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EPIGRAFE

“Science is more than a body of knowledge.
It is a way of thinking; a way of skeptically
interrogating the universe with a fine

understanding of human falability.”

Carl Sagan



RESUMO

As manifestacbes clinicas dos envenenamentos botrépicos podem ir desde sangramentos
sistémicos a lesbes locais graves, como a formacdo de bolhas, que podem evoluir para
complicagBes, tais quais infeccdo secundaria e necrose. Na literatura, os relatos dos dados
histopatol6gicos em humanos ainda sdo escassos, assim como a relagdo entre as lesdes a nivel
microscopico e a evolucdo clinica dos pacientes. Assim, analisamos aqui as caracteristicas
epidemioldgicas, clinicas, laboratoriais e histopatoldgicas em pacientes de envenenamento
botrépico. O estudo retrospectivo envolveu 22 pacientes de envenenamento botrépico, divididos
em dois grupos de acordo com o dia que realizaram bidpsia da lesdo tecidual local (Grupo 1 - <72
horas pos acidente ofidico; Grupo 2 - >72 horas p6s acidente), que possuiam material biologico
disponivel para analise. Os dados histopatologicos, clinicos, epidemiologicos e laboratoriais foram
coletados e armazenados para a realizacdo das analises no GraphPad Prism (v8.0) e Stata (v13).
Os resultados demonstraram que caracteristicas clinicas locais dos grupos G1 e G2 eram
semelhantes em relacdo a presenca de edema, eritema, equimose e sangramento local, enquanto
apenas o G1 apresentou celulite e drenagem de exsudato e G2 evoluiu com abcesso. Quando
avaliados em relacéo a gravidade o G1 apresentou pacientes leves, moderados e graves enquanto
G2 tinha apenas casos graves e moderados. O sinal clinico semelhante em todos foi edema,
eritema era comum nos casos moderados e sinais de infeccdo secundaria, além de bolhas e
necrose, estavam presentes em pacientes graves. Quanto aos dados histopatolégicos, ambos 0s
grupos apresentaram alteracGes na epiderme como hiperceratose, bolha (Grupo 1), acantose e
espongiose (Grupo 2). Na classificacdo clinica, em pacientes moderados do G1 observou-se
extravasamento eritrocitario, infiltrado inflamatério misto e vasculite, enquanto o G2 apresentou
sinais de extravasamento eritrocitario, trombo de fibrina e abcesso. Os achados dos pacientes
graves no G1 também foram extravasamento eritrocitario com infiltrado inflamatorio e no G2
resultados semelhantes foram observados, alem de homogeneizacdo de colageno e presenca de
fibroblastos ativados. A caracterizacdo dos dados clinicos e histopatologicos € mais uma
ferramenta que contribui para esclarecer os mecanismos do dano tecidual além de levantar
questionamentos sobre a possibilidade de um manejo clinico personalizado e o uso de
medicamentos adjuvantes como uma abordagem no cuidado dos pacientes de envenenamentos
botropicos

Palavras Chaves: Ofidismo, Envenenamento, Bothrops, Dano Tecidual Local, Histopatologia.



ABSTRACT

The clinical manifestations of Bothrops’ envenomation can range from systemic bleeding to
severe local injuries, such as the formation of blisters, which can progress to complications, like
secondary infection and necrosis. The literature data of histopathological data from studies in
humans are still scarce, as is information about the relationship between microscopic lesions and
clinical evolution of patients. This study aims to analyze epidemiological, clinical, laboratorial and
histopathological characteristics of patients who suffer Bothrops envenomation, as well as to
describe it, characterize the histopathological aspects and evaluate the clinical evolution of these
individuals. The retrospective study involved 22 patients with Bothrops envenomation, divided
into two groups according to the day they underwent biopsy of local tissue lesion (Group 1 - <72
hours after snakebite; Group 2 - >72 hours after accident), who had biological material available
for analysis. Histopathological, clinical, epidemiological and laboratory data were collected and
stored for analysis in GraphPad Prism (v8.0) and Stata (v13). The results showed that local clinical
characteristics of groups G1 and G2 were similar in terms of the presence of edema, erythema,
ecchymosis and local bleeding, while only G1 had cellulitis and exudate drainage and G2 evolved
with abscess. When evaluated in terms of severity, G1 had mild, moderate, and severe patients,
while G2 had only severe and moderate cases. The similar clinical sign in all was edema,
erythema was common in moderate cases and signs of secondary infection, in addition to blisters
and necrosis, were present in severe patients. As for the histopathological data, both groups
presented changes in the epidermis such as hyperkeratosis, blister (Group 1), acanthosis and
spongiosis (Group 2). The clinical classification, in moderate patients in G1, showed erythrocyte
extravasation, mixed inflammatory infiltrate and wvasculitis, while G2 presented signs of
erythrocyte extravasation, fibrin thrombus and abscess. The findings of critically ill patients in G1
were also erythrocyte extravasation with inflammatory infiltrate and in G2 similar results were
observed, in addition to collagen homogenization and the presence of activated fibroblasts.
Characterization of clinical and histopathological data is yet another tool that contributes to
clarifying the mechanisms of tissue damage, in addition to raising questions about the possibility
of personalized clinical management and the use of adjuvant drugs as an approach in the care of

patient’s victims of Bothrops envenoming.

Keywords: Snakebite, Envenoming, Bothrops, Local Tissue Damage, Histopatology.
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RESUMO LEIGO

As picadas da cobra jararaca sdo um grave problema de saude na Amazonia brasileira. O veneno
desse animal pode causar varios problemas no corpo da vitima, principalmente ferimentos no local
da picada, que podem se agravar em infeccdes e outras complicacOes nessa regido. Atualmente, os
sinais e sintomas causados pelas picadas de cobra sdo bem conhecidos, porém as mudangas que o
veneno causa dentro da pele dos pacientes, chamada aqui de tecido, que podem ser vistas com
ajuda de microscoépios, ainda sdo pouco conhecidas. Conhecer essas mudancas também pode
ajudar a entender se, e como, elas estdo relacionadas com os sinais e sintomas desses pacientes,
além de fornecer informacdes sobre o melhoramento desses individuos. Por isso, 0 objetivo deste
estudo é examinar as mudancas que o veneno da jararaca causa no tecido dos pacientes, descrever
as informac0es clinicas e laboratoriais dessas pessoas, relatar as alteracbes encontradas na pele
(visualizadas no microscopio), e avaliar como elas estdo relacionadas com a piora ou melhoras
dessas pessoas. O que nds encontramos € que 0s pacientes picados por jararaca tém sinais
semelhantes como edema (inchaco) e eritema (vermelhiddo) na pele, mas alguns podem piorar e
desenvolver infeccdes e formar bolhas, parecidas com as de queimadura, na pele. Quando
analisamos a pele do paciente no microscopio, notamos que eles tém sangramento dentro do
tecido, como também apresentam células envolvidas na inflamagdo e alguns apresentam
resultados diferentes como infeccdes e presenca de bolha. Essas informacgfes sobre os sinais e
sintomas dos pacientes, junto com as mudancas do tecido que observados no microscopio ajudam
a entender como 0 veneno da jararaca causa danos no tecido e levanta perguntas sobre talvez tratar
esses pacientes de maneira diferente, tanto nos cuidados do hospital, quanto nos medicamentos

que eles recebem para tratar as picadas da jararaca.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia

Os envenenamentos ofidicos ocorrem a partir da inoculacdo de toxinas do veneno de
serpentes peconhentas em seres humanos e representam um grave problema de saude pablica
mundial, principalmente devido aos altos indices de morbidade e mortalidade que ocasionam.
(1,2). Em 2017, foi reconsiderado pela Organizacdo Mundial da Saide como doenca tropical
negligenciada e afeta especialmente trabalhadores de areas rurais, ligados a agricultura, caca e
pesca, sendo entdo considerada uma doencga que ndo apenas esta relacionada a pobreza como
também a perpetua (3-5).

As maiores prevaléncias e incidéncias deste agravo estdo nas regides tropicais e
subtropicais, principalmente em paises da América Latina e dos continentes Asiatico,
Africano e Oceania, uma vez que nestes locais também estdo concentradas a maioria das
serpentes peconhentas (6). Estima-se que, anualmente, ocorram cerca de 2,7 bilhdes de
envenenamentos ofidicos e consequentes 130 mil dbitos em todo 0 mundo, grande parte disso
ocorrendo em areas remotas de paises com baixo e médio indice de desenvolvimento humano
(IDH), onde o sistema de saude é deficiente e/ou tratamento especifico inexiste, tornando a

populagdo vulneréavel aos piores desfechos (Figura 1) (6).

No Brasil, atualmente, ha 4 géneros principais que sdo considerados de importancia
médica, ou seja, que causam envenenamento e consideravel dano em seres humanos. Sao eles:
Crotalus spp., em que as serpentes sdo conhecidas popularmente como cascaveéis,
predominante em areas de savana, encontrados principalmente em estados do nordeste do
pais, mas também em outras regides, s6 que em populacbes menores e mais isoladas.
Acidentes crotalicos correspondem a cerca de 8% dos ocorridos no Brasil (7,8). A Lachesis
sp., conhecida popularmente como surucucu pico de jaca, representa a maior serpente
peconhenta do Brasil e habita locais de mata primaria, com nenhuma ou pouquissima
alteracéo feita pelo homem. Os envenenamentos laquéticos correspondem a cerca de 4% dos
notificados em territdrio brasileiro e sempre sdo considerados graves do ponto de vista clinico
(7,9).
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Figura 1. Distribuicdo dos casos de acidentes ofidicos a nivel mundial.
Fonte: Adaptado de Gutiérrez et al., 2017 (2)

A Micrurus spp., género que engloba as cobras corais e é responsavel por 1% dos
acidentes notificados. Sdo as menores cobras peconhentas do pais e possuem habitos
subterraneos, razdes pelas quais acidentes envolvendo esses animais ndo sdo téo frequentes.
Além disso possuem padrdo de coloragdo chamativo que pode ser imitado por alguns géneros
de serpentes ndo peconhentas (7,10,11). E por fim, Bothrops spp que se destaca como 0
principal género de importancia médica no Brasil, sendo responsavel pela maior parte dos
acidentes notificados. Esta distribuido por todo o pais, em diferentes espécies por regido.
Possui habitos crepusculares, terrestres, embora algumas espécies sejam arboricolas, e podem
ser encontradas em diversas areas como cerrados, zonas rurais e periurbanas, florestas
tropicais, no litoral e isoladas em ilhas (7,12). Na Amazénia brasileira ele é o principal
causador de acidentes e envenenamentos ofidicos, sendo responsavel por cerca de 80-90% dos
casos (7,13,14).
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No Amazonas, as notificacGes de acidentes ofidicos se estendem por todo o estado.
Altas taxas de incidéncia ocorrem na regido nordeste até o centro do estado, principalmente
nos municipios de Sdo Gabriel da Cachoeira, Uarini, Alvardes e Novo Airdo, onde elas podem
chegar em até 150 casos por 100.000 habitantes/ano, e areas mais concentradas em Rio Preto

da Eva, nos arredores de Manaus, e Borba localizado no sudeste do estado (Figura 2) (15).

0 1375275 550 828 1.100
N — ) orTeiers
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Figura 2. Distribuicdo espacial de acidentes ofidicos no estado do Amazonas entre 2007 e 2012.

Fonte: Feitosa et al., 2015b

Em toda a extensdo do Amazonas, 0 género Bothrops spp protagoniza os casos de
envenenamento por serpentes. Dados do Sistema de Informacdo de Agravos e Notificacao

(SINAN) estimam que entre 2020 e 2022 ocorreram cerca de 5.218 incidentes notificados no



20

estado (16). O maior nimero de casos ocorre entre dezembro e junho, que coincide com o

periodo de chuvas mais elevado na regido (17).

Apesar de haver um sistema de dados a nivel nacional para coleta de informacdes
sobre diversos agravos no Brasil, dentre eles os acidentes ofidicos, problemas com
subnotificacbes de casos podem ocorrer, tanto por incompletude dos dados como também,
principalmente no estado do Amazonas, devido as caracteristicas geograficas que dificultam o
acesso de muitas pessoas ao servico de saude. Essas subnotificacbes podem impactar no envio
de recursos para o tratamento de acidentes ofidicos em determinadas areas (18).

Os casos de acidentes ofidicos atingem principalmente homens em idade produtiva
(18 a 65 anos), que trabalham e/ou moram em areas rurais, como agricultores, cacadores e
extrativistas, e estdo envolvidos no sustento familiar ou comunitario (19). A dificuldade de
acesso ao sistema de saude e demora para receber o tratamento especifico possibilita o
desenvolvimento de complicacdes, além do surgimento de sequelas do envenenamento

ofidico, o que pode representar um impacto econémico consideravel para as vitimas (20).

1.2 Peconha Botrdpica e Mecanismos Patoldgicos

O veneno de serpentes do género Bothrops é uma complexa composicéo de toxinas,
podendo sofrer variagdes de acordo com a idade da serpente, a distribuicdo geografica e
caracteristicas do local em que habitam (21,22). E constituido principalmente por
metaloproteases, serinoproteases, fosfolipases A2 e L-aminoacido oxidases. Em serpentes B.
atrox., as metaloproteases formam a maior parte da composi¢do do veneno (23,24). Essas
moléculas causam importantes atividades fisiopatoldgicas, com acdo coagulante, inflamatéria
e hemorragica, desencadeando sinais e sintomas caracteristicos dos envenenamentos

botropicos, como dor, edema, alteracdes da coagulagéo e formacéo de bolha (25-27).

As metaloproteases presentes no veneno de serpentes (SVMPs) sdo, em sua maioria,
enzimas zinco-dependentes e correspondem a cerca de 30% da composigédo deste veneno. No
caso de serpentes Bothrops atrox, as SVMPs compdem em torno de 40% do veneno
subdividindo nas classes PIII, Pl e Pl (23,28,29). Essas enzimas promovem a degradacdo da
membrana basal e de componentes da matriz extracelular, além de atuarem em diferentes

alvos dos sistemas de coagulacdo e fibrindlise e na ativacdo de mediadores pré-inflamatérios,
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sendo responsaveis por grande parte dos efeitos locais e sistémicos dos envenenamentos
botropicos (30-32)

As serinoproteases (SVSPs) sdo uma das mais abundantes toxinas presentes no
veneno de serpentes do género Bothrops (SOUSA et al., 2013). Em geral, elas afetam
principalmente fatores envolvidos no processo de coagulacdo, agregacdo plagquetaria além de
acOes fibrinolitica e fibrinogenolitica, levando a um desequilibrio hemostatico nas vitimas
(33). Além disso, também estdo envolvidas na promocéo de resposta inflamatdria a partir da
acao sobre o sistema complemento (31,34)

As fosfolipases A2 (PLA2) sdo enzimas que atuam sobre as membranas celulares,
clivando fosfolipidios na ligacdo éster do carbono 2, liberando lisofosfato e acidos graxos,
como o acido araquidénico (AA). A metabolizacdo do AA leva a producdo de eicosandides a
partir da via das ciclo-oxigenases (prostaglandinas e tromboxanos) ou da via das lipo-
oxigenases (leucotrienos) (35,36). No veneno botrdpico, as principais atividades dessa toxina
sdo miotoxica e citotoxica, mas também pode apresentar efeitos hemolitico, hipotensivo e

pré-inflamatorio (37-39)

As l-aminoécidos oxidases (LAAOs) sdao uma familia de proteinas amplamente
distribuida em diferentes organismos, sendo encontradas, inclusive, no veneno de diferentes
familias de serpentes (40). Sdo um dos principais componentes do veneno botrépico e estdo
relacionadas a diferentes atividades como a inducdo de agregacdo plaquetaria, apoptose
(41,42), citoxicidade (43), além de atividades bactericidas e antiparasitarias (44). Apesar das
diversas funcdes, os mecanismos pelos quais as LAAOs exercem suas atividades ainda nao
foram totalmente esclarecidos. Acredita-se que tais efeitos estejam, pelo menos em parte,

relacionados ao peroxido de hidrogénio, produzido durante a reacdo enzimatica (40,45).

1.3 Quadro Clinico ap6s o Envenenamento Botrdpico

Os envenenamentos por serpentes do género Bothrops sp. decorrem a partir da
inoculacéo do veneno desses animais de forma intramuscular ou subcutanea em suas vitimas.
Uma vez injetadas, as toxinas presentes no veneno iniciam suas reacfes locais imediatas e

efeitos sistémicos caracteristicos deste agravo (1).
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1.3.1 Manifestactes e Complicagdes Sistémicas

As principais manifestacBes sistémicas do envenenamento botropico estdo
relacionadas as alteracdes na hemostasia. Distlrbios de coagulagdo e na atividade plaquetéria
podem ocorrer devido a acdo direta do veneno, que é capaz de promover consumo de
fibrinogénio, resultando no aumento de tempo de coagulacéo e incoagulabilidade sanguinea
(25,46). Tais acBes podem levar a sangramentos no local da lesdo pelo acidente ofidico, bem
como em regides distantes da picada, em ferimentos cutdneos pré-existentes, mucosas
(gengivorragia e oftalmorragia), no sistema gastrointestinal (hematémese, hematoquezia) (47—
50) e, em alguns casos, podem ocorrer hemorragias intracranianas nos pacientes, cujo

prognostico é desfavoravel, resultando em sequelas ou 6bito (51-53).

Figura 3. Manifestacdes sistémicas dos envenenamentos botropicos. (A) Paciente apresentando
gengivorragia cerca 1 hora e 30 minutos apds a picada por serpente Bothrops atrox juvenil. (B)
Oftalmorragia presente no mesmo paciente (A) cerca de 48 horas apds receber tratamento. O paciente
recebeu uma dose adicional de antiveneno para cessar o sangramento. (C) Paciente com picada no pé
esquerdo (seta amarela) apresentando equimose ao longo do membro inferior, 12 horas apds inicio do
tratamento.

Fonte: Adaptado de Oliveira et al., 2019b (50)
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Outras manifestacdes sistémicas como cefaleia, visdo turva, tonturas, vomito,
sudorese, nduseas, mialgia, hipertensdo, dores abdominais e diarreia também podem ocorrer,

contudo em menor frequéncia (47,48).

A insuficiéncia renal aguda (IRA) é uma das mais importantes complicacdes
sistémicas dos envenenamentos botrépicos e possui um grande impacto na morbidade e
mortalidade decorrente destes agravos (54). A sua patogénese pode estar relacionada a
multiplos fatores, dentre eles agdo nefrotdxica das toxinas botrépicas, fatores imunoldgicos
das vitimas e disturbios de circulagdo ocasionados pelo veneno. A presenca de comorbidades
e altos niveis de lactato desidrogenase (LDH) sdo fatores de risco associados ao

desenvolvimento dessa complicacédo (55).

1.3.2 ManifestacOes Locais

Os danos teciduais locais sdo uma das principais caracteristicas dos envenenamentos
botropicos e eles ocorrem, principalmente, pela acdo direta de toxinas do veneno, como
também pela atividade inflamatoria aguda promovida por esses componentes (26,32,56). Essa
atividade pode promover desde efeitos mais leves como edema, calor local e eritema, até

sinais mais graves como degradacéo tecidual, como, por exemplo, necrose (57).

Dentre os sinais e sintomas locais relatados, os mais frequentes sdo dor intensa,
edema, eritema, calor, rubor e sangramentos locais ou perilesionais (47,48). Outras
manifestagdes como linfadenomegalia, equimoses e a formacdo de bolhas também podem
ocorrer (58,59). As bolhas sdo particularmente preocupantes, pois podem servir como um
reservatorio de veneno e ainda como porta de entrada para infeccdo secundéria, podendo
também facilitar o desenvolvimento de necrose, que sdo complicacdes tipicas do

envenenamento botropico (59-61).
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Figura 4. Manifestagdes locais dos envenenamentos botropicos. (A) Ulceracdo e sangramento
local com menos de 12 horas ap6s envenenamento. (B) Bolhas serosas no pé direito. (C)
Edema e bolhas serosanguinolentas 12 horas ap6s a picada. (D) Bolha serosanguinolenta no
dedo anelar direito 24 horas ap6s a picada. (E) Edema intenso no pé direito, sangramento e
equimose nos dedos. (F) Edema com 5 segmentos na perna esquerda em menos de 20 horas
apds envenenamento.

Fonte: De Oliveira et al., 2018 (57)

1.3.3 Complicacdes Locais

As infeccBes secundarias sao umas principais complicacdes resultantes dos acidentes
botropicos (62). Sinais como abcesso, celulite ou erisipela podem ser observados no local ou
proximo a lesdo puntiforme decorrente do acidente, que se encontra em situagdo favoravel
para 0 desenvolvimento do processo infeccioso, seja por microrganismos presentes na
microbiota oral das serpentes, caracteristicas intrinsecas dos pacientes ou disturbios induzidos

pelo veneno, como a lesdo tecidual local (63,64).

Algumas acgdes feitas ap0s 0 envenenamento, como 0 uso de torniquetes, a procura
por medidas empiricas (curandeiros, xamas) e consequente demora para receber o tratamento
médico adequado, 0 uso de produtos topicos sem indicagdo médica, realizacdo de incisdes ou

sucgdo do veneno no local, podem facilitar o surgimento de infec¢do (64-66). O ideal é que,
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apos o acidente ofidico, a vitima apenas lave o local da lesdo com agua e sabao (quando isso

for possivel) e busque atendimento médico o quanto antes.

A presenca de infeccdo secundéria pode ser, inicialmente, mascarada pelas
manifestagbes comuns ao envenenamento botrépico, entretanto avaliagcBes clinicas e
laboratoriais podem auxiliar no diagndstico deste problema (7). Sinais de inflamacdo local
associados a febre ou picos febris, leucocitose, linfangites ou linfadenites, sinais de flutuacao
ao toque e secregdes purulentas ou seroso-purulentas podem indicar a presenca de um

processo infeccioso (64).

Em envenenamentos botrdpicos, a necrose pode surgir tanto por uma acdo direta do
veneno sobre o tecido cutaneo ou muscular quanto por acdo indireta, a partir de isquemia
induzida pela destruicdo de capilares sanguineos por toxinas do veneno (67). Picadas em
extremidades, como os dedos das maos e pés, aumentam o risco desta complicacdo, bem
como 0 uso de torniquete ou demora a receber o tratamento adequado (68). O manejo desse
tipo de complicacéo € delicado e pode ir desde a remocéo do tecido morto por desbridamento

até a amputacao do membro afetado (69,70).

Figura 5. Complicacbes locais consequentes do envenenamento botrépico. (A) Edema
intenso, necrose na médo esquerda e gangrena no dedo anelar ap6s mais de 48 horas de
envenenamento. (B) O mesmo paciente (A) ap6s amputacdo do dedo (em fase de
recuperacdo). (C) Necrose na regido distal do dedo minimo apds 48 horas do envenenamento
(D) Envenenamento da regido dorsal, que se espalhou para a palma da méo direita,
necessitando de desbridamento cirurgico da area de necrose formada 5 dias apds a picada. (E)
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Paciente com envenenamento grave, apresentando sindrome compartimental 24 horas apés a
picada. Foi necessario fazer fasciotomia. (F) Abscesso e celulite devido a infec¢cdo secundaria
na regido dorsal do pé esquerdo 48 horas apos a picada.

Fonte: De Oliveira et al., 2018 (57)

A sindrome compartimental ¢ a complicacdo mais incomum e, contudo, uma das
mais preocupantes. Surge rapidamente, logo nas primeiras 24 horas ap6s o envenenamento, e
pode levar a isquemia e necrose muscular (71,72). Ela se inicia a partir de uma rapida
resposta inflamatéria e resulta num edema intenso, que aumenta a pressdo
intracompartimental, causando disturbios no membro acometido (62,64). O manejo desse
agravo é feito a partir de procedimento cirdrgico chamado fasciotomia, cujo objetivo € aliviar

a pressdo nos musculos do local afetado (64).

1.4 Classificacdo do Acidente e Tratamento

A classificacdo dos acidentes ofidicos é realizada exclusivamente a partir de sinais
clinicos, locais e sistémicos, observados durante a admissdo do paciente e deve ser baseada no
pior quadro entre os dois. Além disso, realiza-se na admissdo o teste do tempo de coagulacao
(TC), que ndo é utilizado na classificacdo, mas é importante para acompanhamento do
paciente antes e ap6s a administracdo do soro antiofidico (60,74).

Os casos leves de envenenamento botrépico se caracterizam por dor e edema local
pouco intenso ou ausente, manifestagdes hemorragicas discretas na pele ou mucosas e TC
normal ou alterado. Os moderados sdo aqueles em que o paciente apresenta dor e edema
evidente (que ultrapassa o segmento anatdbmico acometido), sdo acompanhados ou nédo de
alteracfes hemorragicas locais ou sistémicas e TC anormal ou alterado. Em envenenamentos
graves, as manifestaces clinicas observadas sdo edema local intenso e extenso, que pode
atingir todo o membro acometido e evoluir para sindrome compartimental, dor intensa e
eventual presenca de bolhas. Quanto as manifestacdes sistémicas, hipotenséo arterial, choque,
oligoandria ou hemorragias intensas definem os casos como grave e o TC pode estar normal
ou alterado (60,74).

Atualmente, o Unico tratamento especifico contra os envenenamentos ofidicos € a

soroterapia. No Brasil, os principais produtores de soro antiofidico (ou antiveneno) sdo o



27

Instituto Butantan, Instituto Vital Brazil, Fundacdo Ezequiel Dias e o Centro de Pesquisa e

Producdo de Imunobioldgicos (75).

No caso de envenenamentos botropicos, o soro comercial utilizado é o pentavalente,
obtido pela hiperimunizacdo de equinos com um pool de veneno de serpentes do género
Bothrops (B. jararaca [50%], B. jararacussu [12,5%], B. neuwiedi [12,5%], B. moojeni
[12,5%] e B. alternatus [12,5%]) (13). A composi¢do do soro se da a partir de fra¢des F(ab’)2
de imunoglobulinas G (IgG) que sdo adquiridas do plasma desses animais e passam por um
rigoroso processo de purificacdo, a fim de diminuir o risco de reacdes adversas (7).

A administracdo da soroterapia € realizada de acordo com a classificacdo do
acidente, conforme preconizada pelo Ministério da Salde e descrita no quadro abaixo
(Quadro 1) (60).

Quadro 1. Numero de ampolas do soro indicado para envenenamentos botropicos de acordo

com a gravidade.

Acidente | Antiveneno | Gravidade N° de ampolas

Leve: quadro local discreto; sangramento
discreto em pele ou mucosas; pode haver | 2 - 4
disturbio da coagulacéao

SAB! Moderado: edema e equimose evidentes;
Botropico | SABL? sangramento sem comprometimento do | 4 -8
SABC? estado geral; distarbio da coagulacéo

Grave: alteracdes locais intensas;
hemorragia grave; hipotensdo ou choque; | 12
insuficiéncia renal; anuaria; pode haver
disturbio da coagulacéo.

ISAB = soro antibotrépico (pentavalente); 2SABL = soro antibotrépico (pentavalente) e antilaquético;
3SABC = soro antibotrépico (pentavalente) e anticrotalico.

Fonte: Adaptado Guia de Vigilancia em Saude, 2019 (60)

1.5 Sistema Tegumentar

O sistema tegumentar compreende um conjunto de estruturas que formam a camada
mais externa do organismo humano. Ele é formado por pele e anexos, como as glandulas

sebéceas, sudoriparas, unhas e pelos. De forma geral, tem como funcdo manter o equilibrio do
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organismo e, para isso, desempenha papéis de protecdo fisica, térmica e contra possiveis
patogenos invasores. Além disso, participa da termorregulacdo do corpo, possui atividade
metabdlica, como a sintese de vitamina D e excre¢do de eletrdlitos em excesso, tem atividade
sensorial, devido aos receptores presentes que permitem a percep¢do das mudancas de
temperatura nos ambientes, de pressdo e sensibilidade ao togque, além de atuar na vigilancia

imunoldgica (76-78) (Figura 6).
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Figura 6. Diagrama de uma visdo geral da pele e anexos (foliculos pilosos, glandulas
sudoriparas e sebaceas, a vasculatura e os principais receptores sensoriais.

aptado de Junqueira’s Basic Histology Text and Atlas. (76)

A pele é considerada o maior 6rgao do corpo humano, compreendendo cerca de 20%
do peso total do corpo. E formada por trés camadas principais: epiderme, derme e hipoderme,
sendo que cada uma delas possui caracteristicas diferentes relacionadas a sua localizagdo e

funcgdes exercidas (76).

A epiderme é a camada mais superficial da pele, sendo formada por epitélio
estratificado pavimentoso queratinizado, dividido em diferentes camadas, chamadas de

estratos, de acordo sua localizacdo no corpo (estrato basal, espinhoso, granuloso, lGcido e
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cérneo). Em peles espessas, como aquelas encontradas nas solas dos pés e palmas das maos,
as cinco camadas estdo presentes bem como glandulas sudoriparas, porém ndo ha outros
anexos da pele nessas regides. Na pele delgada (ou fina), apenas quatro estratos estdo
presentes (basal, espinhoso, granuloso e cérneo), assim como glandulas sudoriparas, sebaceas
e pelos (foliculo piloso e masculo eretor) (79). Essa camada ndo é vascularizada, portanto,
recebe oxigénio e nutrientes a partir de difusdo da derme, através da membrana basal (MB)

(Figura 7).

Queratinocitos mortos

Estrato corneo

Estrato hicido
Estrato granuloso

Queratinocitos vivos
Estrato espinhoso
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Estrato basal

Célula de Langerhans
Membrana basal
Célula de Merkel

Terminagio nervosa
sensitiva

Figura 7. Diagrama ilustrando a sequéncia de camadas da epiderme e as localizagdes de trés
células ndo queratindcitos importantes na epiderme: melandcitos, células de Langerhans e
célula tatil de Merkel.

Adaptado de Junqueira’s Basic Histology Text and Atlas (76)

A membrana basal é uma fina camada de matrix extracelular (MEC), semelhante a
um tecido, que serve como uma barreira e um ponto de ancoragem entre as células da camada
basal do epitélio e a MEC do tecido conjuntivo (77,80). Os seus principais componentes sdo 0
coladgeno do tipo IV, laminina, glicoproteinas e proteoglicanos (nidogeno e perlecano,
respectivamente). O colageno e a laminina formam redes poliméricas conectadas pelas
proteinas citadas, contudo a composicdo e complexidade das MBs € dependente do tipo de

célula ou tecido em que em que elas estdo inseridas (81,82).
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As funcOes exercidas pela MB séo variaveis, como fornecer suporte estrutural, atuar
como barreira para células danosas, protegendo o estroma tecidual, serve como reservatério
para fatores de crescimento, o que pode influenciar na sobrevivéncia, migracao e proliferacéo
de células, faz a compartimentalizacdo de diferentes tecidos ou tipos celulares, atua como um
filtro e também protege os tecidos do estresse mecanico de origem fisioldgica ou patoldgica
(81,83).

A derme esta localizada logo abaixo da epiderme, mais especificamente da juncdo
dermo-epidérmica. Ela é formada por duas camadas estruturalmente distintas chamadas derme
papilar e reticular. A derme papilar, localizada logo abaixo da membrana basal, forma as
chamadas cristas (ou papilas) dérmicas, que sdo evaginacdes da derme no tecido epitelial e
que se interligam com as cristas epidérmicas. Essa camada € delicada, composta por tecido
conjuntivo frouxo, com fibras de coladgeno do tipo | e Ill, fibroblastos além de leucdcitos,
mastocitos e células dentriticas espalhadas (76,77). Enquanto a derme reticular, mais espessa,
consiste em tecido conjuntivo denso, principalmente colageno do tipo I, com mais fibras e
menos células que a camada papilar. Também estdo presentes as fibras elasticas e
proteoglicanos ricos em sulfato dermatano, que conferem resisténcia e elasticidade a essa
camada (76,84,85).

Na derme estdo localizadas as glandulas sudoriparas, sebaceas, foliculos pilosos,
além de uma rede rica de vasos sanguineos e linfaticos que originam os capilares que irrigam
e nutrem a derme papilar e membrana basal. Ademais também estdo presentes receptores

tateis e sensoriais, como as células de Merkel, corpusculos de Pacinni e de Meisnner (76).

Por fim, a hipoderme, também chamada de camada subcutanea ou fascia superficial,
é formada por tecido conjuntivo frouxo que se conecta frouxamente aos 6rgdos subjacentes.
Essa camada é formada por adipdcitos, arranjados em Iébulos e separados por septos de tecido
conjuntivo, que sofrem variagdo em numero a depender da regido corporal e estado
nutricional do individuo. Dentre suas fungdes, estdo proteger o corpo de impactos mecénicos,

fazer isolamento térmico e atuar como armazenador de energia (76,77).

1.5 Envenenamento Botropico e Anatomia Patoldgica

No envenenamento por viperideos, os efeitos sistémicos ocasionados pelo veneno

sdo facilmente neutralizados pela soroterapia, quando aplicada rapida e adequadamente. Sabe-
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se também que o soro antiofidico é capaz de chegar no local da lesdo, contudo, a
neutralizacdo do dano tecidual, principalmente se o paciente demora a receber o tratamento

adequado, ainda é um desafio (47,59).

As alteracOes teciduais locais ocasionadas pelo veneno botrdpico sdo consequentes
da acéo separada ou sinérgica promovida pelas toxinas do veneno, principalmente as SVMPs
e PLA2. As lesbes no local da inoculacdo sdo em sua maioria intensas, seja pelo processo
inflamatorio consequente ao envenenamento ou mesmo acdo direta do veneno, podendo

resultar na formacdo de bolhas ou necrose (7).

Estudos bioguimicos, histoldgicos, ultraestruturais e imunohistoquimicos fornecem
informacdes importantes acerca do dano tecidual local ocasionado pela inoculacdo de veneno
botropico bruto ou toxinas isoladas dele. Dados sobre a acdo do veneno na degradacdo de
componentes da matrix extracelular e a possivel participacdo de metaloproteinases de matrix
(MMPs) nos eventos que levam ao dano local sdo bem explorados em modelo animal,
contudo ainda carecem da aplicacdo de novas metodologias para um entendimento completo
deste agravo (86,87)

Diante disso, a maioria dos estudos de envenenamentos botrépicos com informagdes
histoldgicas sobre a degradacao tecidual local consequente a este agravo que estdo disponiveis
foram realizados em modelos experimentais. Em humanos € possivel encontrar tais

informacdes em relatos ou séries de casos, mas ainda assim sao bastante escassos.

Estudos realizados em camundongos ja demonstraram que a inoculagdo do veneno
botrépico bruto pode, rapidamente, induzir danos ao tecido muscular, como hemorragia e
necrose, levando a alteracGes estruturais deste tecido e a presenca de infiltrado inflamatorio
no local (67,88), como demonstrado nas figuras 8 e 9. Além disso, ja foi observado que a acéo
do veneno também pode comprometer nervos periféricos, promovendo a destruicdo de

axonios, bainha de mielina e danos as células de Schwann (89).
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Figura 8. Miotoxicidade induzida pelo veneno bruto de Bothrops asper no musculo
gastrocnémio de camundongos. Tecido inoculado apenas com PBS (A) foi utilizado como controle.
Amostras de tecido inoculadas com 50 pg do veneno de B. asper foram coletadas 1 hora (B), 6 hrs (C)
e 24 hrs (D) pés-inoculagdo. Pode-se observar hemacias abundantes entre 1 e 6 horas (setas em B e C)
e intenso infiltrado inflamat6rio 24 horas pds envenenamento (asterisco em D). Amostras coradas com
hematoxilina e eosina (HE) As barras representam 100 pm.

Fonte: Adaptado de Herrera et al., 2016 (67)

A inoculagdo de fragcdes do veneno botropico também ¢ capaz de promover diversas
alteragdes locais em modelos experimentais. Estudos avaliando a ag¢do local de SVMPs e
PLA?2 ja demonstraram que essas toxinas podem induzir alteragdes teciduais importantes apos
inoculag¢do intramuscular, além de estimular a sintese de moléculas inflamatorias, como
interleucina 1g (IL-1) e interleucina 6 (IL-6), e de metaloproteases enddgenas, gerando

resposta inflamatdria local (90).
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Figura 9. Morfologia da lesdo e regeneracdo do musculo esquelético apds envenenamento por
Bothrops atrox. Inoculacdo de veneno bruto de B atrox (40ul) no musculo gastrocnémio de
camundongos. A amostra de tecido foi coletada 1, 7 e 21 dias apds o envenenamento. (A) No dia 1,
areas de necrose podem ser observadas (setas). (B) Apos 7 dias, sdo visiveis algumas areas de células
musculares regeneradas com nucleo central (*). (C) 21 dias pds envenenamento, fibras musculares
regeneradas com nucleo central sdo observadas (*). Os cortes em parafina foram corados com
hematoxilina e eosina (HE).

Fonte: Adaptado de Santos Barreto et al., 2017 (88)

Num rapido periodo, as SVMPs inoculadas em camundongos podem levar a
formacdo de bolhas, possivelmente induzidas pela hidrolise direta de componentes da derme e
jungdes derme-epiderme, resultando no destacamento da epiderme. A presenca de sinais de
inflamacdo, dermonecrose, processos hemorragicos na hipoderme, deposi¢do de coagulos de

fibrina e exsudato também podem ser observados (Figuras 10 e 11) (91,92).
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Figura 10. AlteracBes histologicas induzidas por BaP1, uma metaloprotease de Bothrops
asper, na pele. Inoculacgéo intradérmica de 20 pl de PBS (a) ou 6 ug de BaP1 diluidos em 20 pl de
PBS (b, c, d) na orelha de camundongos. (a) padrdo histolégico normal apds 1 hora da injecdo de
PBS. (b) Apds 1 hora e (c) 6 horas: edema proeminente, hemorragia (setas) e formacdo de bolha (*).
(d) Apds 24 horas: perda da epiderme, presenca de infiltrado inflamatério (triangulo).

Fonte: Adaptado de Jiménez et al., 2008 (91)

Estudos in vitro demonstraram outras toxinas do veneno, como as LAAOs também
possuem ac¢do citotoxica, sendo capazes de induzir autofagia, seguida de apoptose e necrose
em queratindcitos humanos. Ademais, experimentos in vivo com a inoculagéo dessa toxina em
camundongos sugerem que ela pode estar envolvida na lesdo tecidual local decorrente do

envenenamento botropico (42).

Em humanos, os poucos dados anatomopatoldgicos locais provém, em sua maioria,
de necropsias e apresentam padrfes semelhantes aos estudos experimentais. A presenca de
focos hemorragicos, areas de necrose em diferentes camadas da pele e alteragfes nas fibras
musculares consistentes com acdo miotéxica do veneno estdo entre os principais achados
(93,94).
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PBS

Atroxlisina-la

Batroxragina

Figura 11. A¢édo de duas SVMP de Bothrops atrox (Atroxlisina-la e Batroxragina) na pele de
camundongos. Inoculagéo de PBS (A, B, C, D), 10 ug de Atroxlisina-la (E, F, G, H, 1) ou 10 ug de
Batroxragina (J, K, L, M, N) avaliados 20 minutos e 24 horas p6s-injecao. O grupo injetado com PBS
demonstrou padrdao histolégico normal da pele (A, C), com capilares preservados (seta em B) e
epiderme intacta (seta em D) em todos os momentos de avaliagdo. Apds 20 minutos, o tecido
inoculado com Atroxlisina-la apresentou hemorragia especialmente proximo a epiderme (seta em E) e
a Batroxragina induziu hemorragia predominantemente na hipoderme (seta em J). Ambas as toxinas
levaram ao destacamento da epiderme (setas em F e K). Com 24 horas, a Atroxlisina-la induziu luma
lesdo extensa na epiderme e derme (G), que evoluiu para necrose do tecido caracterizada por um
intenso infiltrado inflamatério (H), depdsito de codgulo (seta em 1) e células com nucleos picnéticos
(* em 1), enquanto a Batroxragina induziu perda de epiderme (setas em L) e infiltrado inflamatério
principalmente na hipoderme (setas em M e N).

Fonte: Adaptado de Freitas-de-Sousa et al., 2017 (92)

Assim, nota-se que 0 acesso a soroterapia, atualmente o Unico tratamento eficaz para
0s envenenamentos botropicos, promove neutralizacdo de manifestacdes ou complicacbes
sistémicas que possam acometer a vitima. Contudo, os danos locais teciduais, que sdao uma
importante caracteristica desses envenenamentos, nem sempre sao evitados, mesmo com uso
do soro. Essas lesdes locais podem evoluir para complicagdes, gerar sequelas no paciente e
impactar de forma relevante a vida dessas pessoas, fisica, emocional ou economicamente.
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As investigacfes anatomopatologicas das lesdes locais dos envenenamentos
botropicos em humanos podem ser de grande valia para a compreensdo e esclarecimento de
eventos inflamatdrios enddgenos que também participam desse agravo. Entender a evolugéo
clinica e histopatoldgica do dano tecidual, a compatibilidade ou discordancias entre ambos, e
qual a influéncia que as condigdes inerentes aos envenenamentos ofidicos no contexto
amazonico possivelmente exercem sobre esse agravo a nivel microscépico pode abrir
caminhos para o desenvolvimento e aplicacdo de inibidores que, se utilizados no local de
inoculacdo do veneno interrompam, ou mesmo reduzam, a progressdo do dano tecidual mais

rapidamente.

Os estudos disponiveis atualmente sdo, em sua maioria, experimentais e as
informacdes de achados anatomopatolégicos em seres humanos ainda € escassa. Portanto,
sendo este trabalho a primeira série de casos que relata dados histopatologicos de lesGes
locais, decorrentes de envenenamentos botropicos em humanos, ele pode contribuir para a
melhor compreensdo desse agravo e o desenvolvimento de futuras técnicas que auxiliem o
manejo clinico dos servicos de saude, contribuindo para melhores desfechos dos pacientes

acometidos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Analisar as caracteristicas epidemiologicas, clinicas, laboratoriais e histopatoldgicas

em pacientes vitimas de acidente ofidico botropico na Amazénia Brasileira;

2.2 Especificos

- Descrever as caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e laboratoriais dos pacientes vitimas

de acidente ofidico botrépico na Amazonia Brasileira;

- Caracterizar os aspectos histopatoldgicos presentes em pacientes vitimas de acidente ofidico

botropico na Amazonia Brasileira;

- Avaliar a evolucdo clinica dos pacientes vitimas de acidente ofidico botrépico na Amazonia

Brasileira.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Desenho de Estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo, observacional e descritivo dos aspectos
epidemioldgicos, clinicos e histopatoldgicos de uma série de 22 pacientes vitimas de acidente
ofidico botrépico, atendidos na Fundagdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado
(FMT-HVD) no periodo de agosto de 2014 a agosto de 2016.

3.2. Populacéo de Estudo

O presente trabalho foi realizado com dados de pacientes de acidentes ofidicos
botropicos que eram participantes do estudo “Baixa Eficacia do Uso Preemptivo da
Amoxicilina/Clavulanato para Prevencdo de Infeccdo Secundaria em Acidentes Botropicos na
Amazonia Brasileira: Ensaio Clinico Controlado e Randomizado”, realizado na FMT-HVD

entre agosto de 2014 a agosto de 2016.

3.3. Critérios de Elegibilidade

Foram incluidos os pacientes que participaram do estudo “Baixa Eficacia do Uso
Preemptivo da Amoxicilina/Clavulanato para Prevencdo de Infeccdo Secundaria em
Acidentes Botropicos na Amazonia Brasileira: Ensaio Clinico Controlado e Randomizado” e

que possuiam registro de requisicdo para bidpsia nos seus dados clinicos.

Foram excluidos os pacientes que ndo apresentaram material bioldgico (laminas de

tecido e/ou bloco contendo amostra parafinada) disponivel para analise histopatoldgica.

3.4. Amostragem

A amostragem foi composta por 22 pacientes de acidente ofidico botrépico que
realizaram bidpsia no estudo mencionado acima. Eles foram divididos em dois grupos, de

acordo com o tempo entre o acidente e biopsia, para analises descritivas e comparativas. O
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corte de tempo de 72 horas foi determinado porque neste periodo ha o surgimento e/ou
estabelecimento de alguns sinais clinicos ou complicacBes locais decorrentes do

envenenamento botropico, como bolhas, necrose ou infec¢Ges secundarias.

= Grupo 1 (G1): realizaram bidpsia em menos de 72 horas decorridas do

acidente ofidico.

= Grupo 2 (G2): bidpsia realizada em 72 horas ou mais apds ocorréncia do

acidente ofidico.

3.5. Dados epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais

Informacdes relativas ao sexo, idade, zona de residéncia do paciente e de ocorréncia
do acidente ofidico, regido anatdbmica acometida, classificagdo do acidente quanto a
gravidade, além do tempo ocorrido entre a picada/soroterapia foram coletadas para compor 0s

dados epidemioldgicos dos pacientes.

Para composicdo dos dados clinicos, foram reunidas informacfes acerca da presenca
de manifestacbes e/ou complicagcdes sistémicas (como sangramentos, distirbios de
coagulacdo, insuficiéncia renal), locais (edema, rubor, calor, eritema, equimose, cianose,
sangramentos e secrecdes serosas perilesionais) e evolucdo clinica do paciente quanto ao
desenvolvimento de complicacBes locais como necrose, bolhas ou infeccdo secundaria

(definida como a presenca de celulite ou abcesso).

Os dados laboratoriais hematolégicos (eritrograma, plaguetograma e leucograma),
bioquimicos (creatinina quinase e desidrogenase latica) e imunoldgicos (proteina ¢ reativa)

também foram compilados dos prontuarios dos pacientes.

3.6. Analise histopatologica

As analises histopatoldgicas foram realizadas a partir de laminas e blocos parafinados
armazenados no laboratério multidisciplinar, alocado na geréncia de anatomia patologica da
FMT-HVD. Foram utilizadas se¢des coradas com hematoxilina-eosina (HE) e as varidveis
consideradas na avaliacdo foram: alteracGes na epiderme (hiperceratose; acantose; exocitose;
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espongiose; formacao de bolhas; adelgacamento e destacamento da epiderme), bem como na
derme e hipoderme (extravasamento de hemadcias; infiltrado inflamatorio peri-neural, peri-
vascular ou peri-anexial; presenca de histiocitos, linfocitos, eosindfilos, outros granulécitos
ou plasmocitos; edema, congestdo; alteracGes de colageno; vasculites; necrose e sinais de

infeccdo).

Os procedimentos quanto & analise das laminas se deu da seguinte forma: primeiro
elas foram avaliadas quanto a qualidade para o processo de microscopia e aquelas que
apresentaram algum problema de acondicionamento (crescimento fungico, amarelamento de
balsamo do Canada, formacdo de bolhas ou laminas quebradas ou trincadas) ou as que nao
foram encontradas, tiveram seu material recortado. Quando necessario - devido a material
com angulacéo ruim, parafina disforme ou derretida -, os blocos de parafina contendo material
biolégico foram submetidos ao processo de reinclusdo e conseguinte recorte, também no

laboratdrio multidisciplinar.

A reinclusdo das amostras foi realizada conforme descrito abaixo e demonstrada na

Figura 12.

1) Avaliar os blocos contendo material parafinado quanto a estrutura para o corte histoldgico.
Blocos contendo deformacdes sdo reincluidos;

2) Colocar o cassete com bloco parafinado na placa quente para que ele derreta

completamente;

3) Finalizado esse processo, selecionar o molde a ser utilizado de acordo com o tamanho do
fragmento de tecido a ser reincluido e preencher este molde com parafina liquida aquecida.

4) Com o auxilio de uma pinca, pegar o fragmento de tecido e posicionar, cuidadosamente, no
centro do molde citado anteriormente. Selecionar um cassete novo, devidamente identificado,
e colocar a base dele sobre o molde de maneira que a parafina esteja em contato com o

cassete, fixando bloco ali.
5) Levar o molde com esse material para a placa resfriada.

6) Quando o molde estiver completamente frio € 0 momento de retirar o bloco e preparar para

0 corte no micrétomo.

7) Fixar o bloco no microtomo e acerta-lo para que sua superficie fique paralela a navalha do

equipamento.
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8) Cuidadosamente, retirar o excesso de parafina até alcancar o fragmento de tecido.

9) Realizar a microtomia com o auxilio de uma pinca, que permite melhor manipulacédo da fita

formada a partir desse procedimento.

10) Retirar, com a pinca, a fita do micrétomo e levar até o banho maria, para que seja feita a
expansao (“abertura”) da fita. Com uma lamina limpa e identificada, coletar a fita contendo o

corte histoldgico.

11) Levar a lamina a estufa para retirar o excesso de parafina e melhorar a adeséo do corte a

lamina.

12) Retirada da estufa, levar a lamina para o processo de desparafinizacdo (com xilol) e, em
seguida, para hidratacdo (sequéncias de alcool em diferentes concentracdes — 100%, 95%,
80%, 70% - e o ultimo “banho” de 4gua destilada).

13) Corar as ldminas com hematoxilina (20 minutos), desidratar com alcool 70% (1 minuto),
corar com eosina (2 minutos), lavar rapidamente com alcool 95%, desidratar novamente em 3

banhos de alcool 100% (1 minuto para cada banho), clarificar em 3 banhos de xilol.

14) Finalizada essa etapa, gotejar balsamo do Canada na lamina, cobrir com uma laminula e

esperar fixar.



42

@ Avaliagdo do Bloco @ Reinclusao

o)
</ : Qﬁ
ﬂ — .

« Parafina disforme

Q

Placa Quente Placa Fria

@ Recorte @ Expansé@o da Fita e Secagem

Y (3]

</

Fonte: Autoral. Criado com BioRender.com

@ Desparafinizagao @ Hidratagao
f = 2 — - -—— 3 |
,/ — e E— E—
Xilol — — == =
Alcool Agua
100% Alcool 95% Alcool 80% Alcool 70% Dl

@ Coloragao e Fixagao

v 3x 3%
=% — —|
—_— | — —_— —— | — —_— g
y | ;
1
- Xilol = -
Alcool 70% Eosina Alcool 95% Alcool 100% Balsamo do Canadd

Hematoxilina

Figura 12. Procedimento histotécnico de reincluséo e recorte da amostra.

Fonte: Autoral criado com BioRender.

3.7. Aspectos Eticos

O estudo do qual faz parte este projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa
da Universidade do Estado do Amazonas (CAAE: 19380913.6.0000.5016 e NUmero do
Parecer: 492.892) (ANEXO 6.4) e da FMT-HVD (CAAE: 19380913.6.3001.0005 e Numero
do Parecer: 602.907-0) (ANEXO 6.3) e foi cadastrado no Registro Brasileiro de Ensaios
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Clinicos (ReBec): RBR-3h33wy; UTN Number: U1111-1169-1005. Todos os pacientes do
estudo principal, intitulado “Baixa Eficacia do Uso Preemptivo da Amoxicilina/Clavulanato
para Prevengdo de Infeccdo Secundéria em Acidentes Botropicos na Amazoénia Brasileira:
Ensaio Clinico Controlado ¢ Randomizado”, receberam esclarecimentos quanto aos objetivos,
riscos e beneficios da pesquisa. Os que concordaram em participar, assinaram 0 Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice 6.5), ficando-lhes assegurado o carater
confidencial dos dados e o recebimento de uma copia do TCLE contendo o telefone de
contato e a assinatura do pesquisador responsavel.

3.8. Analises de Dados e Estatisticas

As andlises estatisticas dos dados laboratoriais e variaveis histopatologicas foram
realizadas com os softwares GraphPadPrism (v8.0) e Stata (v13.0). Para comparacao entre
frequéncias dos achados histopatol6gicos foi utilizado o teste exato de Fisher. Para os dados
laboratoriais, inicialmente foram realizados testes para verificar normalidade dos dados
através do teste de Shapiro-Wilk. As comparacBes de valores entre dois grupos de dados
foram realizadas com teste Mann-Whitney. O nivel de significancia estatistica definido foi de
p<0,05.
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4. PRODUTO DA DISSERTACAO

Os resultados deste trabalho serdo apresentados no formato de artigo cientifico,
conforme as normas do Programa de P6s-Graduacdo em Medicina Tropical Dr Heitor
Vieira Dourado. Pretende-se submeter o artigo a revista Toxicon, da editora Elsevier.

Alterac0es histoldgicas em pacientes de envenenamento ofidico botrépico na Amazénia
Brasileira: Uma série de 22 casos.
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Imunologia Basica e Aplicada, Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do
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RESUMO
As manifestacdes clinicas dos envenenamentos botrépicos podem ir desde sangramentos

sistémicos a lesbes locais graves, como a formacdo de bolhas, que podem evoluir para
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complicaces, tais quais infeccdo secundaria e necrose. Na literatura, os relatos dos dados
histopatoldgicos em humanos ainda séo escassos, assim como a relacdo entre as lesdes a nivel
microscopico e a evolucdo clinica dos pacientes. O objetivo deste estudo foi analisar as
caracteristicas epidemiologicas, clinicas, laboratoriais e histopatolégicas em pacientes de
envenenamento botrépico, bem como descreveé-las, caracterizar os aspectos histopatoldgicos
presentes e avaliar a evolucédo clinica destes individuos. O estudo retrospectivo envolveu 22
pacientes de envenenamento botropico, divididos em dois grupos de acordo com o dia que
realizaram biopsia da lesdo tecidual local (Grupo 1 - <72 horas p6s acidente ofidico; Grupo 2
- >72 horas pés acidente), que possuiam material bioldgico disponivel para andlise. Os
resultados demonstraram que caracteristicas clinicas locais dos grupos G1 e G2 eram
semelhantes em relacdo a presenca de edema, eritema, equimose e sangramento local,
enquanto apenas o G1 apresentou celulite e drenagem de exsudato e G2 evoluiu com abcesso.
Quando avaliados em relacdo a gravidade o G1 apresentou pacientes leves, moderados e
graves engquanto G2 tinha apenas casos graves e moderados. O sinal clinico semelhante em
todos foi edema, enquanto eritema era comum nos casos moderados, e sinais de infecgdo
secundaria, além de bolhas e necrose, estavam presentes em pacientes graves. Quanto aos
dados histopatoldgicos, ambos 0s grupos apresentaram alteracbes na epiderme como
hiperceratose, bolha (Grupo 1), acantose e espongiose (Grupo 2). Na classificacdo clinica, em
pacientes moderados do G1 observou-se extravasamento eritrocitario, infiltrado inflamatorio
misto e vasculite, enquanto o G2 apresentou sinais de extravasamento eritrocitéario, trombo de
fibrina e abcesso. Os achados dos pacientes graves no G1 também foram extravasamento
eritrocitario com infiltrado inflamatorio e no G2 resultados semelhantes foram observados,
além de homogeneizacdo de coladgeno e presenca de fibroblastos ativados. A caracterizacao
dos dados clinicos e histopatoldgicos é mais uma ferramenta que contribui para esclarecer 0s
mecanismos do dano tecidual além de levantar questionamentos sobre a possibilidade de um
manejo clinico personalizado e 0 uso de medicamentos adjuvantes como uma abordagem no

cuidado dos pacientes de envenenamentos botrépicos

Palavras Chaves: Ofidismo, Envenenamento, Bothrops, Dano Tecidual Local,

Histopatologia.
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1. INTRODUCAO

Os envenenamentos ofidicos resultam da inoculacdo de toxinas do veneno de
serpentes peconhentas e sdo considerados um grave problema de saude publica,
principalmente em paises dos continentes Asiatico, Africano, Oceania e América Latina (1—
3). Na Amazonia brasileira, o envenenamento por serpentes do género Bothrops spp se
destaca pelo grande numero de acidentes notificados anualmente e atinge principalmente
trabalhadores rurais que estdo envolvidos no sustento familiar ou comunitario naquela regido
(4,5).

O envenenamento botropico se caracteriza por uma série de efeitos sistémicos, como
alteracBes na hemostasia, e danos teciduais locais, que sdo a principal caracteristica deste
agravo. Esses danos podem ocorrer pela acao direta das toxinas do veneno no tecido, como
também pela atividade inflamatoria aguda promovida por tais componentes (6-9). Além
disso, o surgimento de complicacfes locais como bolhas, necrose e infeccdo secundaria é
relativamente comum e podem causar danos permanentes na vitima de envenenamento (10—
12).

As toxinas do veneno atuam principalmente degradando os componentes de matrix
extracelular, causando danos na membrana basal dos capilares, na jun¢do dermo-epidérmica
dos tecidos e atuam em diferentes alvos do sistema de coagulagdo e na ativacdo de
mediadores inflamatérios (8,13-15). Além disso, também possuem acdo miotoxica e

citotoxica no organismo (16).

A degradacdo tecidual local causada pelo veneno botrépico acarreta importantes
alterag0es histologicas. Estudos realizados em modelo animal mostraram a agdo do veneno na
destruicdo do tecido muscular e nervos perifericos (16-18), além disso, a inocula¢do de
fragbes do veneno, ou sua porcdo completa, na pele de camundongos demonstrou a agéo
rapida do na destruicdo de componentes da derme (19). Entretanto, estudos relatando essas
alteracdes em humanos ainda sdo escassos e 0s dados disponiveis atualmente na literatura
provém, em sua maioria, de necropsias e tem o foco em lesbes de 6rgdos como 0S rins
(20,21).

Nesse estudo, descrevemos as alteracdes histologicas observadas numa série de 22

casos de envenenamento botrépico ocorridos na Amazonia brasileira, mostrando a relagédo
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entre dados macro e microscopicos encontrados e sua possivel influéncia na evolucéo clinica

do paciente.

2. METODOS

2.1 DESENHO DE ESTUDO

Estudo retrospectivo, observacional e descritivo dos aspectos epidemioldgicos,
clinicos e histopatoldgicos de uma série de pacientes vitimas de acidente ofidico botrdpico,
conduzido na Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), onde
os pacientes foram atendidos entre agosto de 2014 e agosto de 2016. A FMT-HVD ¢€ o centro
de referéncia para o atendimento de acidentes ofidicos na cidade de Manaus, estado do
Amazonas, Brasil. Este trabalho est& inserido num projeto intitulado “Baixa Eficacia do Uso
Preemptivo da Amoxicilina/Clavulanato para Prevencdo de Infeccdo Secundaria em
Acidentes Botropicos na Amazdnia Brasileira: Ensaio Clinico Controlado e Randomizado™.
Os dados clinicos foram obtidos mediante aprovacdo do projeto maior pelo comité de ética
em pesquisa da Universidade do Estado do Amazonas (CAAE: 19380913.6.0000.5016 e
Numero do Parecer: 492.892) e da FMT-HVD (CAAE: 19380913.6.3001.0005 e Numero do
Parecer: 602.907-0). Os participantes leram e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE). Os procedimentos realizados estdo de acordo com a Declaragcdo de
Helsingue e da Resolu¢do 466/12 do Conselho Nacional de Salde para pesquisas envolvendo

seres humanos.

2.2 POPULACAO DE ESTUDO E AMOSTRAGEM

A populacdo de estudo foi composta 22 pacientes que realizaram bidpsia do local da
picada e possuiam amostras bioldgicas armazenadas na FMT-HVD. Os 22 pacientes foram
entdo divididos em dois grupos, de acordo com tempo ocorrido entre o acidente e a biopsia,
para analises descritivas e comparativas: Grupo 1 — G1 (biopsia realizada < 72 horas ap0os
acidente ofidico) e Grupo 2 - G2 (bidpsia realizada > 72 apo6s ocorréncia do acidente
ofidico). O corte de tempo de 72 horas foi determinado porque neste periodo ha o surgimento
e/ou estabelecimento de alguns sinais clinicos ou complicaces locais decorrentes do

envenenamento botrépico, como bolhas, necrose ou infec¢bes secundérias (Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma de trabalho. 22 pacientes foram elegiveis e divididos em dois grupos, de
acordo com o dia de realizagdo da biopsia: <72 horas (Grupo 1 — G1) and >72 horas (Grupo 2 — G2)
apos o envenenamento. Todos os dados epidemioldgicos, clinicos, laboratoriais e histopatologicos
foram coletados para andlises descritivas e estatisticas posteriors.

2.3 DADOS EPIDEMIOLOGICOS, CLINICOS E LABORATORIAIS

Informagdes relativas ao sexo, idade, zona de residéncia do paciente e de ocorréncia
do acidente ofidico, regido anatdbmica acometida, classificacdo do acidente quanto a
gravidade, além do tempo ocorrido entre a picada/soroterapia foram coletadas para compor 0s
dados epidemioldgicos dos pacientes. Para composi¢do dos dados clinicos, foram reunidas
informacdes acerca da presenca de manifestacdes e/ou complicagdes sistémicas (como
sangramentos, disturbios de coagulagdo, insuficiéncia renal), locais (edema, rubor, calor,
eritema, equimose, cianose, sangramentos e secregdes serosas perilesionais) e evolugdo
clinica do paciente quanto ao desenvolvimento de complicacdes locais como necrose, bolhas
ou infeccdo secundaria (definida como a presenca de celulite ou abcesso). Os dados

laboratoriais hematoldgicos (eritrograma, plaquetograma e leucograma), bioquimicos
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(creatinina quinase e desidrogenase latica) e imunoldgicos (proteina c reativa) também foram

compilados dos prontuérios dos pacientes.

2.4 DADOS HISTOPATOLOGICOS

As andlises histopatoldgicas foram realizadas utilizando l1aminas e blocos parafinados
armazenados no laboratério multidisciplinar, alocado na geréncia de anatomia patoldgica da
FMT-HVD. A andlise histopatologica foi realizada a partir das secGes coradas com
hematoxilina-eosina (HE). As variaveis consideradas na avaliacdo foram: alteracGes na
epiderme (hiperceratose; acantose; exocitose; espongiose; formacéo de bolhas; adelgacamento
e destacamento da epiderme), bem como na derme e hipoderme (extravasamento de hemaécias;
infiltrado inflamatério peri-neural, peri-vascular ou peri-anexial; presenca de histiocitos,
linfocitos, eosindfilos, outros granuldcitos ou plasmdcitos; edema, congestdo; alteracGes de

colageno; vasculites; necrose e sinais de infeccao).

2.5 ANALISE DOS DADOS

As andlises estatisticas dos dados laboratoriais e variaveis histopatologicas foram
realizadas com os softwares GraphPadPrism (v8.0) e Stata (v13.0). Para comparacao entre
frequéncias dos achados histopatoldgicos foi utilizado o teste exato de Fisher. Para os dados
laboratoriais, inicialmente foi realizado o teste de Shapiro-Wilk a fim de verificar a
normalidade dos dados. As comparacgdes de valores entre dois grupos foram realizadas com

teste Mann-Whitney. O nivel de significancia estatistica definido foi de p<0,05.

3. RESULTADOS

A Tabela 1 traz um resumo das caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos pacientes
incluidos no estudo. A predominéncia dos envenenamentos foi no sexo masculino (77,2%),
ocorrendo em zona rural (90,9%) e as principais regides acometidas foram, respectivamente,
0s pés (31,8%), mdos (27,2%), pernas (22,7%) e tornozelos (18,1%). Em relacdo ao

desenvolvimento de complicag@es locais, 11 individuos (50%) evoluiram com esse quadro.
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Tabela 1. Resumo dos dados clinicos e epidemioldgicos dos pacientes de envenenamento
botropico

- N =22
Caracteristicas (100%)
Masculino 17 (77,2%)
Feminino 5 (22,8%)
Idade mediana (IQR) 36 (22-52)
Zona de Ocorréncia
Rural 20 (90,9%)
Urbana 2 (9,1%)
Regido Anatdomica Acometida
Mao 6 (27,2 %)
Perna 5 (22,7%)
Tornozelo 4 (18,1 %)
Pé 7 (31,8 %)
Complicacéo local
Sim 11 (50%)
Né&o 11 (50%)

A Tabela 2 descreve as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas de cada paciente
incluso no estudo. A mediana de idade dos pacientes foi de 36 anos (com variacdo entre 22 e
52 anos). Tempo entre 0 envenenamento e tratamento variou entre 01 e 20 horas, a maioria
dos pacientes recebeu como classificacdo clinica envenenamento moderado e as regifes
anatdbmicas mais atingidas foram os pés e as mdos. Os pacientes entdo foram divididos em
grupos de acordo com o dia em que realizaram bidpsia - Grupo 1 (G1) [Bidpsia realizada em
menos de 72 horas apds envenenamento] e Grupo 2 (G2) [Bidpsia realizada apos 72 horas do
envenenamento] — para fins de comparagdo descritiva entre as caracteristicas clinicas e

histopatoldgicas dos individuos.

A Figura 2 relata os dados laboratoriais da série vermelha, branca, plaquetaria e
bioquimica dos pacientes - obtidos de amostras coletadas no dia da bidpsia — que foram
descritos nos grupos G1 (coluna verde) e G2 (coluna vermelha) para comparacdo entre os
individuos e os niveis de normalidade representados pela faixa cinza.

Em relacdo aos parametros avaliados na série vermelha, ambos o0s grupos se

apresentaram dentro da faixa de normalidade e o G1 apresentou valores mais elevados que o
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G2. Para plaquetas e volume plaquetario médio (MVP), os dois grupos se apresentaram
dentro dos niveis de normalidade, sendo que G2 apresentou um numero de plaquetas e PCT

mais elevado, enquanto o G1 exibiu valores de MVP ligeiramente mais baixos que G2.

Para a série branca, ambos os grupos exibiram valores de neutréfilos e linfocitos fora
da faixa de normalidade. Em relacdo aos leucdcitos totais (WBC), neutrdéfilos, linfécitos e
mondcitos, os valores no G1 se apresentaram mais elevados, enquanto o numero de

eosinofilos estava aumentado em G2 quando comparados a G1.

Quanto aos dados bioquimicos, todos os grupos estavam dentro da normalidade e os
valores de proteina C reativa (PCR) e creatina quinase (CK) estavam aumentados em Gl1,

enquanto niveis de desidrogenase latica se apresentaram ligeiramente mais elevados no G2.



Tabela 2. Caracteristicas clinicas e sociodemogréaficas dos pacientes de envenenamento botrdpico

Tempo entre

Classificacao

Tempo entre

ID Sexo/ldade g .
Pacientes erm anos envenenamento e cllnlca do Local da picada Grupo en\_/gne_namento e
tratamento (horas) acidente bidpsia (horas)
AH 01 M/52 = 3h Leve Pé esquerdo Gl 24
AH 02 M/23 5h Moderado Tornozelo direito Gl 48
AH 03 F/26 3h Moderado Perna esquerda Gl 24
AH 04 M/63 3h Leve Pé esquerdo Gl 48
AH 05 M/19 2h Moderado Pé direito Gl 24
AH 06 F/18 4h Moderado Tornozelo direito Gl 24
AH 07 M/21 3h Leve Maéo esquerda Gl 24
AH 08 M/22 4h Grave Tornozelo direito Gl 48
AH 09 F/58 = 16h Moderado Tornozelo direito Gl 48
AH_10 M/56 = 1h Moderado Perna esquerda Gl 24
AH 11 M/27 1h Moderado Pé esquerdo Gl 48
AH 12 M/36 1h Moderado Ma&os (ambas) Gl 48
AH 13 M/21 4h Moderado Pé esquerdo G2 96
AH 14 F/29 5h Grave Mé&o direita G2 192
AH_15 M/38 = 2h Moderado Pé esquerdo G2 96
AH 16 M/50 1h Moderado Perna esquerda G2 72
AH 17 M/46 2h Moderado Méo esquerda G2 72
AH 18 M/36 = 6h Grave Méo esquerda G2 72
AH_19 M/59 = 6h Moderado Perna direita G2 72
AH 20 M/28 3h Moderado Pe esquerdo G2 120
AH 21 F/57 =20h Moderado Ma&o direita G2 96
AH_022 M/21 4h Moderado Perna esquerda G2 96

52
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Figura 2. Achados laboratoriais dos pacientes de envenenamento botropico. Comparagdo de dados da série vermelha (A), branca (B) e bioquimicos (C)
dos grupos 1 e 2 (G1 e G2 respectivamente), obtidos de exames realizados no dia da bidpsia, entre si € em relagdo aos valores de normalidade (faixa
cinza). Foi considerado significativo p<0.05.

MVP: Volume Plaquetario Médio; PCR: Proteina C Reativa; LDH: Desidrogenase Latica; CK: Creatinoquinase.
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Um resumo das caracteristicas do local da picada de cada grupo foi descrito na Tabela

3. Em ambos os grupos, a maioria dos pacientes desenvolveu sinais de edema [G1 (83,3%),

G2 (80%)] e outros sinais clinicos também estiveram presentes em menor nimero: eritema

[G1 (8,3%), G2 (20%)], equimose [G1 (33,3%), G2 (10%)], sangramento local [G1 (33,3%),

G2 (20%)], bolhas [G1 (25%), G2 (30%)] e cianose [G1l (8,3%), G2 (10%)]. Apenas

individuos do G1 apresentaram celulite (8,3%) e drenagem de exsudato (8,3%) e somente
pacientes do G2 evoluiram com abcesso (10%).

Tabela 3. Achados clinicos locais dos pacientes de envenenamento botrdpico.

-, Gl G2
Caracteristicas N =12 N = 10 P valor
Clinica
Edema

Sim/N4o, n (%) | 10(83)/2(17) | 8(80)/2(20) | 0.999
Eritema

Sim/Nao, n (%) | 1(8)/11(92) | 2(20)/8(80) | 0571
Equimose

Sim/Nao, n (%) | 4(33)/8(67) | 1(10)/9(90) | 0.323
Sangramento local

Sim/Nao, n (%) | 4(33)/8(67) | 2(20)/8(80) | 0.646
Bolha

Sim/N4o, n (%) | 3(25)/9(75) | 3(30)/7(70) | 0.999
Necrose

Sim/N4o, n (%) | 3(25)/9(75) | 1(10)/9(90) | 0.594
Cianose

Sim/N4o, n (%) | 1(8)/11(92) | 1(10)/9(90) | 0.999
Abscesso

Sim/N&o, n (%) | 0(0) /12 (100) | 1(10)/9(90) | 0.454
Celulite

Sim/N&o, n (%) | 1(8)/11(92) | 0(0)/10(100) | 0.999
Drenagem de exsudato

Sim/N&o, n (%) | 1(8)/11(92) | 0(0)/10(100) | 0.999

Quando analisados em relacdo a gravidade do envenenamento (Figura 3), o G1
apresentou pacientes classificados em leve/moderado e grave, enquanto o G2 tinha apenas
pacientes moderados e graves. As manifestacdes clinicas caracteristicas do grupo leve (A)

consistiam basicamente em edema local. Enquanto nos pacientes moderados do G1 (B),
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edema e eritema eram mais comuns e no G2 (D) além destes sinais, a presenca de abcesso
também foi relatada. Nos individuos classificados como graves no G1 (C) edema extenso,
eritema e sinais de infec¢do secundaria, como celulite eram encontrados, e no G2 (E), os
memos sinais podiam ser notados, como também a formac&o de bolhas e presenca de necrose

no membro anatdmico acometido.

LEVE MODERADO GRAVE

Figura 3. Manifestacdes locais presentes nos pacientes de envenenamento botrdpico, dos grupos 1 e 2,
distribuidas de acordo com a classifica¢do do acidente em leve, moderado e grave. A. Paciente do grupo
1, com acidente classificado em leve, apresentando edema local no pé esquerdo consequente a picada
que ocorreu entre o terceiro e quarto pododactilos. B. Paciente moderado com lesao puntiforme, edema
e eritema no tornozelo direito 4 dias ap6s o envenenamento e 2 dias apos a bidpsia. C. Paciente grave
com lesdao puntiforme, edema, que chegou até o terco inferior da coxa, eritema e celulite no pé direito.
D. Paciente do grupo 2, com acidente classificado em moderado, apresentando edema, vermelhidao e
abcesso no dorso do pé esquerdo. E. Paciente grave com edema intenso, que progrediu para todo o
membro superior direito, formagdo de bolhas e necrose na mao direita. Evoluiu para infec¢do secundaria
com posterior drenagem de abcesso.

Informacgdes sobre as caracteristicas histopatoldgicas, de acordo com cada grupo
foram descritas na Tabela 4, sendo classificadas em alteracbes na epiderme e na
derme/hipoderme. Na epiderme, 1 paciente do G1 apresentou bolha (8,3%), enquanto no G2 3

pacientes apresentaram acantose (30%) e 4 tiveram espongiose (40%), sendo que este Utimo
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dado obteve significancia estatistica quando comparado ao G1. Em ambos os grupos, 3
pacientes tiveram hiperceratose [G1 (33,3%), G2 (30%)] e 2 apresentaram outras alteragdes
[G1 (16,7%), G2 (20%)] (Tabela 4).

Em relacdo a derme/hipoderme, nos dois grupos foi relatado extravasamento
eritrocitario [G1 (75%), G2 (60%)], trombos de fibrina [G1 (25%), G2 (10%)], infiltrado
inflamatério [G1 (66,7%), G2 (50%)], presenca de granulécitos [G1 (25%), G2 (30%)],
neutréfilos [G1 (41,7%), G2 (50%)], histiocitos [G1 (50%), G2 (50%)], eosinofilos [G1
(41,7%), G2 (70%)], linfocitos [G1 (41,7%), G2 (60%)] e outras células mononucleares [G1
(25%), G2 (10%)]. Além disso, a presenca de vasculite [G1 (16,7%), G2 (10%)] também foi
relatada. Necrose fibrindide (33,3%) foi relatado apenas no G1, enquanto edema (30%),
congestdo (30%), abcesso (20%), hialinizacdo (20%) e lise (20%) de colageno foram achados

presentes apenas no G2 (Tabela 4).

Tabela 4. Achados histopatoldgicos em pacientes de envenenamento botropico

Caracteristicas NC:;llz Ncizlo P valor
Epiderme
Bolha

Sim/Nao, n (%) | 1(8)/11(92) | 0(0)/10(100) | 0.999
Espongiose

Sim/Nao, n (%) | 0(0)/12(100) | 4(40)/6(60) | 0.028
Acantose

Sim/Nao, n (%) | 0(0)/12(100) | 3(30)/7(70) | 0.077
Hiperceratose

Sim/Néo, n (%) 4 (33)/ 8 (67) 3(30) /7 (70) 0.999
Outros

Sim/No, n (%) 2(17)/10(83) | 2(20)/8 (80) 0.999
Derme e Hipoderme
Extravasamento eritrocitario

Sim/Nao, n (%) | 9(75)/3(25) | 6(60)/4(40) | 0.651
Necrose fibrindide

Sim/Nao, n (%) | 4(33)/8(67) | 0(0)/10(100) | 0.094
Trombo de fibrina

Sim/Nao, n (%) | 3(25)/9(75) | 1(10)/9(90) | 0594
Infiltrado inflamatério

Sim/N2o, n (%) | 8(67)/4(33) | 5(50)/5(50) | 0.665

Granulécitos
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Sim/Nao, n (%) 3(25)/9 (75) 3(30) /7 (70) 0.999
Neutrofilos

Sim/Nao, n (%) 5(42) /7 (58) 5 (50) / 5 (50) 0.999
Histidcitos

Sim/Nao, n (%) 6 (50) / 6 (50) 5 (50) /5 (50) 0.999
Eosinofilos

Sim/Nao, n (%) 5(42) /7 (58) 7 (70)/ 3 (30) 0.230
Linfocitos

Sim/Nao, n (%) 5(42) /7 (58) 6 (60) / 4 (40) 0.669
Células mononucleares

Sim/Nao, n (%) 3(25)/9 (75) 1(10) /9 (90) 0.594
Edema

Sim/Nao, n (%) 0 (0) /12 (100) 3(30)/7(70) 0.077
Congestéo

Sim/Nao, n (%) 0 (0) /12 (100) 3(30)/7(70) 0.077
Abscesso

Sim/Nao, n (%) 0 (0)/ 12 (100) 2 (20) / 8 (80) 0.194
Hialinizacéo de colageno

Sim/Nao, n (%) 0 (0)/ 12 (100) 2 (20) /8 (80) 0.194
Lise de colageno

Sim/Nao, n (%) 0 (0) /12 (100) 2 (20) /8 (80) 0.194
Vasculite

Sim/Nao, n (%) 2 (17)/10(83) 1(10) /9 (90) 0.999
Outros

Sim/Nao, n (%) 1(8)/11(92) 4 (40) / 6 (60) 0.135

Ao realizar uma comparacdo entre os achados clinicos e histopatologicos dos

pacientes moderados e graves de ambos 0s grupos, observou-se que individuos classificados
em moderado no G1 (A) apresentaram caracteristicas clinicas como edema e eritema, e
histopatoldgicas tais quais extravasamento eritrocitario, infiltrado inflamatério misto (com
presenca de neutrdfilos, eosinofilos e celulas mononucleares), além de vasculite; enquanto o
G2 (C) mostrou sinais de edema, eritema e abcesso na analise macroscopica, alem de
extravasamento eritrocitario, trombo de fibrina e abcesso dentre os achados histopatolégicos
(Figura 4).

Para os pacientes classificados em graves do G1 (B), os sinais clinicos presentes foram
edema extenso, eritema e sinais de infeccdo secundaria, como celulite, enquanto os achados
microscopicos foram extravasamento de hemacias com infiltrado inflamatério na derme

profunda. No G2 (D), foram relatados edema extenso, sinais de infec¢do secundaria, formacédo
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de bolhas e necrose no membro afetado, em relacdo aos achados histopatoldgicos, denso
infiltrado  inflamatério, constituido por granuldcitos e células mononucleares,
homogeneizacdo de colagenos foram observados, além da presenca de fibroblastos ativados
indicando reparacéo tecidual na derme profunda (Figura 4).

S oy
Gl
G2

Figura 4. Comparativo entre os achados clinicos e histopatoldgicos dos grupos 1 e 2, considerando
a classificagao do acidente em moderado e grave. A. Paciente moderado cuja bidpsia foi realizada 2
dias apoOs o envenenamento. Apresenta extravasamento de hemacias (asterisco preto) na hipoderme,
infiltrado inflamatorio misto - constituido por neutrdfilos, eosindfilos e células mononucleares
(circulos amarelo, verde e preto, respectivamente) - e vasculite (seta em preto). B. Extravasamento
de hemécias (asterisco) e presenca de células inflamatdrias (seta em preto) na derme profunda em
biopsia apos 2 dias do envenenamento. C. Paciente moderado do grupo 2, cuja a bidpsia foi
realizada 5 dias p6s envenenamento, apresenta denso infiltrado inflamatorio (asterisco vermelho),
extravasamento de hemdcias, trombo de fibrina (asterisco preto) e abcesso na hipoderme (seta em
preto). D. Paciente do grupo 2, com acidente classificado em grave e biopsia realizada 8 dias apos o
envenenamento, apresentando denso infiltrado inflamatdrio (asterisco vermelho) constituido por
células mononucleares e granulocitos, fibroblastos ativados (asterisco preto) indicando reparacao
tecidual e homogeneiza¢do de coldgeno (seta em preto) na derme profunda.

(Todas as laminas receberam coloracao hematoxilina e eosina. O aumento original de todas as
imagens foi de x400).
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4. DISCUSSAO

Os envenenamentos ofidicos constituem um grave e negligenciado problema de saude
publica na Amazonia brasileira. De acordo com estudos epidemioldgicos conduzidos nessa
regido, esse agravo atinge principalmente moradores de &reas rurais, em sua maioria homens
com idade considerada produtiva (entre 16 e 50 anos), dados que corroboram com o perfil

epidemioldgico encontrado em nosso estudo, que relatou resultados semelhantes (5,22).

Além disso, observamos que os membros inferiores foram os principais acometidos e
metade dos pacientes incluidos evoluiram com algum tipo de complicacdo, achados que
também ja foram descritos na literatura e que podem estar relacionados a fatores como o
tempo ocorrido entre a picada e o tratamento com o soro antiofidico (23), uma vez que uma
particularidade da regido amazonica € a dificuldade de acesso aos centros de referéncia para

tratamento de acidentes ou envenenamentos ofidicos (24,25).

Vale destacar também que uma grande parte dos envenenamentos ofidicos ocorre
quando o individuo esta desempenhando alguma atividade laboral, portanto a necessidade de
interromper o trabalho devido as circunstancias do envenenamento, principalmente devido ao
surgimento de complicagdes, consequente tempo de internacdo aumentado, e possivel
desenvolvimento de sequelas, causam um impacto econémico importante na vitima,
consolidando a afirmacdo de que o envenenamento ofidico ndo apenas esta relacionado a

pobreza, como também a perpetua (22,26,27).

Envenenamentos botrdpicos sdo caracterizados por diversas alteracfes sistémicas e
locais. Composto principalmente por metaloproteases, serinoproteases e fosfolipases A2, o
veneno de serpentes do género Bothrops promove alteracbes na hemostasia e degradagéo
tecidual local, pela agdo nos componentes da matrix extracelular e membrana basal, além da
inducdo de processos inflamatorios (7,28,29). Dessa forma, alteracGes laboratoriais séo
comuns neste tipo de agravo e podem, frequentemente, refletir a gravidade clinica do
paciente. Nossos resultados apresentaram diminuigdo nos valores de alguns leucécitos em
pacientes do grupo 2, cujo tempo de internacdo foi maior, um possivel indicativo de gravidade
clinica nesses individuos. Parametros da série vermelha também tendem a diminuir em
pacientes mais graves, como um reflexo do sangramento intenso consequente ao
envenenamento, um achado que também observamos em nosso estudo, onde os valores de

eritrocitos, hemoglobina e hematdcritos encontravam-se ligeiramente mais baixos do G2. (30)
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Quanto aos valores de plaquetas, alguns estudos concluiram que uma plaquetopenia
inicial poderia estar relacionada ao sangramento local e sisttmico exacerbado ocorrido apés
0s eventos do envenenamento, mas que a contagem de plaquetas normalizaria, com o0 passar
do tempo, apds administracdo do antiveneno. Essa informac&o corrobora com nossos achados,
uma vez que os pacientes do G1, com menor tempo de internacdo, apresentaram nimero de
plaquetas reduzido, embora ainda se mantivesses dentro dos valores de normalidade, em
comparacao aos pacientes de interna¢do mais prolongada (G2). Além disso, pode-se especular
que alteracBes plaquetarias reportadas nos pacientes estejam relacionadas a presenca de
achados microscopicos nos pacientes mais graves, como a formacdo de micro trombos na
derme e hipoderme (6,21,31,32).

Alteracbes nos parametros de bioguimica como proteina C reativa, desidrogenase
latica (LDH) e creatina quinase (CK) s&o achados relativamente comuns nos envenenamentos
botrépicos, devido a destruicdo tecidual a nivel local e sistémico causada pelas toxinas do

veneno, além da influéncia de complicacdes clinicas.

Em nossos dados, tais alteracbes encontradas podem refletir o nivel de inflamacao
aguda nos pacientes, principalmente nas primeiras horas apds envenenamento, resultados
corroborados por Barraviera e colaboradores (1995), que demonstraram o0 aumento de
proteina c reativa (PCR) de acordo com o curso de tempo em pacientes de envenenamento
ofidico, nos quais os picos de PCR aumentada ocorreram entre 1 e 2 dias ap0s o
envenenamento botropico.  Além disso, estudos realizados no estado do Amazonas
demonstraram que altos niveis de LDH e CK ja podem ser encontrados nos primeiros
momentos ap0s 0 envenenamento, e 0 aumento de LDH poderia refletir o dano tecidual em

pacientes mais graves, resultados semelhantes aos nossos (11,33,34).

As lesdes teciduais locais sdo caracteristicas dos envenenamentos botropicos. Podem
se apresentar desde achados comuns como dor, edema, calor e rubor, sinais classicos de
inflamacdo aguda, até alteracBes mais graves como bolhas, infecgcdo secundaria e necrose. Em
nosso estudo, compilamos as manifestacdes locais de todos os pacientes incluidos e estes
resultados estdo de acordo com dados ja reportados em estudos clinicos realizados no Acre e
no Amazonas, nos quais a Bothrops atrox foi a serpente causadora dos envenenamentos, em
que dor e edema se apresentaram em mais de 40% dos casos (11). A presenca de bolhas
também foi observada em 10.2% dos pacientes, além de infec¢do secundaria (9%) e necrose
em 2.5% dos casos (11,35-37).
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Quando analisamos as manifestacbes locais em relagdo a gravidade do
envenenamento, pode-se observar que alguns sinais se repetem em diferentes classificaces
clinicas, como a presencga de edema, mas que ha uma mudanga na intensidade desses sinais e
sintomas no individuo. Ademais, o surgimento de complica¢cbes como bolhas, infecces
secundarias e presenca de necrose pode ocorrer em envenenamentos de classificacdo
moderada e grave, com a chance de agravar ainda mais o quadro do paciente (10,38-40). Tais
informacdes entram em acordo com 0s nossos achados, em que os pacientes classificados em
grave apresentaram alteracfes teciduais comuns a casos leves, como edema e eritema,
contudo, também evoluiram com complicacdes locais, diferentemente dos casos leves,
necessitando permanecer internados por um maior periodo e de manejo diferenciado da leséo

local.

Do ponto de vista histol6gico, nosso estudo é o primeiro a descrever, numa série de
casos, dados da lesdo tecidual local de pacientes de envenenamentos botrépicos. Dentre as
alteracGes relatadas na epiderme, as principais sdo hiperceratose, presente em todos 0s
pacientes, além de acantose e espongiose em pacientes que passaram mais tempo internados
(G2). No caso da hiperceratose, a frequéncia desse achado pode estar relacionada tanto ao
envenenamento quanto aos habitos dos pacientes, uma vez que muitos deles trabalham no
campo e 0 desgaste gerado por esse tipo de atividade, pode levar a0 aumento no estrato

cérneo da pele (41).

Estudos in vitro e em modelo animal ja relataram, respectivamente, o efeito citotdxico
de componentes do veneno em queratindcitos humanos e na destruicdo de matrix extracelular
que forma a juncdo dermoepidérmica (19,42,43). Dessa forma, a presenca de acantose pode
estar relacionada a hiperproliferacdo dos queratinGcitos em resposta aos processos do
envenenamento, semelhantemente ao que ocorre em outras patologias como, por exemplo, a
psioriase (44,45).

A formacédo de espongiose ocorre, provavelmente, pelo aumento de permeabilidade
vascular causado pela liberacdo de mediadores inflamatorios apds destruicdo de matrix
extracelular e o surgimento de bolhas subepidérmica se d&, principalmente, pela destruicéo de
componentes da membrana basal que ligam epiderme e derme, conforme ja reportado em
estudos experimentais utilizando veneno botrdpico, em outros casos de envenenamentos e

também em algumas doengas autoimunes (7,19,29,46,47).
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Em relacdo as alteracdes de derme e hipoderme, dados na literatura apontam que o
extravasamento de hemadcias e influxo de leucdcitos, causando infiltrado inflamatério no
tecido, sdo comuns em estudos de modelo animal. Tais achados corroboram com 0S nossos
resultados, nos quais os pacientes apresentaram uma alta frequéncia dessas alteracGes. Essas
alteracBes ocorrem a partir da hidrolise de componentes da membrana basal dos capilares
sanguineos que, aliados as forcas biofisicas normais, promovem a destruicdo deles. Além
disso, o processo inflamatdrio consequente ao envenenamento, contribui para o acimulo de

leucacitos in situ e pode contribuir com os efeitos deletérios locais (12,13,43,48-50).

Modificacdes de colageno, como lise e hialinizacdo, que também foram relatadas em
nosso estudo, podem ser resultado da acdo direta do veneno como também a atuacdo de
proteinases enddgenas, principalmente as metaloproteinases de matrix (MMPSs), que
participam de processos fisioldgicos, mas podem ter sua ativacdo aumentada devido a
inflamac&o resultante do dano tecidual induzido pelo envenenamento. Além disso, outras
alteracdes relacionadas aos vasos capilares como a presenca de vasculites, necrose fibrinoide
e trombos de fibrina pode ter origem no processo inflamatério agudo e a deposicéo de fibrina

como na coagulopatia, que sdo fendmenos caracteristicos aos envenenamentos (9,48,51,52).

A andlise entre os achados clinicos e microscopicos em casos de envenenamentos
deste estudo aponta semelhancas entre a histopatologia em diferentes classificac@es clinicas.
Dessa forma, sugerimos que a apresentacdo macroscopica dos sinais de envenenamento ndo
necessariamente reflete os dados histopatolégicos. Essa concordancia entre achados é
importante para fechar o diagnéstico em outros tipos de agravos (53,54). Contudo, no caso
dos envenenamentos botrdpicos, se levarmos em consideracdo as particularidades de acidente
e dos pacientes, essa concordancia talvez ndo seja primordial, e o ideal seria avaliar as

caracteristicas de cada caso individualmente.

E importante destacar que devido sua natureza retrospectiva, este estudo apresenta
algumas limitagdes como a auséncia de um registro adequado e padronizado dos exames
laboratoriais, imagens com as informacdes clinicas dos pacientes, razGes pelas quais ndo foi
possivel obter com precisdo alguns detalhes sobre a evolucdo da lesdo nestes individuos.
Além disso, ndo foi possivel obter informacGes sobre as serpentes causadoras do
envenenamento, como sexo e idade destes animais, que podem influenciar no curso clinico do
paciente. Contudo, os resultados aqui apresentados podem auxiliar na compreenséo das lesdes

locais a nivel clinico e histologico e servir como base para futuros estudos de desenho
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retrospectivo com melhor controle das varidveis desejadas e uma investigacdo direcionada
detalhada sobre a evolucéo clinica dos pacientes.

5. CONCLUSAO

Os envenenamentos botropicos tem como principal caracteristica a lesdo tecidual local
que contribui para a classificacdo do envenenamento, sendo o surgimento de complicacfes
locais como bolhas e infec¢do secundaria um agravante para o paciente. Do ponto de vista
clinico, as manifestacGes locais possuem suas semelhancas e particularidades, que nem
sempre refletem os achados histopatolégicos dentro do mesmo paciente. Portanto, repensar
sobre a classificacdo dos envenenamentos e a possibilidade de um manejo personalizado,
além do uso de medicacdes adjuvantes ao soro, poderia ser uma nova abordagem no cuidado

dos pacientes de envenenamentos ofidicos.
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7. LIMITACOES

Devido a natureza retrospectiva do estudo, sem investigacdo direcionada detalhada e
registro adequado e padronizado dos exames laboratoriais e imagens com informagdes
clinicas dos pacientes, detalhes sobre a evolucdo da lesdo nestes individuos foram perdidos.
Contudo, os resultados aqui apresentados podem auxiliar na compreensao das lesdes locais e
servir como base para futuros estudos de desenho retrospectivo, para um melhor controle das

variaveis desejadas.

8. CONCLUSOES

Os envenenamentos botropicos tem como principal caracteristica a lesao tecidual local
que contribui para a classificagdo do envenenamento, sendo o surgimento de complicacfes
locais como bolhas e infeccdo secundaria um agravante para o paciente. A caracterizagao e
analise dos dados clinicos e histopatoldgicos é mais uma ferramenta para esclarecer 0s
mecanismos do dano tecidual local nesse agravo, portanto o preenchimento completo e
detalhado dos dados nos prontuéarios é de extrema importancia para avaliagdo do paciente.
Essas informagdes contribuem para entendermos as semelhancas e particularidades das lesdes
clinicas dos pacientes, além de levantar questionamentos sobre a classificacdo dos
envenenamentos a nivel local, possibilidade de manejo clinico personalizado e o uso de
medicamentos adjuvantes como uma abordagem no cuidado dos pacientes de

envenenamentos botropicos.
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conforme parecer # 492.892, de 13/12/2013.

Recomendacodes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Trata-se de projeto de pesquisa cuja instituicdo proponente é a Universidade do Estado do Amazonas e a

FMT-HVD é a instituicdo coparticipante.

Enderego: Av. Pedro Teixeira, 25

Bairro: D Pedrol CEP: 69.040-000
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (92)2127-3572 Fax: (92)2127-3572 E-mail: cep@fmt.am.gov.br
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7.3. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do Estado do Amazonas

FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA
DOURADO ((FMT-HVD))

Continuagao do Parecer: 602.907-0

Pelo o que esta exposto no protocolo de pesquisa e seus apéndices, vota-se pela aprovagdo do mesmo.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O presente projeto esta APROVADO e os interessados ficam informados de apresentar a este CEP os
relatérios parciais e final do estudo, conforme prevé a Resolugao CNS n°® 466/2012, utilizando os modelos
disponiveis em nossa homepage, na aba ;Modelos de Documentos,. Se houver qualquer tipo de duvida o
pesquisador deve entrar em contato com o CEP/FMT-HVD, que |he oferecera as orientagées necessarias.

MANAUS, 12 ¢& Abril te 2014

Ass\lna%r por:’

Maria Paula Gomes Mourao
(Coordenador)

Este parecer reemitido substitui o parecer nimero 602907 gerado na data 10/04/2014 15:50:39, onde
o nimero CAAE foi alterado de 19380913.6.0000.5016 para 19380913.6.3001.0005.

Enderego: Av. Pedro Teixeira, 25

Bairro: D. Pedro| CEP: 69.040-000
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (92)2127-3572 Fax: (92)2127-3572 E-mail: cep@fmt.am.gov.br
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UEA UNIVERSIDADE DO ESTADO £ Plabaforma
DO ESTADS DO DO AMAZONAS - UEA ’%ro:l
AMAZONAS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Antibioticoterapia empirica precoce: um ensaio clinico randomizado para avaliacao de
superioridade de ciprofloxacina versus placebo em infeccao bacteriana secundaria de
pacientes vitimas de acidentes ofidicos na Amazonia Brasileira

Pesquisador: Jacqueline de Almeida Goncalves Sachett

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 19380913.6.0000.5016

Instituicao Proponente: Escola Superior de Ciéncias da Salude da Universidade do Estado do
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 492 892
Data da Relatoria: 13/12/2013

Apresentacio do Projeto:

Antibioticoterapia empirica precoce: um ensaio clinico randomizado para avaliacdo de superioridade de
ciprofloxacina versus placebo em o infeccdo bacteriana secundaria de pacientes vitimas de acidentes
ofidicos na Amazonia Brasileira.Trata-se de um ensaio clinico com pacientes envolvidos em acidentes
ofidicos atendidos na Fundacao de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado, acometidos por
acidentes ofidicos no periodo de novembro/2013 a maio/2015. A Fundacdo de Medicina Tropical Doutor
Heitor Vieira Dourado esta situada no municipio de Manaus-AM, sendo considerada centro de referéncia
nacional e mundial para o tratamento de enfermidades tropicais, principalmente aos eventos relacionados a
animais peconhentos. A populacdo considerada para o presente estudo corresponde aos pacientes
atendidos pela instituicdo com acidentes ofidicos,

correspondendo em média 300 pacientes/ano. Assim, sera considerado para o calculo da populacdo para
um periodo de nove mesmo de selecao amostral.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:
- Avaliar a eficacia da antibioticoterapia empirica precoce na prevencao de infec¢cées secundarios

Endereco: Av. Djalma Batista, n® 3578, Chapada

Bairro: chapada CEP: 69.050-030
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (92)3878-4368 Fax: (92)3878-4368 E-mail: cep.uea@gmail.com
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UEA UNIVERSIDADE DO ESTADO W
UNIVERSIOAOE DO AMAZONAS - UEA
AMAZONAS

Continuagdo do Parecer; 492.892

em pacientes vitimas de acidentes ofidicos.

Objetivo Secundario:

- Identificar o perfil sécio-demografico dos pacientes envolvidos em acidentes ofidicos;- Utilizar
antibioticoterapia empirica precoce em um grupo de

pacientes pos acidente ofidico; - Verificar a evolucao clinica relacionada a infeccao secundaria de pacientes
envolvidos em acidente ofidico tratados com e sem antibioticoterapia.- Estabelecer a infectividade das
serpentes na lesdo decorrentes do acidente e o escore clinico para definicdo destas

infeccdes.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos sao minimos por tratar de avaliagcdo clinica sem teste de novas drogas, se trata de utilizacao de
antibioticoterapia empirica precoce.

Beneficios:

Este estudo propiciara a participacao direta dos profissionais de saude atuantes no hospital referéncia em
medicina tropical do estado do Amazonas, valorizando o atendimento da rede de assisténcia especifica de
ofidismo na regido. Além disso, contribuira para a diminuicdo da incidéncia de infeccdes secundarias pos-
acidente ofidico, reducdo de gastos com internacdo hospitalar e tratamento dessas infeccoes, prevencao de
resisténcia

bacteriana ao estabelecer padronizacdo da antibioticoterapia, diminuicdo dos agravos decorrentes desses
acidentes e devolugdo precoce do individuo as suas atividades laborais pelo fato da maiorna destes eventos
ocorrerem em trabalhos ativos da area rural.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O estudo contribuira para o tratamento mais apropriado para os acidentes ofidicos na Amazoénia.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Todos os termos foram apresentados.

Recomendacoes:
Sem recomendacdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Sem pendéncias.

Situacio do Parecer:
Aprovado

Enderego: Av. Djalma Batista, n® 3578, Chapada

Bairro: chapada CEP: £9.050-030
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (92)3878-4368 Fax: (92)3878-4368 E-mail: cep.uea@gmail.com
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7.4. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“Ensaio clinico randomizado para avaliaciao da superioridade de Amoxicilina/Acido Clavulanico versus
placebo na prevencao de infeccao bacteriana secundaria em acidentes ofidicos na Amazonia Brasileira™

Nome do Voluntario:

Vocé procurou e sera atendido para o acompanhamento do acidente envolvendo serpente (cobra) da Fundagdo de Medicina
Tropical e sera 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 complicacdo 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 complicagdes decorrentes dessa ferida. Com 1sso, este estudo propde conhecer as causas e possiveis tratamentos
preventivos destas infecgdes 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 implicagdes.

OBJETIVOS DO ESTUDO

Avaliar a eficacia da antibioticoterapia empirica precoce na preven¢do de mfec¢des secundarias em pacientes vitimas de
acidentes ofidicos.

Avaliar a reacdo inflamatoria decorrente dos acidentes ofidicos.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Se vocé concordar em participar deste estudo. neste primeiro dia de internagdo respondera a um questiondrio 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 realizagdo de exames
rotineiros como ja referido. Se vocé apresentar infecgdo local decorrente do acidente com serpente (cobra), durante o periodo de
mternacdo, 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 indicagdo ou ndo, da prescri¢do de antibiotico, de
acordo com o grupo de pesquisa que vocé for selecionado.

RISCOS

O seu tratamento sera exatamente o mesmo, caso vocé participe ou ndo deste estudo. A coleta de sangue para o estudo
coincidira com a coleta de sangue para os exames rotmeiros, de forma a nio ser prevista pungdo venosa (retirada de sangue)
adicional. Caso se necessite coleta de sangue adicional, estd sera realizada apenas em casos de extrema necessidade, como para
confirmar algum resultado do diagnéstico. Estas pungdes venosas para exames laboratoriais, que sdo partes de seu tratamento regular,
podem resultar em dor no local da pun¢io e/ou manchas roxas transitérias (que desaparecem com o tempo). chamadas equimoses.

BENEFICIOS
A sua participacdo neste estudo ra contribuir para a criagdo de um protocolo de prevencdo de infec¢do secundaria e, controle
e tratamento da mflamacdo, em individuos apo6s os acidentes com serpentes, além de maior resolutividade das necessidades de saude
da populacdo na Regido Amazonica, e, consequentemente, redu¢io de gastos publicos nas complicagdes de eventos desta natureza.
Além disso, tera auxilio significativo no direcionamento de politicas publicas de salide, visando a prevencdo de infecgdes
secundarias das lesdes e, controle e tratamento da inflamacdo, decorrentes de acidentes ofidicos.

ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

Vocé sera acompanhado por profissionais especialistas da Funda¢do Medicina Tropical Dr Heitor Vieira Dourado (FMT-
HVD) e tera 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 satide que cuidara de vocé, seus registros médicos poderdo ser consultados pelo Comité de Etica da FMT-
HVD e equipe de pesquisadores envolvidos. Seu nome ndo sera revelado ainda que mformagdes de seu registro médico sejam
utilizadas para propositos educativos ou de publicagio, 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, ficara
a cargo da FMT-HVD. Seu tratamento e acompanhamento médico, ocorrerdo independentemente de sua participacdo neste estudo.

CUSTOS
Nao havera qualquer custo ou forma de pagamento para o paciente pela sua participa¢do no estudo.

BASES DA PARTICIPACAO

E importante que vocé saiba que a sua participacdo neste estudo é completamente voluntéria e que vocé pode recusar-se a
participar ou interromper sua participa¢do a qualquer momento sem penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem direito. Em
caso de vocé decidir interromper sua participagdo no estudo, a equipe assistente deve ser comunicada e a coleta de amostras para os
exames relativos ao estudo sera imediatamente interrompida. O meédico responsavel por sua internagdo pode mterromper sua
participac¢do no estudo a qualquer momento. mesmo sem a sua autorizagao.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Nos 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 o médico Dr Iran Mendonga da Silva (92)
993223775. Se vocé tiver perguntas com relacdo a seus dirertos como participante do estudo clinico, também pode contar com outra
forma de esclarecimento com Comité de Etica Fundagdo de Medicina Tropical, pelo telefone (92) 2127-3572 ou e-mail:
cep@fmt.am gov.br

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA

Li as informacdes acima e entendi o propdsito deste estudo assim como os 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 inagem adicionais aos necessarios para
meu tratamento e nao receberei compensacao monetaria por minha participacdo 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 o consentimento) dia més ano
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