I
.............................................................................. (T Y @ 7 I I

Assinatura e Carimbo:
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10. Dados da serpente

10.1 Trouxe a serpente: [1 1-Nao 2-Sim

INFORMACOES ABAIXO SERAO INFORMADAS PELA GERENCIA DE ANIMAIS
PECONHENTOS

10.2 Serpente envolvida: [1 1-Bothrops 2-Lachesis  9-lgnorado

3-Outro (Espec.):

10.3 Sexo da serpente: [J1-Masculino 2-Feminino

10.4 Idade da serpente: 10.5 Tamanho da serpente:

cm.
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11. Dados clinicos do paciente - Dia 2 (12-24 horas)

11.1 Datada avaliacao: |_ | _Il_ I II_I | 11.2 Hora: :
11.3 Pressaoarterial I_1I I 1/1_ | | I mmHg 11.4Pulso | | | |pormin
11.5Temp. || LI _1I°C 11.6 Freq.Resp. |_ | Irpm

11.7 Queixas concomitantes

(1 1-Nao 2-Sim (Espec.):

11.8 Manifestagbes Locais: 1-N&o 2-Sim
- Leve: [1 quadro local discreto (edema local de até 2 segmentos)

1 sangramento em pele ou mucosas

- Moderado [ edema (edema local de 3 a 4 segmentos) [J equimose evidentes

1 sangramento sem comprometimento do estado geral

- Grave: 1 alteracdes locais intensas (edema local de 5 segmentos)

- OQutros: [Jdor [lnecrose []rubor [1 bolhas [] calor-T: °C

] somente a marca da presa (] outro:

11.9 Manifestagcbes Sistémicas: 1-Nao 2-Sim, marcar um X

1 oliguria Tandria [T hematuria "1 hematémese “lhemoptise

1 Enterorragia(melena e hematoquezia) 1 hipermenorragia "1 Gengivorragia
] epistaxe [1otorragia [ hemorragia conjuntival [1petéquias [ Choque
[lconvulsdo [1sudorese [Inauseas [1vOmito [Icolicas abdominiais

[ diarreia (] outras:

Assinatura e Carimbo:
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11.9 Manifestagdes Sistémicas: 1-Nao 2-Sim, marcar um X

1 oliguria Jandria [ hematuria "I hematémese “lhemoptise

1 Enterorragia(melena e hematoquezia) 1 hipermenorragia "1 Gengivorragia
] epistaxe [1otorragia [ hemorragia conjuntival (] petéquias [ Choque
[Jconvulsdo [Isudorese [Inauseas [1vOmito [Icélicas abdominiais

[] diarreia ] outras:
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12. Exames Laboratoriais apds da Soroterapia

12.1 Data da amostra: Ll L] 12.2 HoradaColeta: .

Variavel Dimensa | Resultados |Variavel Dirpens Resultados
o ao

12.3 Hemacia Milhdes 12.16 Potassio mEq/I

12.4 Hemoglobina [g/dl] 12.17 Sadio mEq/I

12.5 Plaquetas [1/mm?3] 12.18 Proteina C | [mg/dl]

12.6 Hematdcrito [%] 12.19 DHL

12.7 Leucdcitos [1/mm3] 12.20 AST

12.8 Uréia [mg/dl] 12.21 TNF-a

12.9 Creatinina [mg/dl] 12.22 CCL-2

12.10 CPK Creatina | [UI/L] 12.23 CXCL-8

fosfoquinase

12.11 VHS mm/h 12.24 TGF-B

12.12 Fibrinogénio mg/dl 12.25 IL-1B

12.13 Tempo Coag Min. 12.26 IL-6

12.14 CK-MB [UI/L] 12.57 IL-10

12.15 TAP %

Assinatura e Carimbo:

13. Dados da lesdo do acidente ofidico

13.1 Infeccdo Secundaria ao Acidente Ofidico: [1 1-Ndo  2-Sim
13.2 Data do diagnostico: / / 13.3 Hora: :

13.4 Manifestagdes Locais: 1-Ndo 2-Sim  9-Ignorado

[0dor [Jrubor [Oedema [lcelulite [ abscesso []bolha
[ calor-Temp: °C [ Outro (Espec.):
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14. Lesdes cutaneas: Exame Clinico

Favor documentar o tamanho da lesdo bem como o grau de epitelizacéo (para lesdes
ulceradas) e/ ou area de infiltracdo (para lesdes infiltradas).

Fotodocumentacédo: Favor tirar uma foto da lesdo antes da retirada da amostra para
exame.

Les3o Localizagéo Tamanho da leséo Areade
(parte do corpo) infiltrac&o
[mm x mm] [mm x mm]
(I O I (I I 9 B

Assinatura e Carimbo:




69

15. Dados clinicos do paciente - Dia 3 (24-48 horas)

15.1 Data da avaliacao: |_ | L | L1 | 15.2 Hora:
15.3 Pressao arterial | | | j; | | jmmHg 154 Pulso | | | jpor min
15.5Temp. | | || j°C 15.6 Freq.Resp. | | Ipm

15.7 Queixas concomitantes

1 1-Nado  2-Sim
(Espec.):

15.8 Manifestagbes Locais: 1-N&o 2-Sim
- Leve: [1 quadro local discreto (edema local de até 2 segmentos)

[] sangramento em pele Ou mucosas

- Moderado [ edema (edema local de 3 a 4 segmentos) [J equimose evidentes

1 sangramento sem comprometimento do estado geral

- Grave: 1 alteracdes locais intensas (edema local de 5 segmentos)

- Qutros: [Jdor [lnecrose []rubor (1 bolhas [] calor-T: °C

1 somente a marca da presa (] outro:

Assinatura e Carimbo:
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16. Exames Laboratoriais

16.1 Data da amostra: Ll L] 16.2 HoradaColeta: .
Variavel Dimensé&o | Resultados |Variavel Dimensaéo | Resultados
16.3 Hemacia Milhdes 16.16 Potéssio mEq/I

16.4 Hemoglobina [g/dl] 16.17 Sodio mEq/l

16.5 Plaquetas [1/mm?3] %:6.18 Proteina | [mg/dI]

16.6 Hemataocrito [%] 16.19 DHL

16.7 Leucdcitos [1/mm?3] 16.20 AST

16.8 Uréia [mg/dI] 16.21 TNF-a

16.9 Creatinina [mg/dl] 16.22 CCL-2

16.10 CPK Creatina [UI/L] 16.23 CXCL-8

fosfoquinase

16.11 VHS mm/h 16.24 TGF-B

16.12 Fibrinogénio mg/dI 16.25 IL-1B

16.13 Tempo Coag Min. 16.26 IL-6

16.14 CK-MB [UI/L] 16.57 IL-10

16.15 TAP %

Assinatura e Carimbo:
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17. Dados da lesdo do acidente ofidico

17.1 Infecc@o Secundaria ao Acidente Ofidico: [J 1-Ndo 2-Sim
17.2 Data do diagnostico: / / 17.3 Hora: :

17.4 Manifestagcbes Locais: 1-Ndo 2-Sim 9-lgnorado

[Jdor [Jrubor [ledema [lcelulite [] abscesso []bolha
] calor-Temp: °C  [JOutro (Espec.):

18. Lesdes cutaneas: Exame Clinico

Favor documentar o tamanho da lesdo bem como o grau de epitelizacéo (para lesdes
ulceradas) e / ou area de infiltracéo (para lesdes infiltradas).

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

Lesdo Localizagéo Tamanho da leséo _ A_rea d?
(parte do corpo) infiltracdo
[mm x mm] [mm x mm]
L1 I X1 ] Ll X

Assinatura e Carimbo:
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19. Dados clinicos do paciente - Dia 4 (48-72 horas)

19.1 Datada avaliacao: | | I | 11 | 19.2 Hora:

19.3 Pressao arterial | | | /|| | _JmmHg 194Pulso | | | jpormin

195 Temp. | | | L_J°C 19.6 Freq.Resp. | | | pm

19.7 Queixas concomitantes

D 1-Ndo 2-Sim (Espec.):

19.8 Manifestagcbes Locais: 1-Ndo 2-Sim 9-lgnorado

- Leve: D quadro local discreto (edema local de até 2 segmentos)

D sangramento em pele ou mucosas

- Moderado D edema (edema local de 3 a 4 segmentos) D equimose evidentes

D sangramento sem comprometimento do estado geral

- Grave: D alteracOes locais intensas (edema local de 5 segmentos)

- Qutros: D dor D necrose D rubor D bolhas D calor-T:___ °C

D somente a marca da presa D outro:

19.9 Manifestacdes Sistémicas: 1-Nao 2-Sim, marcar um X

[ oligaria Jandria [ hematuria 1 hematémese Chemoptise
[ Enterorragia(melena e hematoquezia) 1 hipermenorragia [ Gengivorragia
] epistaxe [1otorragia [ hemorragia conjuntival (1 petéquias [ Choque

[l convulsdo [Jsudorese [Jnauseas [JvOmito [Icolicas abdominiais

[ diarreia (] outras:

Assinatura e Carimbo:
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20. Exames Laboratoriais

20.1 Data da amostra: Ll ] 20.2 Horada Coleta:  :
Variavel Dimenséao |Resultados |Variavel Dimensao | Resultados
20.3 Hemacia Milhdes 20.16 Potassio mEq/I

20.4 Hemoglobina [o/dl] 20.17 Saodio mEq/I

20.5 Plaquetas [1/mm?3] 20.18 Proteina C| [mg/dl]

20.6 Hematocrito [%0] 20.19 DHL

20.7 Leucocitos [1/mm?3] 20.20 AST

20.8 Uréia [mg/dl] 20.21 TNF-a

20.9 Creatinina [mg/dl] 20.22 CCL-2

20.10 CPK Creatina [UI/L] 20.23 CXCL-8

fosfoquinase

20.11 VHS mm/h 20.24 TGF-B

20.12 Fibrinogénio mg/dl 20.25 IL-1B

20.13 Tempo Coag Min. 20.26 IL-6

20.14 CK-MB [UI/L] 20.27 IL-10

20.15TP %
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21. Dados da lesdo do acidente ofidico

21.1 Infeccdo Secundaria ao Acidente Ofidico: [ 1-Ndo 2-Sim
21.2 Data do diagndstico: / / 21.3 Hora: :

21.4 ManifestacOes Locais: 1-Nao 2-Sim 9-Ignorado

[Jdor [Jlrubor [ledema [l celulite [1 abscesso []bolha
1 calor-Temp: °C  [1Outro (Espec.):

Assinatura e Carimbo:

22. LesOes cutaneas: Exame Clinico

Favor documentar o tamanho da lesdo bem como o grau de epitelizacéo (para lesdes
ulceradas) e/ ou area de infiltracdo (para lesdes infiltradas).

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

Les3o Localizagéo Tamanho da leséo Areade
(parte do corpo) infiltracdo
[mm x mm] [mm x mm]

LLJxLl] L1 X1}
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23. Dados clinicos do paciente - Dia 7 (retorno ambulatorial)

23.1 Datadaavaliacdo: | | JL I L 1 | 23.2 Hora:
23.3 Pressao arterial | | | /] | JmmHg 234Pulso | | | jpormin
23.5Temp. | | JL_J°C 23.6 Freq.Resp. | | | pm

23.7 Queixas concomitantes

D 1-Ndo 2-Sim (Espec.):

23.8 Manifestacdes Locais: 1-Ndo 2-Sim

- Leve: D quadro local discreto (edema local de até 2 segmentos)

D sangramento em pele ou mucosas

- Moderado D edema (edema local de 3 a 4 segmentos) D equimose evidentes

D sangramento sem comprometimento do estado geral

- Grave: D alteracOes locais intensas (edema local de 5 segmentos)

- Qutros: D dor D necrose D rubor D bolhas D calor-T:___ °C

D somente a marca da presa D outro:

23.9 Manifestacdes Sistémicas: 1-Ndo 2-Sim, marcar um X
[ oligaria Jandria [ hematuria 1 hematémese Chemoptise

1 Enterorragia(melena e hematoquezia) 1 hipermenorragia "1 Gengivorragia [
epistaxe [l otorragia [ hemorragia conjuntival [ petéquias [ Choque

[Jconvulsdo [Jsudorese [Jnauseas [JvOmito [Icdlicas abdominiais

[ diarreia ] outras:

Assinatura e Carimbo:
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24. Exames Laboratoriais

24.1 Data da amostra: Ll L] 24.2 HoradaColeta: .
Variavel Dimenséao |Resultados |Variavel Dimensaéo | Resultados
24.3 Hemécia Milhdes 24.16 Potéassio mEq/I

24.4 Hemoglobina [g/dl] 24.17 Sodio mEq/l

24.5 Plaquetas [1/mm?3] 24.18 Proteina C| [mg/dl]

24.6 Hematocrito [%0] 24.19 DHL

24.7 Leucocitos [1/mm?3] 24.20 AST

24.8 Uréia [mg/dl] 24.21 TNF-a

24.9 Creatinina [mg/dl] 24.22 CCL-2

24.10 CPK Creatina [UI/L] 24.23 CXCL-8

fosfoquinase

24.11 VHS mm/h 24.24 TGF-B

24.12 Fibrinogénio mg/dl 24.25 IL-1P

24.13 Tempo Coag Min. 24.26 IL-6

24.14 CK-MB [UI/L] 24.57 IL-10

24.15 TAP %

Assinatura e Carimbo:
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25. Dados da lesdo do acidente ofidico

25.1 Infeccdo Secundaria ao Acidente Ofidico: [1 1-Nao 2-Sim
25.2 Data do diagnéstico: / / 25.3 Hora: :

25.4 Manifestacdes Locais: 1-Nao 2-Sim 9-Ignorado

[Jdor [Jrubor [ledema [lcelulite [] abscesso []bolha
] calor-Temp: °C  [JOutro (Espec.):

26. LesOes cutaneas: Exame Clinico

Favor documentar o tamanho da lesdo bem como o grau de epitelizacéo (para lesdes
ulceradas)e / ou area de infiltracdo (para lesdes infiltradas).

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

Lesdo Localizagéo Tamanho da leséo _ A_rea d?
(parte do corpo) infiltracdo
[mm x mm] [mm x mm]
L1 I X1 ] Ll X

Assinatura e Carimbo:
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27. INFECCAO LOCAL: (] 1-Ndo 2-Sim

27.1 Tipo de 1 1- Hemocultura 2-Aspirado da Leséo 3- Biopsia

amostra 27.2 Data daamostra: |_| | | |||

27.3 Bactérias Identificadas 1-Nao 2-Sim, marcar um X

[ nao identificado ] Staphylococcus aureus 1 Enterococcus faecalis

] Streptococcus spp L] Escherichia coli "1 Klebsiella pneumoniae

1 Proteus spp "1 Morganella morganii "1 Pseudomonas aeruginosa
1 Acinetobacter spp 1 Enterobacter spp 1 Citrobacter ssp

71 Providencia rettgeri [ Salmonella entérica diarizonae

[0 Qutra:

Antibiograma

27.4 Sensivel a: 1-Nao 2-Sim 9-Na&o testado

] Amicacina 1 Ampicilina ] Amoxicilina/Acido Clavulanico
[ Cefalexina 1 Cefalotina [ Cefepima [ICefoxitina
[ Cefotaxima [l Ceftazidima  [J Ceftriaxona ] Ciprofloxacino

[] Clindamicina ] Cloranfenicol [ Eritromicina [J Gentamicina

[ Ertapenem [J Imipenem 1 Meropenem  [1Neomicina

[ Oxacilina 1 Penicilina O Piperacilian [JTazobactam
] Tetraciclina [1Vancomicina [JSulfametoxazol/trimetropim
T Outro:

27.5 Resistente a: 1-Nao 2-Sim 9-Na&o testado

71 Amicacina T Ampicilina 1 Amoxicilina/Acido Clavulanico
1 Cefalexina 1 Cefalotina 1 Cefepima “ICefoxitina
] Cefotaxima [ Ceftazidima [ Ceftriaxona ] Ciprofloxacino

1 Clindamicina 1 Cloranfenicol [ Eritromicina  [1 Gentamicina
[ Ertapenem [ Imipenem ) Meropenem  [1 Neomicina
[ Oxacilina ) Penicilina _ Piperacilian [1Tazobactam

[ Tetraciclina 1 Vancomicina [ISulfametoxazol/trimetropim
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1 Outro:

28. Avaliacéao Final
28.1 Ultima adm. da medicacg&o do estudo | | | | | | |

28.2 Completou todos os procedimentos (] 1-Ndo 2-Sim

Se néo, Especifique: .

29. Apds 30 (trinta) dias do acidente ofidico 29.1Data: || | ||

29.2 Contato telefonico: | 1-Ndo  2-Sim

Se nao, Especifique:

29.3 Avaliacdo: 1-Nao 2-Sim 9-Ignorado
"1 cicatrizacdo completa da ferida ‘linfeccdo da lesédo [ debridamento
‘1 amputacédo de membro 1 sem alteragao

Observacao:
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10.2 Anexo Il — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“Ensaio clinico randomizado para avaliacdo da superioridade de
Amoxicilina/Acido Clavulanico versus placebo na prevencao de infeccao
bacteriana secundaria em acidentes ofidicos na Amazoénia Brasileira”

Nome do Voluntério:

Vocé procurou e sera atendido para o acompanhamento do acidente envolvendo serpente (cobra) da
Fundac&o de Medicina Tropical e serd internado. Por isso esta sendo convidado a participar, de um estudo
clinico que envolve a evolugdo da ferida decorrente da picada da serpente e seus sinais e sintomas.

Este estudo tem sua justificativa na complicacéo frequente em infecgdes bacterianas secundarias, ou
seja, infeccdo da ferida decorrente da picada da serpente (cobra). Muitos pacientes retornam para casa sem
a nova possibilidade de retorno ao hospital, para tratamento das complica¢Ges decorrentes dessa ferida.
Com isso, este estudo propde conhecer as causas e possiveis tratamentos preventivos destas infeccoes e
inflamagdes para melhorar o cuidado a esses pacientes.

Para que vocé possa decidir se quer participar ou ndo deste estudo, precisa conhecer seus beneficios,
riscos e implicaces.

OBJETIVOS DO ESTUDO

Avaliar a eficacia da antibioticoterapia empirica precoce na prevencéo de infecgdes secundarias em
pacientes vitimas de acidentes ofidicos.
Avaliar a reacdo inflamatéria decorrente dos acidentes ofidicos.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Se vocé concordar em participar deste estudo, neste primeiro dia de internacdo responderd a um
guestionario e sera coletado sangue para exames laboratoriais de acordo com a rotina do hospital para o
acidente ofidico (picada de cobra). Um exame complementar de bidpsia (retirada de um pequeno
fragmento) podera ser realizado no local da lesdo para avaliar alteragdes no tecido decorrentes ao
envenenamento, este procedimento pode levar a sangramento local.

Para os exames envolvidos neste estudo sera utilizada uma parte do material (sangue) obtido para a
realizacdo de exames rotineiros como jé referido. Se vocé apresentar infeccdo local decorrente do acidente
com serpente (cobra), durante o periodo de internacdo, sera adicionalmente avaliado por ultrassonografia,
hemocultura e bidpsia (retirada de um pequeno fragmento) da ferida.

METODOS ALTERNATIVOS

Para prevenir a infeccdo da ferida decorrente do acidente, vocé podera ter a indicacdo ou néo, da
prescricdo de antibiotico, de acordo com o grupo de pesquisa que voceé for selecionado.

RISCOS

O seu tratamento ser& exatamente 0 mesmo, caso vVocé participe ou ndo deste estudo. A coleta de
sangue para o estudo coincidira com a coleta de sangue para 0s exames rotineiros, de forma a ndo ser
prevista puncdo venosa (retirada de sangue) adicional. Caso se necessite coleta de sangue adicional, esta
sera realizada apenas em casos de extrema necessidade, como para confirmar algum resultado do
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diagnostico. Estas pungdes venosas para exames laboratoriais, que sdo partes de seu tratamento regular,
podem resultar em dor no local da puncdo e/ou manchas roxas transitdrias (que desaparecem com o tempo),
chamadas equimoses.

BENEFICIOS

A sua participacdo neste estudo ira contribuir para a criagdo de um protocolo de prevencdo de
infeccdo secundaria e, controle e tratamento da inflamacéo, em individuos ap6s os acidentes com serpentes,
além de maior resolutividade das necessidades de salde da populacdo na Regido Amazonica, e,
consequentemente, reducéo de gastos publicos nas complicagdes de eventos desta natureza.

Além disso, tera auxilio significativo no direcionamento de politicas plblicas de salde, visando a
prevencdo de infeccbes secundarias das lesbes e, controle e tratamento da inflamacdo, decorrentes de
acidentes ofidicos.

ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

Vocé sera acompanhado por profissionais especialistas da Fundacdo Medicina Tropical Dr Heitor
Vieira Dourado (FMT-HVD) e teré toda a assisténcia disponivel na FMT-HVD para seu cuidado. Durante
os dias de internacdo, ou seja, durante a participacdo neste estudo, sempre tera como referéncia os
responsaveis pela pesquisa, listados neste Termo de Consentimento.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Além da equipe de salide que cuidara de vocé, seus registros médicos poderdo ser consultados pelo
Comité de Etica da FMT-HVD e equipe de pesquisadores envolvidos. Seu nome néo seré revelado ainda
que informacdes de seu registro médico sejam utilizadas para propositos educativos ou de publicagdo, que
ocorrerdo independentemente dos resultados obtidos.

TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS

Todo e qualquer dano decorrente do desenvolvimento deste projeto de pesquisa, e que necessite de
atendimento médico, ficard a cargo da FMT-HVD. Seu tratamento e acompanhamento médico, ocorrerdo
independentemente de sua participacdo neste estudo.

CUSTOS

Né&o havera qualquer custo ou forma de pagamento para o paciente pela sua participagéo no estudo.

BASES DA PARTICIPACAO

E importante que vocé saiba que a sua participaco neste estudo é completamente voluntéria e que
vocé pode recusar-se a participar ou interromper sua participagdo a qualquer momento sem penalidades ou
perda de beneficios aos quais vocé tem direito. Em caso de vocé decidir interromper sua participacdo no
estudo, a equipe assistente deve ser comunicada e a coleta de amostras para 0s exames relativos ao estudo
serd imediatamente interrompida. O médico responsavel por sua internacdo pode interromper sua
participacdo no estudo a qualquer momento, mesmo sem a sua autorizagéo.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

N6s estimulamos a vocé ou seus familiares a fazer perguntas a qualquer momento do estudo. Neste
caso, por favor, ligue para Enfermeira Jacqueline de Almeida Gongalves Sachett no telefone (92)
981518086 ou para 0 médico Dr Iran Mendonca da Silva (92) 993223775. Se vocé tiver perguntas com
relacdo a seus direitos como participante do estudo clinico, também pode contar com outra forma de
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esclarecimento com Comité de Etica Fundagio de Medicina Tropical, pelo telefone (92) 2127-3572 ou e-
mail: cep@fmt.am.gov.br
DECLARA(;AO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA

Li as informacdes acima e entendi o propoésito deste estudo assim como 0s
beneficios e riscos potenciais da participacdo no mesmo. Tive a oportunidade de fazer
perguntas e todas foram respondidas. Eu, por intermédio deste, dou livremente meu
consentimento para participar neste estudo.

Entendo que poderei ser submetido a exames laboratoriais e de imagem
adicionais aos necessarios para meu tratamento e ndo receberei compensacdo monetaria
por minha participacao neste estudo.

Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento.

(Assinatura do Paciente) dia més ano

(Assinatura de Testemunha, se necessario) dia més ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste
estudo ao paciente indicado acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo paciente.

/ /
(Assinatura da pessoa que obteve 0 consentimento) dia més ano




