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RESUMO

Envenenamentos por acidente ofidico sdo € um problema de saude global. O
tratamento desses envenenamentos é realizado pela administracdo de
antivenenos heterélogos com anticorpos que se ligam e neutralizam as toxinas
do veneno. Os antivenenos tém sido usados efetivamente ha mais de um século.
No entanto, sua administracdo pode resultar em reagOes adversas precoces e/ou
tardias que podem ser graves. O objetivo deste estudo foi estimar a prevaléncia
de reacdes adversas a soroterapia antibotrépica em uma unidade terciéria da
Amazbnia brasileira. Trata-se de uma coorte retrospectiva, realizada na
Fundacao de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), de 2014
a 2016. Os pacientes foram tratados com soro antibotropico, de acordo com o
protocolo do Ministério da Saude. Moléculas imunoldgicas como CXCL-8, CCL-
5, CXCL-9, CCL-2, CXCL-10, IL-6, TNF, IL-2, IL-10, IFN-y, IL-4 e IL-172, foram
dosadas de amostras de plasma dos pacientes. Foram avaliados 186 pacientes,
a maioria do sexo masculino (82,3%), provenientes de areas rurais (87,1%), com
idade média de 35 anos. A maioria dos pacientes (83,8%) foi admitida no hospital
dentro de 6 horas ap0s a picada. Dos 186 pacientes, 26 (14%) relataram ter
sofrido acidente ofidico anterior. A maioria dos pacientes (52,1%) recebeu entre
7 e 9 ampolas de antiveneno. A frequéncia de reacfes adversas precoces foi de
16,1% (30), principalmente reacdes leves e nao foi observada nenhuma reacgao
tardia. A urticaria foi a principal reacédo adversa observada (46,4%). O risco de
reacdo adversa nao foi relacionado a demografia, condi¢des clinicas, variaveis
hematolégicas ou dosagem do antiveneno. Os niveis de CXCL-8, CCL-5, CXCL-
9, IL-6, TNF, IL-2, IL-10 e IL-17A na admisséo foram significativamente elevados
Nnos grupos sem reacao adversa e com reacdo adversa em comparagcdo com
controles saudaveis e CXCL- 8, IL-2, IL-10 mostraram niveis significativamente
mais baixos nos pacientes que evoluiram para reacao adversa. Na admisséo,
poucas correlacdes fracas entre citocinas foram observadas em pacientes
evoluindo com reacdo adversa. As reacdes adversas foram em sua maioria, de
intensidade leve ap0Os a soroterapia antibotropica. Niveis mais baixos de CXCL-
8, IL-2, IL-10 previram o aparecimento de reacdo adversa neste estudo.

Palavras chave: Mordeduras de serpentes, Bothrops, Antivenenos,
Farmacovigilancia.



ABSTRACT

Envenomation by snakebites is a global health problem. Treatment of these
envenomations is performed by administering heterologous antivenoms with
antibodies that bind to and neutralize the venom toxins. Antivenoms have been
used effectively for more than a century. However, their administration may result
in early and/or late adverse reactions that can be severe. The aims of this study
were to estimate the prevalence of early adverse reactions (EARS) of Bothrops
antivenom therapy in a tertiary unit in the Brazilian Amazon, and to determine
whether EARs can be predicted by a characteristic cytokine and chemokine
profile in plasma samples. A cohort of patients bitten by Bothrops atrox was
followed-up at the Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado
(FMT-HVD), from 2014 to 2016. Patients were treated with Bothops antivenom
(BAv; Butantan Institute), according Brazilian Ministry of Health protocols.
Cytokines and chemokines (CXCL-8, CCL-5, CXCL-9, CCL-2, CXCL-10, IL-6,
TNF, IL-2, IL-10, IFN-y, IL-4 and IL-17A) were measured in patients’ plasma
samples by CBA (Cytometric Bead Array) flow cytometry using a FACS Canto Il
Flow Cytometer (Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, USA). A total
of 186 patients was evaluated, mostly male individuals (82.3%), who come from
rural areas (87.1%), with an average age of 35 years. Most patients (83.8%) were
admitted to the hospital within 6 hours of the bite occurring. Of the 186 patients,
26 (14%) patients reported having suffered a previous snakebite. Most of the
patients (52.1%) received between 7 and 9 antivenom ampoules. The frequency
of EARs was 16.1% (30), and were mostly mild reactions. Urticaria was the major
EAR observed (46.4%). The risk of EARs was not related to demographics,
clinical conditions, hematological variables or antivenom dosage. Levels of
CXCL-8, CCL-5, CXCL-9, IL-6, TNF, IL-2, IL-10 and IL-17A at admission were
significantly elevated in groups without EARs and with EARs compared to healthy
controls and CXCL-8, IL-2, IL-10 showed significantly lower levels in patients who
progressed to EARs. On admission, few weak correlations between cytokines
were observed in patients evolving with EARs. Adverse reactions were generally
of mild intensity after Bothops antivenom therapy. Lower levels of CXCL-8, IL-2,
IL-10 predicted the onset of EARSs in this study.

Keywords: Snake bites, Bothrops, Antivenom, Pharmacovigilance.
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RESUMO LEIGO

Os acidentes com serpentes venenosas representam um problema mundial de
saude publica, principalmente em areas rurais de paises com regides florestais.
No Brasil, as serpentes que estdo envolvidas na maioria dos acidentes, sao:
jararaca, surucucu, cascaveél e a coral verdadeira. Particularmente, as serpentes
do género Bothrops (jararacas) estdo envolvidas na maioria dos acidentes, isso
por estarem distribuidas nas diversas regides do pais e serem capazes de atacar
quando se sentem ameacadas. O soro utilizado para tratar os pacientes
acidentados € retirado do sangue de cavalos, por isso sua administracdo em
seres humanos pode resultar em reacdes inesperadas. Assim, percebe-se a
necessidade de avaliar o surgimento dessas reacodes, ja que essa avaliacao
ainda nao é realizada nas unidades de saude que aplicam o soro. O objetivo
desse estudo foi avaliar o surgimento de reacdes em pacientes que recebem o
soro em uma unidade terciaria de Manaus, AM. No estudo foram avaliados 186
pacientes picados por jararaca, atendidos na Fundacéo de Medicina Tropical Dr.
Heitor Vieira Dourado, 30 pacientes apresentaram reacées ao soro e dessas
reagOes, a maioria foi coceira/vermelhidao na pele e vomito.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia dos acidentes ofidicos

O envenenamento por acidente ofidico resulta da inje¢cado do veneno, uma
secrec¢ao toxica altamente especializada, por uma serpente venenosa em seres
humanos, geralmente em circunstancias acidentais. O veneno € injetado através
das presas da serpente, que sdo dentes modificados conectados por um duto a

uma glandula produtora de veneno (1).

Esses acidentes caracterizam como um importante problema de saude
publica, principalmente em paises em regides tropicais e subtropicais (2). A
severidade dos acidentes esta relacionada a alta frequéncia com que ocorrem e
com o indice de morbidade e mortalidade que causam, especialmente em zonas
rurais onde ha maior exposicao da populacdo a areas de risco e dificuldade do
acesso aos servigos de saude para o fornecimento da soroterapia (3) e ainda
gue a producao do soro antiveneno seja realizada em grande escala em todos
0S continentes, esse problema ainda representa um impacto nos sistemas de

salde, particularmente na Asia, América Latina, Africa e Oceania (2).

A nivel mundial, estima-se que ocorram cerca 1.200.000 a 5.500.000
casos de acidente ofidico, com 421.000 a 1.841.000 envenenamentos (4)
desses, 81.000 a 138.000 pessoas vao a o6bito e cerca de 400.000 individuos
ficam com incapacidades permanentes (5). As taxas mais altas de
envenenamentos sdo estimadas para o Sul da Asia, com cerca de 121.000,
seguida pelo Sudeste Asiatico alcancando 111.000 e pela Africa Subsaariana
Oriental com aproximados 43.000 casos. Os numeros mais baixos sao
estimados para a Europa Central e Asia Central (4). O Brasil se encontra entre
0S 6 paises com maiores numeros estimados de envenenamento, ficando

apenas atras da india, Sri Lanka e Vietna (4).



No Brasil, entre 2008 e 2017 foram notificados no Sistema de Informacao
de Agravos e Notificacdo, 111.932 casos de acidente ofidico em todo o pais, em
que as serpentes foram identificadas, desses, 86,7% (97.097) foram acidentes
botrépicos, 9,1% (10.238) acidentes crotalicos, 1,0% (1.171) acidentes
elapidicos e 3,1% (3.426) acidentes laquéticos (6). Desses acidentes, 453 casos
evoluiram para 6bito pelo agravo notificado, a maior taxa se concentrou também
nos acidentes botrépicos com 74,4% (337), seguidos dos acidentes crotalicos
com 18,3% (83), laquéticos com 7,1% (32) e apenas 0,2% (1) caso de morte por
acidente elapidico. A taxa de letalidade identificada no pais, de acordo com as

notificacdes foi de 4,0% nesse periodo (6).

Somente entre as décadas de 1974 a 1984, 514 vitimas de acidente
ofidico foram hospitalizadas no Instituto de Medicina Tropical de Manaus (atual
Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado) (7). E uma série de
casos de acidentes ofidicos registrados entre 1974 a 2012 levantada por Feitosa
et al.(8), mostra um padrédo crescente de nimero de casos apds a segunda
metade da década de 80 (Figura 1). Imediatamente apds o inicio das atividades
do Centro de Animais Venenosos, onde iniciaram 0s registros sobre o
atendimento total. Assim, o padrdo de aumento dos casos de acidente ofidico &
o resultado de uma mudancga nos protocolos institucionais, que levaram a uma

melhoria do sistema de vigilancia epidemiolégica para o Estado do Amazonas

8).
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Figura 1: Evolugéo histérica do niumero de acidentes ofidicos registrados na Fundag¢édo de
Medicina Tropical de Heitor Vieira Dourado, em Manaus (1974-2012).
Feitosa et al.(8)



Entre 2007 e 2012, foram registrados 9.174 casos de ofidismo no Estado
do Amazonas. A distribuicdo dos casos por municipio mostra maiores taxas de
incidéncia ocorrendo em Anama, Novo Airdo, Rio Preto da Eva, Borba, Alvaraes,
Sao Gabriel da Cachoeira, Japuré e Uarini (Figura 2). Durante estes seis anos,
houve pouca variacéo na incidéncia anual de acidente ofidico, com os maiores
nameros relatados em 2009 (1.969 casos) e o0 menor em 2011 (1.435). Nesse
periodo, a incidéncia média anual no estado foi estimada em 45,1 casos/100.000
habitantes. O elevado numero de acidentes ofidicos registados durante este

periodo demonstra o elevado peso deste problema de salde para a regiao (8).

Average annual incidence
per 100,000 inhabitants
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Figura 2: Incidéncia média anual de acidente ofidico por municipio no estado do Amazonas de
2007 a 2012.
Fonte: Feitosa et al.(8)

Em 2017, o ofidismo foi classificado pela Organizacdo Mundial de Saude
— OMS como uma doenca tropical negligenciada de alta prioridade, e em maio
de 2018, a OMS resolveu formalmente combater os casos de ofidismo. Em 23
de maio de 2019, na Assembleia Mundial da Saude, a OMS lancou seu roteiro,
gue visa reduzir pela metade a morte e a inutilidade causada por acidentes
ofidicos até 2030. A estratégia se concentra na prevencdo do ofidismo,
fornecimento de tratamento seguro e eficaz, fortalecimento dos sistemas de
saude e aumento de parcerias, coordenacdo e recursos. A OMS afirma que a



educacao da comunidade é fundamental para prevenir os acidentes e encorajar
a busca precoce e apropriada do tratamento. Acelerar o desenvolvimento de
antiveneno, estocagem de antivenenos e estabilizacdo do mercado para

tratamentos de ofidismo também séo importantes (5).

Apesar da longa pratica do ofidismo no Brasil, somente no ano de 1986
foi implantado pela antiga Secretaria Nacional de A¢des Basicas em Saude do
Ministério da Saude (SNABS/MS), o Programa Nacional de Ofidismo,
possibilitando uma nova era para o controle dos acidentes, pois a partir desse
momento este agravo passou a ser de notificacdo obrigatéria no pais(9).
Atualmente, o Sistema de Informacdes de Agravos de Notificagdo (SINAN),
criado em 1995, pela Coordenacédo Nacional de Controle de Zoonoses e Animais
Peconhentos (CNCZAP), € o sistema responsavel pela notificacdo dos casos no
Brasil (10).

A adocdo do SINAN, como sistema de notificacdo obrigatoria dos
acidentes por animais peconhentos acabou gerando uma reacao negativa por
parte dos estados e municipios, uma vez que passaram a nao enviar seus dados
para a CNCZAP, resultando em uma visivel descontinuidade na notificacdo
desses dados, baixando de 34.218 casos registrados em 1995, para 19.624
casos em 1996, com continuo decréscimo em 1997 e 1998, para 5.744 e 7.119,
respectivamente(10). Atualmente, a notificacdo € realizada de forma
fragmentada, por consequéncia da subnotificacdo, gerando assim, baixa
confiabilidade de estudos epidemiologicos por meio desses dados (11). Dessa
forma, é dificil descrever a real magnitude desses acidentes, principalmente nas

areas remotas (12).

A deficiéncia nas informacdes coletadas pela CNCZAP através do SINAN,
que é o Unico sistema a nivel nacional que possui modulos especificos para a
coleta e armazenamento de informacgdes pertinentes aos acidentes por animais
peconhentos, permite analise de outros sistemas de informag&o como o Sistema

Nacional de Informacdes Toxico-Farmacologicas (SINITOX), o Sistema de



Informacdes sobre Mortalidade (SIM) e o Sistema de Informacdes Hospitalares
do Sistema Unico de Satde (SIH-SUS), com o objetivo de cruzamento de dados
na tentativa de avaliar a dimenséo desse agravo no pais (11). No entanto, ainda

assim, percebe-se a discordancia desses dados entre os sistemas (13).

Além dos sistemas de informacéo supracitados, em 2018 foi lancado o
VigiMed, um sistema baseado em uma solucdo tecnolégica da Organizacao
Mundial da Saude (OMS), originalmente chamada VigiFlow. O VigiMed foi criado
com o intuito de melhorar o processo de notificacdo de eventos adversos a
medicamentos incluindo reacdes adversas, inefetividade terapéutica e erros de
medicacdo. O sistema foi concebido para ser operado de forma intuitiva, com
navegacao facil e com o auxilio de orientacdes sobre o preenchimento de

campos obrigatérios (14).

Atualmente, existem cerca de 3,6 mil espécies conhecidas de serpentes
em todo o mundo, onde 20% delas séo consideradas pe¢conhentas, ou seja, tém
capacidade de injetar toxinas através de suas presas (15). Na América Latina,
ha quatro géneros de serpentes peconhentas de maior importancia meédica:
Bothrops, Lachesis, Micrurus e Crotalus. Particularmente, as serpentes do
género Bothrops séo responséaveis pela maioria dos acidentes, devido sua ampla
distribuicdo geogréafica e seu comportamento agressivo quando se sentem

ameacadas (16).

As serpentes do género Bothrops sao pertencentes a familia Viperidae e
compreende a aproximadamente 30 espécies e estdo distribuidas em todo o
territdrio nacional. As serpentes desse género totalizam uma morbidade maior
se comparadas com qualquer outro grupo de serpentes peconhentas no Novo
Mundo. Dentre as espécies clinicamente mais importantes se destacam a
Bothrops asper na América Central e Bothrops jararaca e Bothrops atrox na
América do Sul. No Brasil, as espécies de Bothrops sao responsaveis por cerca
de 90% dos acidentes ofidicos notificados. Este género habita principalmente

zonas rurais e as adjacéncias periféricas de grandes centros urbanos, tém



preferéncia por locais Umidos como matas e areas cultivadas e regides com
maior proliferacéo de roedores (depdsitos de lenha, paidis e celeiros). Costumam

ter habitos noturnos ou crepusculares e desferem botes sem produzir ruidos (17).

Na Amazonia brasileira e nas areas de cerrado, existem 12 espécies de
serpentes pertencentes ao género Bothrops e Bothrocophias. Cinco delas
(Bothrops lutzi, B. marmoratus, B. mottogrossensis, B. moojeni e B. pauloensis)
estdo apenas nas areas de cerrado, enquanto as demais, sdo comumente
encontradas em ambientes da floresta Amazonica (Bothrops atrox, B. bilineatus,
B. brazili, B. marajoensis, B. taeniatus, Bothrocophias,
hyoprora e B. microphthalmus) (18,19) conhecidas popularmente como jararaca,
Ou mesmo como surucucu, como é utilizado na regido do Alto Jurua para as
serpentes da espécie B. atrox, principalmente para espécimes adultos (20)
(Figura 3). Os acidentes botropicos totalizam 73,9% dos casos no estado do
Amazonas (21), e apresentam maior proporcdo em outros estados na regiao
Norte do Brasil (22—-25). Mesmo sendo de diferentes espécies os componentes

do veneno apresentam similaridades nos efeitos clinicos (26).

Figura 3: Algumas espécies de Bothrops envolvidas em acidentes na Amazonia brasileira e
regides de cerrado.

a) Bothrocophias hyoprora; b) Bothrops atrox; c) Bothrops bilineatus bilineatus; d) Bothrops
brazili.

Fonte: Alcantara et al.(27)



1.2 Mecanismo de Ac¢éo do Veneno botropico

O veneno das serpentes do género Bothrops € o mais investigado entre
os estudos. A maioria do peso seco do veneno (mais de 90%) € constituido de
uma mistura de proteinas farmacologicamente ativas e peptideos que induzem
uma variedade de sinais e sintomas em suas vitimas. A parte proteica do veneno
€ constituida por proteinas toxicas e proteinas nao toxicas. A por¢cado nao proteica
€ composta por lipideos, carboidratos, aminas biogénicas, metais, que sao
frequentemente associados a metaloproteinases e glicoproteinas, aminoacidos
livres e nucleotideos (28)(9)(29).

A parte proteica tdxica da composicdo do veneno de muitas espécies
do complexo Bothrops j& é conhecida por avaliagdo direta dos venenos(30-—
37) ou indiretamente pela transcriptdmica (38-42) . A partir desses estudos,
ficou claro que um numero limitado de familias de proteinas comp&e 0s venenos
das serpentes Bothrops, como as metaloproteinases, sendo as proteinases e as
fosfolipases Az as mais abundantes e mais frequentemente correlacionadas com
a sintomatologia clinica do envenenamento. As proteinases sao geralmente
enzimas semelhantes a trombina que estdo envolvidas nos distarbios de
coagulacéo observados na maioria dos pacientes (43). As fosfolipase A2 estéo
envolvidos em efeitos locais e a miotoxicidade observada em picadas com
algumas espécies (44), ja as metaloproteinases sdo enzimas multifuncionais
envolvidas nos sintomas locais e sistémicos vistos nos envenenamentos, como
a inducdo de hemorragia local, reacdo inflamatoéria, ativagdo de fatores de

coagulacao e inibicao da agregacéao plaquetéria (45).

A variabilidade apresentada na composi¢cao do veneno é notavel e pode
ser correlacionada com a filogenia (46,47), idade (48,49), sexo (50), distribuicédo
geografica (37,50,51) e a dieta (52-54) da serpente.

Estudar o mecanismo de acdo dos venenos é de extrema importancia

cientifica, pois varios mecanismos farmacoldgicos ainda podem ser conhecidos,



dentre eles, destacam-se a estrutura e a funcdo dos receptores nicotinicos, a
fibrindlise, a neurotransmissdo na juncdo neuromuscular, a cascata de
coagulacdo, 0 mecanismo do processo inflamatério agudo, sistema

complemento e atividades miotdxica e hemorragica (55).

Além disso, a acdo do veneno botropico se caracterizada por induzir
importantes lesdes teciduais locais, como edema e necrose, assim cOomo
alteracdes a nivel sisttmico como desregulacdo na coagulacdo sanguinea. Os
fendmenos fisiopatologicos apresentados séo resultado dos efeitos sinérgicos

dessas proteinas e enzimas ativas presentes nos venenos (55-57).

As atividades fisiopatologicas do veneno botropico sao: proteolitica
(definida como atividade inflamatéria aguda), hemorragica e coagulante. Essas
atividades sdo extremamente complexas e podem, usualmente, ser atribuidas a
componentes especificos. No entanto, diferentes proteinas podem atuar
sinergicamente para induzir um efeito e uma determinada proteina pode ter

varias atividades (58).

1.2.1 Atividade Proteolitica (Inflamatoria Aguda)

E causada por um conjunto de componentes do veneno botrépico,
responsaveis pelos efeitos locais. Estdo envolvidos nesta acdo, peptideos de
baixo peso molecular, aminas biogénicas pré-formadas do tipo histamina e
proteinas como as proteases, esterases, fosfolipase A, enzimas liberadoras de
cininas como a cininogenases e calicreinas e as lectinas. Vérias proteinas desse
componente tém acao indireta, liberando ou induzindo potentes autacéides,
como as prostaglandinas, prostaciclinas, bradicinina e leucotrienos que atuam
de modo complexo e interdependente. Frequentemente, uma Unica proteina do
veneno é capaz de induzir a liberacdo de varias substéncias com atividade
inflamatoria.

As proteinas com acao procoagulante também participam na inducdo do

processo inflamatério agudo formando trombos a nivel microcirculatério,



resultando em hipoxia, agravamento do edema e, consequentemente, necrose
tecidual. O Fator de Necrose Tumoral (TNF) pode ser ativado pelos fenbmenos
hemorragicos, determinados pelas hemorragias, agravando ainda mais o quadro
inflamataorio (45).

A atividade inflamatéria aguda ocorre muito provavelmente devido a
interacdo da acdo de diversas proteinas, o que pode ser a explicacdo para a
grande variedade dos sintomas observados, tanto naqueles estudos

experimentais quanto em relatos clinicos (59-63).

1.2.2 Atividade Coagulante

O veneno botrdpico também possui capacidade de ativacdo de fatores
envolvidos na coagulacdo sanguinea, resultando no consumo de fibrinogénio e
consequente, formacdo de fibrina intravascular, induzindo frequentemente a
incoagulabilidade sanguinea. A grande maioria das serpentes do género
Bothrops possui proteinas capazes de ativar fibrinogénio, protrombina e fator
X(64). Sdo também descritos fatores com atividade inibitéria sobre a agregacéo
plaquetéaria e pode ocorrer trombocitopenia nas primeiras horas, persistindo por

até alguns dias (63).

Oliveira et al (65) demonstraram que entre 100 pacientes de acidente
botrépico, o sangramento sistémico foi observado em 14% dos pacientes,
trombocitopenia em 10% e 54% apresentaram sangue incoagulavel com baixos
niveis de fibrinogénio e alfa 2-antiplasmina, além de altos niveis de produto de

degradacéo de fibrina/fibrinogénio (FDP) e D-dimeros.

1.2.3 Atividade Hemorragica

A hemorragia sistémica € uma das manifestagbes mais sérias dos

envenenamentos por serpentes do género Bothrops em humanos, ocorre em
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varios 6rgdos e € responsavel por hipovolemia, hipotensdo, hipoperfuséo

tissular, choque cardiovascular e severos acidentes cerebrovasculares (66).

Oliveira et al. (67) observaram uma taxa de 15,3% de hemorragia
sistémica entre 412 acidentes causados por Bothrops atrox na Amazbnia
brasileira. Os autores afirmam que o sangue ndo coagulavel e a trombocitopenia
no momento da admissdo sdo disturbios hemostéticos que aumentam as
chances de sangramento sistémico durante a hospitalizacdo. No entanto,
sugerem estudos prospectivos a fim de esclarecer a fisiopatologia do

sangramento sistémico em serpentes do género Bothrops na Amazénia.

1.2.4 Componentes do veneno botrépico

Os sinais e sintomas apresentados pelos envenenamentos por acidentes
botrépicos dependem das proteinas e polipeptideos envolvidos.
As serpentes Bothrops sdo muito diversas em relagdo a sua composi¢do do

veneno.

Uma andlise realizada por Sousa et al. (68) com algumas espécies desse
complexo, demonstrou apenas variacdo quantitativa em relagdo a essa
composicdo. A analise dos dados revelou 15 grupos de proteinas diferentes em
diferentes proporcdes: metaloproteinase de veneno de serpente, classes PI, P-
Il e P-IIl (SVMP-I, -lI e -1lI), fosfolipase A2 (PLA2), serina proteinase de veneno
de serpente (SVSP), lectina do tipo C (CLEC), lectina do tipo C (CLECL), L-
aminoacido oxidase (LAAO), fator de crescimento nervoso (NGF), hialuronidase
(HYALU), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), proteina secretora
rica em cisteina (CRISP), fosfodiesterase 1 (PDIEST); ecto-5-nucleotidase
(ECTONT, fosfolipase B (PLB), glutaminil ciclase (GLUTCYC) e actina (ACTINA)
(Figura 4).
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Bothrops atrox Bothrops jararacussu

Bothropoides neuwiedi

= SVMP-II = SVMP-II = SVMP- PLA2 = SVSP = CLEC
= CLECL = LAAO # NGF mHYALU = VEGF = CRISP
=PDIEST @ ECTONT =PLB #GLUTCYC ®ACTIN

Figura 4: Distribuicdo da familia de proteinas dos venenos usando uma abordagem de
protedmica de espingarda. SVMP-I, -1l e —lll: Metaloproteinase de veneno de serpente, classes
Pl, P-1l e P-lll, PLA2: fosfolipase A2, SVSP: serina proteinase de veneno de serpente, CLEC:
lectina do tipo C, CLECL: lectina do tipo C, LAAO: L-aminoacido oxidase, NGF: fator de
crescimento nervoso, HYALU: hialuronidase, VEGF: fator de crescimento endotelial
vascular, CRISP: proteina secretora rica em cisteina, PDIEST: fosfodiesterase 1, ECTONT: ecto-
5'-nucleotidase, PLB: fosfolipase B, GLUTCYC: glutaminil ciclase, ACTINA: actina.

Fonte: Sousa et al.(68)

Os principais componentes do veneno estao descritos no Quadro 1 de
acordo com seus efeitos no organismo.

Familia de toxina Efeitos fisioldgicos

Hemorragias

Formacéao de flictemas

Edema

Ativacgéo do fator X ou de protrombina
Desfibrilacéo

Hipoagregacéo plaquetaria
Coagulacao de fibrinogénio

Serina proteinase Desfibrilacéo

Hipoagregacéao plagquetaria

Metaloproteinase
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Hipotensao
Fosfolipase A2 (Lys-49 ou Mionecrose
Asp-49) Edema
Dor
Inibicdo da agregacéao plaquetéaria
Lectinas tipo C Inibicdo dos fatores IX e X
Efeito anticoagulante
Desintegrina Inibicdo da agregacao plaquetéaria
Peptideos Hipotensao
Hialuronidades Favo[ece a disfuncéo e distribuicdo de
proteinas

Quadro 1: Principais componentes do veneno e seus efeitos fisiolégicos.
Fonte: Adaptado de Gutiérrez et al.(69)

As metaloproteinases sdo a classe mais abundante dentre o0s
componentes do veneno e possuem acdo proteoliticas que causam a
degradacdo de estruturas proteicas, como as membranas basais de vasos
sanguineos e componentes importantes presentes na matriz extracelular
(70,71). O dominio semelhante a desintegrina da metaloprotease também pode
contribuir para os efeitos hemorragicos (71). Isso pode induzir sangramento local
e sisttmico e interromper a hemostase através de suas propriedades
pro/anticoagulantes causando extravasamento de sangue, inflamagéo e necrose
tecidual (70,71).

Teixeira et al. (72) afirmam que a administracdo exdégena de
metaloproteinases do veneno de serpentes em animais experimentais
desencadeia uma cascata de eventos inflamatoérios, caracterizados pela
formacdo de edema, recrutamento de leucocitos nos tecidos e liberacdo de
mediadores inflamatérios, que mimetizam uma série de disturbios inflamatorios

locais e sistémicos em humanos.

As serina proteinases atuam em ligacbes peptidicas hidroliticas,
principalmente em pré-enzimas na cascata de coagulacdo, causando atividades
pré-coagulantes, fibrinoliticas e/ou fibrinogenoliticas. Alguns tém uma atividade
calicreina causando a liberagdo de bradiquinina (43,73), isso causa interrup¢ao

da hemostase e hipotensao (43). As I-aminoacidos oxidases atuam catalisando
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a desaminacdo oxidativa estereoespecifica do aminoéacido |, resultando na
producao de a-cetoacido, amonia e peréxido de hidrogénio (74) causando efeitos
na agregacdo plaquetaria, induzindo a apoptose celular e atividades
antimicrobianas (75).

A enzima fosfolipase Az, atua causando a hidrolise da ligagdo éster na
posi¢cdo SN2 dos fosfolipidios da membrana celular, aumentando a concentragcédo
de acidos graxos livres e lisofosfolipideos. Isso causa a perda do controle da
permeabilidade para ions e macromoléculas causando o influxo de calcio para o
interior da célula e consequente liberacdo de marcadores citoplasmaticos como
as enzinas desidrogenases (DHL) e as creatinoquinases (CK). Como resultado
do incremento de calcio citosolico, varios processos degenerativos se iniciam,
tais como hipercontracdo de miofilamentos, alteracbes mitocondriais, ativacéo
de calpainas e das fosfolipases Az intracelulares (69) Uma das consequéncias
dessa acao sao efeitos toxicos, no entanto, esses efeitos também podem ser
resultados de atividade ndo enzimética (76) isso resulta em miotoxicidade,
formacdo de edema, efeitos anticoagulantes, hipotensdo, neurotoxicidade pré-

sinaptica (77,78), vistos em familias Viperidae (79).

As enzinas 5'-nucleotidases atuam no monoéster de fosfato com hidrélise
ligada a posicdo 5' do acidos nucleicos (DNA e RNA)(80), causando a inibicdo
da agregacdo plaquetaria, podendo causar hemorragia (81,82). As
hialuronidades atuam na hidrolise de oligossacarideos e N-acetilglucosamina e
alteram as propriedades estruturais, reolégicas e quimicas da matriz extracelular
(74).

As proteinas secretoras ricas em cisteina atuam bloqueando o canal tipo
L de calcio e de nucleotideo ciclico causando assim a inibicdo da contracdo do

musculo liso (83).

Ja as lectinas do tipo C atuam vinculando, inibindo ou ativando receptores

especificos da membrana de plaquetas ou fatores de coagulacéo do sangue isso
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promove ou inibe a agregacao plaquetaria(84), essa atividade € mais abundante
em serpente da familia Viperidae (79). As desintegrinas por sua vez, se ligam a
glicoproteina llb/llla (a llbp 3 da integrina) expressa em plaquetas ativadas para
evitar a interacdo com o fibrinogénio, inibir a agregacao plaguetaria também

podendo causar hemorragia (85).

1.2.4 Gravidade do Acidente

Os acidentes botropicos podem ser sdo classificados como leve,
moderado e grave e as principais complica¢cdes locais s&o: abscesso, necrose e
sindrome compartimental (86,87) (Figura 5) e as sistémicas incluem insuficiéncia
renal aguda (IRA) (88) e choque (17).

1.2.4.1 Complicagdes locais

Complicacbes como o abscesso, celulite e erisipela podem ser
observadas no local da picada. Essas infecgbes sdo frequentes, devido as
condigbes propicias ao crescimento bacteriano provocado pela reacéo
inflamatoéria aguda, assim como pela presenca abundante de bactérias

patogénicas na flora bucal das serpentes (89).

A incidéncia de infec¢cdes pode variar entre os casos. No entanto, um
estudo conduzido por Sachett et al. (90) na Amazdnia brasileira, demostrou que
entre 186 pacientes internados no periodo de dois anos, cerca de 40% evoluiu
para infeccdo secundéria. Nesse caso, o edema, o eritema, a dor e o calor local

podem tanto ser provocados pela agcédo do veneno, quanto pela infec¢cao local.

A incidéncia de necrose € bastante variavel (1% a 20,6%) geralmente
limitada ao tecido subcutaneo, podendo comprometer estruturas mais profundas
como tenddes, musculos e 0ssos. A intensidade e a extensdo da necrose estao

intimamente ligadas a utilizacao de torniquetes e a demora entre o acidente e a
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administracdo da soroterapia. Em casos extremos pode ser necessaria a

amputacao de parte do membro acometido (63).

Figura 5: Complicagdes locais, resultantes de acidentes botropicos.

A) Envenenamento na mao com edema e bolhas sero-hemorragicas no membro superior
esquerdo e sangue incoagulavel. B) Envenenamento grave na méo esquerda com sindrome
compartimental no membro superior esquerdo, exigindo fasciotomia. C) Envenenamento na méo
esqguerda com uma extensa area de edema e necrose no membro superior esquerdo e gangrena
do quarto dedo. D) O mesmo paciente mostrado em C, apds amputacdo do quarto dedo (nha fase
de cura)

Fonte: Hui et al.(91).

1.2.4.2. Complicagdes sistémicas

Além do quadro de envenenamento local, o quadro sistémico €
extremamente importante. Pequenos sangramentos como gengivorragias
(90,92) microhematuria (93), purpuras e sangramentos em feridas recentes
podem ocorrer nos casos leves e moderados (94)(Figura 6). Com menor
frequéncia pode ocorrer hematdria macroscopica, hemoptise, epistaxe,
sangramento conjuntival e hematémese (94). Em casos graves sao observadas
hemorragias intensas podendo acometer 6rgaos vitais, choque e insuficiéncia
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renal como ja citado. Séo relatadas como causas de Obito, acidente vascular

cerebral(95) e hemorragia digestiva.

A

Figura 6: Complicacgdes sistémicas resultantes de acidente ofidico botrépico.

(A) Paciente mordido na parte dorsal do antebraco esquerdo mostrando face urémica por causa
de insuficiéncia renal aguda, 72 horas apds o envenenamento. (b) Paciente com hemorragia
sistémica, evidenciada no quadro por sangramento no labio inferior 24 horas apés a mordida.
Fonte: Oliveira et al.(96).

1.2.4 Tratamento

O tratamento dos casos de envenenamento por serpentes do género
Bothrops é realizada de acordo com a classificacdo dos acidentes e consiste na
administracdo do soro antibotropico (SAB) por via intravenosa (Quadro 2). Nos
casos em que ha a falta desse tipo de soro, existe as associac¢des antibotrépico-
crotalica (SABC) ou antibotropicolaquética (SABL) que podem ser também
utilizadas. O membro do paciente acometido pelo acidente deve ser elevado e
estendido, o uso de analgésico deve ser empregado para o alivio da dor, a
hidratacdo com diurese entre 30 a 40 mi/hora para individuos adultos 1 a 2
ml/kg/hora para crianca deve ser estabelecida, além da antibioticoterapia para

aqueles casos com evidéncia de infecgéo (17).

Barreto et al. (97) demonstraram em um estudo com camundongos que 0
soro antibotropico é eficaz para o tratamento de envenenamento causado
por Bothrops atrox e que o uso de dexametasona como adjuvante da terapia
antivendmica poderia ser util para melhorar o tratamento dos sintomas locais

desses envenenamentos.
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Manifesta¢oes e Classificacéo
Tratamento Leve Moderada Grave

Locais
e e | e | e
+ equimose
Sistémicas
; Eﬁ;‘:gugi“ grave ausentes ausentes presentes
+ anuria
Tempo de Coagulagdo
(TC)* normal ou alterado normal ou alterado normal ou alterado
Soroterapia
(n® ampolas) 2-4 4-8 12
SAB/SABC/SABL***
Via de administragéio intravenosa

*TC normal: até 10 min; TC prolongado: de 10 a 30 min; TC incoaguldvel: > 30 min.
** Manifestagbes locais intensas podem ser o tinico critério para classificagio de gravidade.
ik SAR = Soro antibotrdpico/SABC = Soro antibotrdpico-crotdlico/SABL = Soro antibotrdpico-laquético.

Quadro 2: Classificacéo quanto a gravidade e nUmero de ampolas recomendado.
Fonte: Ministério da Saude(17)

1.3 Historia e Producéo do Soro

Jodo Batista Lacerda foi um dos pioneiros em relacéo aos estudos sobre
ofidismo na América Latina. Com ingresso em 1870, no Museu Nacional do Rio
de Janeiro - RJ, onde produziu extensa obra, fundou o primeiro laboratério de
fisiologia do Brasil. Realizou diversos trabalhos sobre toxicologia dos venenos
ofidicos e identificou novas espécies de serpentes, como a B. jararacussu e B.
urutu (98).

Em 1890, Emil Behring, trabalhando com toxina diftérica em Berlim e
Shibasaburo Kitasato em Tokio, trabalhando com toxina tetanica, concluiram que
coelhos e camundongos poderiam ser imunizados contra difteria e tétano e que
animais infectados poderiam ser curados com a utilizagdo do soro imune, bem
como utilizar essas toxinas para prevencao da infec¢cdo, no caso daqueles

animais saudaveis (99).

No ano de 1894, Albert Calmette, apds varios testes, conseguiu imunizar

coelhos contra o veneno de serpentes (Naja) por meio da aplicacdo subcutanea
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com doses crescentes de veneno misturando-as com doses decrescentes de
hipoclorito de sédio ou calcio. Alguns coelhos, conseguiam sobreviver a doses
maiores de 30 a 35 mg de veneno. Ademais, o soro daqueles animais
imunizados poderia neutralizar a atividade téxica do mesmo veneno in vitro, além
de ter efeito terapéutico e preventivo contra a intoxicacdo in vivo. Ao utilizar o
dobro de uma dose letal para a inoculagdo em coelhos (0 que os mataria em
cerca de 3 horas) e administrar 0 soro imune por via subcutdnea ou
intraperitoneal ap6s surgirem os sintomas como paresia dos membros, dispneia,
regurgitacdes e taquicardia, os coelhos ficaram envenenados em estado grave
por um certo periodo, relativamente longo, no entanto retornaram ao normal,

gradualmente (100).

Em 1901, o médico Vital Brazil, imunologista e pesquisador, sabendo do
elevado numero de acidentes ofidicos em Sao Paulo, comecou a realizar
experimentos com 0sS venenos dessas serpentes. Com base nos primeiros
trabalhos com soroterapia realizados por Albert Calmette em 1894, Vital Brazil,
desenvolveu estudos sobre soros contra o veneno de serpentes, podendo
descobrir sua especificidade, em que cada de tipo de veneno requer um Soro
especifico, preparado por meio do mesmo género de serpente causadora do
acidente (101).

Ja entre 1950 e 1980, as informacdes sobre ofidismo eram originarias de
estudos pontuais, conduzidos principalmente no Sudeste, com publicacdes em

Séo Paulo e sobre escorpionismo no Estado de Minas Gerais (9).

No ano de 1983, a Syntex, uma industria farmacéutica privada no Brasil,
desativou a producao de imunobioldgicos. A partir desse momento, a producao
de antivenenos entrou em crise no pais, restringindo o atendimento, apenas aos
trés laboratorios oficiais: Fundacdo Ezequiel Dias - FUNED em Minas Gerais,
Instituto Butantan - IB em S&o Paulo e Instituto Vital Brazil - IVB no Rio de Janeiro
e que naquele momento, ndo apresentavam condigdes técnico-operacionais

para atender a demanda de soros antipeconhentos a nivel nacional. A falta da
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disponibilidade desses produtos originou uma situacdo grave. As evidencias
comecaram a surgir em 1985, quando a imprensa comecou a acompanhar a
situacdo devido ao desaparecimento desses produtos dos servigos de saude,
relatando amputag¢ao de membros como bragos e pernas de trabalhadores rurais
e a ocorréncia de oObitos de individuos acidentados com serpentes nao tratados

com soros por inexisténcia nos centros de saude(63).

Em 1986, o Ministério da Saude criou o Programa de Autossuficiéncia
Nacional em Imunobioldgicos para atender a demanda nacional desse produto
e dos outros imunobiolégicos necessarios no pais, visando diminuir, a

importacdo, sendo assim, relevante a participacdo dos laboratérios oficiais (9).

Atualmente os soros antiofidicos sdo disponibilizados de forma gratuita a
populacdo por meio do Sistema Unico de Satde - SUS, ndo sendo
comercializados nem disponiveis na rede privada. Os soros em questdo sdo
produzidos por quatro institutos estaduais, Instituto Butantan - SP, Instituto Vital
Brasil - RJ, Fundacédo Ezequiel Dias — MG -FUNED e Centro de Producéo e
Pesquisa de Imunobioldgicos — PR - CPPI(102)(103) através da imunizacdo de
cavalos com venenos provenientes de cinco espécies do género Bothrops mais
prevalentes no Brasil: B. jararaca com 50%, B. alternatus, B. moojeni, B.
jararacussu e B. neuwiedi com 12,5% cada(104), e sdo distribuidos pelo
Ministério da Saude, através da Fundacao Nacional de Saude (FUNASA). Todos

seguem o mesmo processo de producéo.

Antigamente, os métodos de dosagem da poténcia do soro antiofidico
eram realizados sem uma padronizacdo. Somente com a avaliacdo da atividade
do veneno sobre a coagulacdo sanguinea (105). Essa avaliacdo era realizada
com a incubagéo da mistura soro-veneno a 37 °C, com a duragao de 30 minutos
e administracdo endovenosa em pombos. O periodo de observacéo que era de
20-30 minutos, impossibilitava a quantificacéo da atividade dos varios anticorpos
antitoxicos. Ja que o numero de resposta para cada nivel de diluicdo era baixo,

a andlise estatistica ndo era confiavel, o que influenciava a precisdo das
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estimativas de poténcia. Depois de varios avaliagcbes experimentais, finalmente
foi padronizada a metodologia de titulacdo da poténcia do soro antibotrépico, por
meio da inoculagdo de camundongos por via intraperitoneal (106). Apesar de ser
a metodologia oficial vigente, a qual é preconizada pela 4° Edicdo da

Farmacopeia Brasileira de 2004, esta ainda nao foi formalmente validada.

Ainda que a metodologia analitica para a determinagdo da poténcia do
soro antibotrépico tenha trilhado esse longo caminho, ressalta-se a necessidade
de aperfeicoamento dessa metodologia para o estabelecimento de um
antiveneno de referéncia essencial para a padronizacao dos ensaios permitindo
assim, a comparacao lote a lote, bem como a comparacao entre diferentes
laboratorios, de acordo com as recomendagfes da Organizacdo Mundial de
Saude — OMS (107).

Em maio de 2002, o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude - INCQS achou necessario realizar uma reunido de trabalho, intitulada
“Situagcdo atual perspectivas para a produgdo e controle de soros
antipeconhentos utilizados no Brasil”. Nessa reunido, entre varios temas
abordados, destacou-se a discussdo sobre a melhoria do controle da qualidade
dos soros antiofidicos, com uma atencdo maior & metodologia analitica para a
determinacdo da poténcia. O encontro contou com todas as entidades
envolvidas na producéo, distribuicdo e controle dos soros antipeconhentos no
Brasil, sendo eles: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude -
INCQS/FIOCRUZ, Fundacao Nacional de Saude — FUNASA, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, o Centro de Producdo e Pesquisa de
Imunobioldgicos - CPPI, a Industria Quimica do Estado de Goias — IQUEGO, a
Fundacdo Ezequiel Dias — FUNED, Instituto Butantan, Instituto de Biologia do

Exército — IBEXx e Instituto Vital Brazil.

As imunoglobulinas antiveneno sdo consideradas o Unico tratamento
especifico para o envenenamento por picada de serpentes peconhentas(4). A

OMS estimou que 10 milhdes de frascos de soro sdo necessarios a cada ano
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para controlar os efeitos de envenenamentos por acidente ofidico (108). Ainda
que haja, 46 laboratérios distribuidos no mundo dedicados a producdo de

antivenenos, estes ndo conseguem atender a grande demanda (108,109).

Devido ao status negligenciado do ofidismo, os governos e 0s
formuladores de politicas geralmente ignoram os antivenenos, mantendo-os em
baixa nas agendas de saude publica e longe dos or¢camentos nacionais
(108,109). Para melhorar a disponibilidade global, laborat6rios maiores exigem
descricbes mais claras dos tamanhos e necessidades do mercado, a fim de

planejar estratégias de manufatura de longo prazo (108,110).

1.3.1 Etapas de Produgéao

As etapas de producdo dos soros seguem critérios rigorosos e consistem
em: extracdo do veneno; liofilizacdo; diluicAo e injecdo em cavalos;
hiperimunizacdo (cerca de 40 dias); realizacdo de uma sangria exploratoria,
retirando uma amostra de sangue para medir o teor de anticorpos produzidos em
resposta as injecées do antigeno. Dosagem do teor de anticorpos; ao atingir o
nivel desejado, é entdo realizada a sangria final retirando-se cerca de quinze
litros de sangue de um cavalo de 500 kg em trés etapas, com um intervalo de 48
horas. O soro é obtido a partir da purificacdo e concentracdo do plasma, onde
sdo encontrados os anticorpos. Observacao: As hemacias sao devolvidas ao

animal, em um processo chamado plasmaferese (111).

Esta técnica de reposicdo minimiza os efeitos colaterais provocados pela
sangria do animal. O soro purificado é concentrado através de ultrafiltracao
molecular, submetido a filtracdo clarificante e esterilizante (Figura 6). O soro €
estocado em temperatura de 2 a 8 °C e ap0s isso é submetido aos testes
especificos de controle da qualidade. ApoOs esses testes, 0 soro € formulado:
diluido para alcancar o titulo desejado (> 5,0 mg/mL), adicionando o conservante
fenol (< 0,35%), isotonizado (NaCl — 0,7 a 0,9%), tendo o pH ajustado na faixa

entre 6 e 7. No final do processo, o soro terminado a granel (“bulk”) € novamente
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submetido a testes de controle da qualidade citados abaixo, para liberacdo do
lote, conforme o preconizado na Farmacopeia Brasileira 4° edicéo, parte I, 5°
fasciculo (111).

A demonstracdo ilustrada das etapas de producdo do soro pode ser

visualizada na Figura 7.
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Figura 7: Processamento do Plasma(112).

O processo de produgéo conta com fases especificas, cada fase possui
um objetivo, um mecanismo pelo qual serd desenvolvido e para todas as fases
sdo realizados testes para o controle de qualidade, afim de avaliar a eficacia e a

possivel presenca de impurezas, inclusive no bulk final.

As etapas da producéo sao detalhadas no Quadro 3.
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NO

FASE

OBJETIVO

MECANISMO

CONTROLE DA

QUALIDADE
Tamponamento do Melhorar a Aldlglonqr tampao -
1 . acido citrico pH Verificar o pH
plasma gualidade 48
Purificacdo do  |Conservar e manter | Adicionar fenol e .
2 . : Analisar teor de fenol
plasma estavel centrifugar
Desnaturacio das Precipitar e.ellmlnar Ad|C|ona[ s'ulfato Analisar teor de
3 . a albumina e de amobnia e A
proteinas . : sulfato de amoénia
pigmentos centrifugar
Adicionar acido
Tamponamento e P
salinizacdo da - . ~ cloridrico ou. -
4 ~ Otimizar a digestao | fosfato de calcio Verificar o pH
suspenséao de
. pH 3,2 e cloreto de
proteinas -~ :
sodio e centrifugar
5 |Filtracdo molecular | . Ellmlnar. Purificar por Verificar a turbidez
imunoglobulinas cromatografia
. Eliminar residuos de |Filtrar em tubos de Analisar teor
6 Dialise n . .
sulfato de amonia hemodialise de sulfato de amonia
Adicionar Analisar teor de
7 Clarificagcao Eliminar a turbidez hidroxido de L .
o hidroxido de aluminio
aluminio gel
8 Esterilizacao Purificar o produto | Adicionar etanol Anallzftarr:glo rde
Estabilizacso e Estab.elecer a .Ad|C|onar Analisar teor de
9 ~ validade timerosal do .
preservacao timerosal
produto
10 Padronizacdo do |Verificar parametros | Coletar amostras Analisar o
produto final de qualidade do “bulk” final “bulk” final

Quadro 3: Fases do processo de producéo e controle de soros.
Fonte: Instituto Butantan(101)

1.3.2 Mecanismo de Ag¢éo do Soro

A capacidade dos antigenos para induzir uma resposta imune € chamada

de imunogenicidade. Assim, 0os venenos de serpentes tém dois tipos de

componentes:

A) Componentes

imunogénicos,

gque sao proteinas que

constituem mais de 98% do peso seco do veneno e incluem proteinas capazes

de induzir efeitos toxicos relevantes, bem como proteinas nédo toxicas, e B)

componentes nao

imunogénicos,

como

aminoacidos,

nucleotideos,
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carboidratos, lipideos e aminas biogénicas, que constituem menos de 2% do

peso seco do veneno e, em termos gerais, sao desprovidos de toxicidade (113).

Dependendo de como as proteinas do veneno das serpentes s&o
apresentadas ao sistema imunoldgico, diferentes respostas de anticorpos podem
ser obtidas. A geracdo de uma resposta de anticorpos eficaz para reconhecer e
neutralizar as proteinas toxicas dos venenos € o elemento chave na producdo

de antivenenos eficazes em animais (114).

Existem varios tipos de anticorpos e antigenos e a especificidade da
ligacdo é devida a constituicdo quimica especifica de cada anticorpo. O
determinante antigénico ou epitopo é reconhecido pelo paratopo do anticorpo
situado na regido variavel da cadeia polipeptidica. Antigenos podem permanecer
ligados a anticorpos por semanas por meio de interacdo ndo covalente, como
interacdo eletrostatica, ligacdo de hidrogénio, forcas de Van der Waals e
interacao hidrofébica (115).

Os venenos de serpentes sdo compostos por proteinas cuja
antigenicidade e abundancia mudam de uma espécie para outra. No entanto,
algumas semelhancas antigénicas sdo conservadas entre espécies
filogeneticamente relacionadas. Portanto, 0s anticorpos aumentam por
imunizacdo com veneno particular de serpente, além de reagirem com suas
toxinas homologas, podem reagir de forma cruzada com algumas toxinas
presentes em venenos heterélogos e podem neutralizar seus efeitos toxicos
(116). A especificidade dos anticorpos dos antivenenos para um grupo restrito
de venenos é uma limitacdo da imunoterapia do envenenamento por acidente
ofidico (113).

A interacdo veneno-antiveneno € uma reacao antigeno-anticorpo, e essa
é a reacdo fundamental para neutralizar os componentes do veneno presentes
no veneno da serpente. No sangue, as proteinas do veneno sao especificamente

com alta afinidade ligadas por anticorpos (antiveneno) para formar o complexo
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antigeno-anticorpo. Estes complexos sédo entdo transportados para o sistema

celular, onde podem ser destruidos ou desativados (117).

Os anticorpos possuem pelo menos dois locais de ligagdo ao antigeno e
a maioria dos antigenos do veneno tem pelo menos dois epitopos (determinantes
antigénicos). Os anticorpos reticulam os antigenos formando grandes agregados
de anticorpo e antigeno referidos como complexos imunes que sdo mais
prontamente fagocitados do que os antigenos livres. No entanto, o veneno de
serpentes reage com antigenos de superficie das células e forma o complexo
imune. Este processo de aglutinacdo do veneno no receptor aplica-se a maioria

das proteinas do veneno de serpentes (118).

Uma vez neutralizado, o complexo toxina-anticorpo é incapaz de se ligar
aos locais receptores nas células alvo do hospedeiro, incapaz de entrar na célula
e é ingerido pelos fagécitos. O processo de eliminacdo dos complexos de veneno
na presenca de antiveneno € muito mais lento do que o do veneno livre na
auséncia de antiveneno, ou seja, a maioria desses complexos € eliminada mais

por fagocitose do que pela via renal (118).

1.4 Reacgédo do Organismo ao Soro Heterélogo

Devido a composicdo do soro antiveneno ser oriunda de equinos, sua
administracdo pode resultar em reacdes adversas precoces e/ou tardias, porém,
ndo é indicado o teste de sensibilidade cutaneo, pois, além de apresentar valor
preditivo baixo, ainda retarda o inicio da terapia. Sendo assim, recomenda-se
que todos os pacientes submetidos a soroterapia sejam hospitalizados para
monitoramento da evolucdo e possivel aparecimento dessas reacdes adversas
ao antiveneno, avaliacdo da eficacia da soroterapia e verificacdo da ocorréncia

de complicagdes locais e/ou sistémicas (119).
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1.4.1 Reac0Oes Adversas

Mundialmente, a frequéncia das rea¢cfes adversas ao soro antiofidico
ocorre em uma taxa variada entre os pacientes, podendo surgir entre 3% a 84%
dos casos (120-123). Uma pesquisa feita no Sri Lanka, mostrou que cerca de
75% dos pacientes tratados com soro antiofidico desenvolvem reacdes adversas
precoces, sendo que mais de a metade dessas reacdes foram consideragdes
reacoes graves (120).

Estudos feitos na Australia, demonstraram uma taxa de 3% de reacdes
adversas imediatas, considerada relativamente baixa (121,124). Se essas
andlises forem realizadas com a populagéo brasileira, percebemos que essas
reacdes adversas ocorrem em aproximadamente 54% dos pacientes tratados
com soroterapia antiofidica, e destas, menos de 3% sao reacfes anafilaticas
graves (120). Essa grande variagdo nas taxas de incidéncia de reagdes adversas
ao soro antiofidico se deve as diferentes formas de producéo do soro, velocidade
e quantidade de soro infundido e a caracteristicas especificas da serpente e da

populacao de estudo (125).

Devido a essas variagdes, ha menos de dois anos a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) lancou a resolugdo RDC n° 187 em 8 de novembro
de 2017 (126) que dispde sobre o registro de Soros Hiperimunes. O objetivo da
resolucao é estabelecer os requisitos minimos para o registro de antivenenos, a
fim de garantir a qualidade, seguranca e eficacia desses produtos. Dois pontos
sdo relevantes: a) estudos néo clinicos elaborados com o objetivo de determinar
pelo menos a Dose Efetiva 50% (DE50) e a poténcia do material de origem e, b)

ensaios clinicos cobrindo aspectos de seguranca e eficacia.

As reacOes adversas sao classificadas como reagdes precoces que
envolvem reacgfes anafilaticas e reacbes pirogénicas e as reacfes tardias que

se referem a doencga do soro (Quadro 4). Além disso, o termo reacdo anafilatica



27

é utilizada para se referir tanto a reacées mediadas por IgE quanto a reacdes

nao mediadas por IgE, esta Ultima substitui o termo reacdes anafilactoides (127).

1.4.1.1 Reac0es anafilaticas mediadas por IgE

As reacOes mediadas por IgE também sdo conhecidas como reacdes de
hipersensibilidade do tipo | e hipersensibilidade imediata(128) e podem ocorrer
contra qualquer componente do antiveneno. As IgE s&o anticorpos encontrados
ligados a basdfilos ou receptores de mastocitos Fc. Quando antigenos
especificos sdo reconhecidos pela IgE, eles podem produzir reticulagdo dos
anticorpos ligados as células e, no primeiro estagio, induzir a degranulacao e
liberacdo de compostos ativos, principalmente histamina, prostaglandinas,
leucotrienos e outros mediadores farmacoldgicos. Esses compostos levam a
varias ac¢des, incluindo aumento da permeabilidade vascular, vasodilatacéo,
contracdo bronquica e visceral do musculo liso, secrecdo mucosa e inflamacéao
local (129). A presenca sistémica de antigenos, como 0s existentes em soros
heterdlogos, pode provocar choque anafilatico, que se caracteriza por edema em
varios tecidos e diminuicdo da pressdo arterial secundaria a vasodilatacédo
(128,130). Essa resposta geralmente ocorre em pacientes previamente
sensibilizados para algum componente do antiveneno. Essa resposta € a reacao
adversa mais grave e potencialmente fatal, mas ocorre com pouca frequéncia
(131).

1.4.1.2 Reac0Bes anafilaticas ndo mediadas por IgE

A grande gquantidade de proteinas presentes nos soros heterélogos pode
contribuir para a formacdo agregados ou de imunocomplexos resultando na
ativacdo do sistema complemento e a formacdo de anafilotoxinas (17). As
reacoes ndo mediadas por IgE, também s&o conhecidas como reacbes
anafilactoides (131) ou reac¢des ndo imunoldgicas (terminologia atual) (132). As
anafilotoxinas (C3a, C4a e Cb5a) séo peptideos ativos de baixo peso molecular
que sao produzidos pela ativacéo do sistema complemento. Essas anafilotoxinas

sdo provenientes das proteinas do complemento séricas C3, C4 e C5 e séo
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criadas pela clivagem dessas proteinas durante a fixacdo do complemento por
complexos antigeno-anticorpo, agregados de imunoglobulinas e outros

compostos (133).

No caso do antiveneno, a ativacdo da via classica dos agregados de
imunoglobulina mediada pelo complemento é provavelmente o principal
mecanismo envolvido na geracdo de anafilotoxinas (127,134). Além disso, a
presenca de anticorpos heterofilicos no antiveneno contra eritrocitos humanos,
neutrofilos e outros tipos de células também poderia contribuir para gerar
anafilotoxinas (127). Os fragmentos C5a, C3a e C4a estimulam a quimiotaxia, a
ativacao de neutrdfilos e a degranulagédo de basoéfilos e mastécitos, que liberam
mediadores farmacologicamente ativos de hipersensibilidade imediata(128). Os
efeitos liquidos dessas atividades incluem a contracdo do musculo liso vascular,
aumento da permeabilidade vascular e a migracdo de neutréfilos e mondcitos

dos vasos sanguineos (128).

As reacdes ndo mediadas por IgE constituem a maioria das reacdes
adversas precoces induzidas por antiveneno. Estas reacdes ocorrem em
pacientes que nao tiveram contato prévio com algum dos componentes do soro
(127). Varios antivenenos de diferentes produtores sdo capazes de ativar a via
classica do sistema do complemento e gerar anafilotoxinas, sugerindo que
fatores como composicdo, proteinas contaminantes e agregados, podem
influenciar a atividade anticomplementar dos antivenenos (135). Além disso,
uma ativacdo independente de mastécitos desencadeada pela ativacéo de nao-
complemento também foi proposta (136).

1.4.1.3 Reag0es Pirogénicas

A contaminacdo por endotoxina € a principal causa de reacdes
pirogénicas provocadas por antivenenos. Felizmente, a maioria dos laboratérios
de producgéo implementa ou esta comegando a implementar requisitos rigorosos
de qualidade para suas instalagbes, matérias-primas, sistemas de

processamento e equipamentos para evitar contaminagao por endotoxina, o que



29

resultou em uma diminuicdo importante desse tipo de reacdo adversa nos
altimos anos. As endotoxinas bacterianas consistem em lipopolissacarideos
(LPS), que sé&o os principais componentes das membranas celulares externas
das bactérias gram-negativas (137).

O mecanismo molecular de toxicidade esta relacionado a interagcdo com
receptores Toll-like 4 (TLR4) e/ou LPS-proteina de ligacdo (LPB) localizados em
mondcitos e outros componentes celulares do sistema imune que produzem
TNF-a, IL-6, interleucinas 1B (IL-1B) e outras citocinas (133). Niveis mais altos
de endotoxinas estdo relacionados a infeccdo bacteriana ou lesbes do trato
digestivo, mas a contaminacdo em baixas concentracées pode ser encontrada
em produtos farmacéuticos. A presenca de baixos niveis de endotoxinas em
soros antivenenos gera um aumento importante na frequéncia de reacdes leves

(principalmente febre) em pacientes (138).

A avaliagdo pré-clinica de antivenenos quanto ao conceito dos 3Rs
(replacement, reduction and refinement, em portugués: substituicdo, reducéo e
refinamento) é necessaria para evitar reacfes adversas nos pacientes,

especialmente contaminacao por microrganismos (139).

1.4.1.4 Reac0les Adversas Tardias

As reacles adversas tardias sdo também conhecidas como reacdes de
hipersensibilidade do tipo Ill ou doenca do soro(128). Este tipo de reacao
adversa foi relatada pela primeira vez por Pirquet e Schick em 1905(140). Esses
autores estudaram os efeitos colaterais causados pela administracao de grandes
guantidades de antitoxinas e descobriram que muitos dias apds a administracao
da antitoxina, alguns pacientes apresentavam febre e erupc¢des cutaneas, e
alguns relataram dano renal com proteinuria e linfadenopatia. Tais autores
também descobriram que os sintomas apareceram mais rapidamente ap6s uma

segunda exposi¢ao ao soro do que apos a primeira administracéo (140).
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A hipersensibilidade do tipo Ill € mediada por complexos antigeno-
anticorpo. Como consequéncia da administracao do soro, o sistema imunolégico
do paciente reage produzindo anticorpos que se ligam ao antiveneno, o0 que
resulta na formacao de complexos imunes (133,141). Esses complexos levam a
ativacao e a infiltracdo de leucécitos, ou seja, a chamada sindrome da “doenca
do soro”. A reacdao classica ocorre de 5 a 24 dias ap0s a injecao desencadeante
(17,131), mas as manifestacfes podem aparecer alguns dias apds a injecao na
forma acelerada da doenca do soro, que pode ocorrer em individuos que ja estao
sensibilizados (131). A incidéncia desse tipo de reacdo nao foi claramente
qguantificada, pois os sintomas geralmente sdo leves e ocorrem quando o

paciente ja recebeu alta; portanto, nenhum registro médico é gerado.

1.4.2 Liberagéo de Citocinas e Quimiocinas

Anteriormente, analises demonstraram que o processo inflamatoério
causado pela acao dos componentes do veneno e pela liberagdo de mediadores
inflamatorios em acidentes ofidicos botrépicos, pode ser intensificado pela
atuacao de citocinas e quimiocinas como CXCL-8 (IL-8), CCL-5, CXCL-9, CCL-
2, CXCL-10, IL -1q, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17A, TNF-a e IFN -y
(142-150).

Estudos com camundongos injetados com varios venenos de serpentes
demonstraram liberacdo de IL-6, 6xido nitrico (NO), IL-5, TNF-a, IL-4, IL-10,
prostaglandinas e leucotrienos, com cursos de tempo distintos na producao pos

exposicao ao veneno para mediadores individuais (151-153).

Outros estudos experimentais mostraram que a presenca de alteracdes
imunolégicas em resposta ao veneno de serpentes do género Bothrops
aumentou as citocinas locais IL-6, IL-12 e IL-10 (154,155). Um pequeno numero
de estudos que investigaram as concentracdes plasmaticas de citocinas pré e
antinflamatérias em seres humanos envenenados por acidente ofidico mostrou
concentracOes elevadas de IL-6, IL-10, TNF-a, CXCL-8 e MIP-1a e MIP-13 (CCL-
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3 e CCL-4), CCL5 (145,156,157). Esse processo esta relacionado a inducéo

resposta imune, febre, migracao celular e regulacao do perfil (145).

Poucos estudos avaliaram a liberagdo desses mediadores em resposta
ao antiveneno em casos de reacfes adversas. No entanto, sugere-se que tais
moléculas também possam atuar, pois estudos jA mostraram aumento de
citocinas em anafilaxia ndo causada por antiveneno (136,158). Uma analise da
resposta imune ao envenenamento e 0s mecanismos de reacdes adversas ao
antiveneno no Sri Lanka (136) mostrou que o0s niveis de IL-6 e IL-10
aumentaram em pacientes com anafilaxia em comparacdo a pacientes sem
reacado adversa e a pacientes somente com reagdes na pele, sugerindo que
somente pacientes com reacdes adversas graves possam ter aumento de

citocinas inflamatérias.



Reacéo

prostaglandinas, leucotrienos e
outros mediadores
farmacolégicos

adversa Tipo Causa Mecanismo Efeito fisioldgico
Presenca de IgE Degrgn_ulagao de basofilos e Vasodilatagao vascular
: mastocitos por IgE. .
do paciente contra Liberacio de histamina aumentada da permeabilidade
Mediada por IgE | Precoce qualquer & . " Contrag&o bronquica e visceral
prostaglandinas, leucotrienos e . :
componente do . do musculo liso
: outros mediadores e
antiveneno . Choque anafilatico.
farmacolégicos
Presenca de Ativagdo  complementar  por Vasodilatacao vascular
agregados de Ig e outros. .
agregados, ~ e aumentada da permeabilidade
Degranulacdo de basoéfilos e ~ - . .
~ , fragmentos Fc ou - Contracdo brénquica e visceral
N&o mediada Precoce ANticornos mastocitos por complemento. do musculo liso
por IgE » Liberagéao de histamina, .
heterofilicos contra , . Prurido
X g prostaglandinas, leucotrienos e o
células sanguineas ) Urticéaria
. outros mediadores
em antiveneno L Dor.
farmacoldgicos
Presenca de | Macréfago e outra ativacéo
Pirogénica Precoce endotoxinas ~ em | celular por endotoxinas. Febre.
antiveneno Producgéo de TNF-q, IL-1, IL-6
Ativacdo do complemento por
imunocomplexos.
Resposta  imune Degranulacdo de basdfilos e
Doenca do soro | Tardia hum%ral 20 mastécitos por complemento. Erupcéo cutanea
¢ antiveneno Liberacéo de histamina, | Glomerulonefrite

Quadro 4: Tipos de reacdes adversas causadas por antivenenos.
Fonte: Adaptado de Morais(131)
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1.4.3 Prevencao das Reacbes Adversas

Um estudo clinico (159) observacional com analise do tipo e da frequéncia
de reacOes adversas em 24 criancas que receberam pré-tratamento com anti-
histaminicos e glicocorticoides H1 e H2 encontrou uma taxa geral de reagéo
adversa inicial de 33% e sugeriu que o0s pré-tratamentos ndo exibiam nenhum

efeito protetor (159).

Fan et al.(160) investigaram, em um ensaio randomizado, duplo-cego e
placebo controlado, a eficacia da prometazina na prevencdo de reacdes
precoces a administracdo do soro no Hospital Vital Brazil, Instituto Butantan. Os
autores recrutam 101 pacientes entre 1994 e 1995 e ndo encontraram diferencas
significativas entre pacientes que receberam prometazina e aqueles que néo
receberam, em termos de ocorréncia de reacdes precoces. As reacdes foram
leves a moderadas e ocorreram em 24% dos pacientes tratados com

prometazina e 25% daqueles que receberam placebo.

Em um estudo clinico observacional retrospectivo de 1994 a 2004,
Williams et al. (161) examinaram o uso de antiveneno, pré-medicacao e reacdes
adversas precoces em pacientes apos acidente ofidico em 11 unidades de saude
rurais em Papua Nova Guiné (136 casos). Esses autores encontraram taxas de
reacOes adversas de 28% em pacientes ndo-medicados, 28% em pacientes pré-
medicados sem adrenalina e 8% em pacientes pré-medicados com
adrenalina. Eles concluiram que a pré-medicacdo com prometazina e/ou

hidrocortisona sem adrenalina ndo reduziu as reacdes adversas precoces (161).

Da mesma forma, Premawardhena et al. (122), em um estudo
prospectivo, duplo-cego, randomizado e controlado por placebo, encontraram
efeitos benéficos da adrenalina administrada por via subcutanea imediatamente
antes da administragéo do antiveneno. O ensaio foi realizado entre 1998 e 1999
e analisou 105 casos e 0s pacientes que receberam adrenalina exibiram uma
diminuicdo nas reacdes adversas a uma taxa de 11%, em comparagdo com a

taxa de 43% observada em pacientes do grupo controle (122).
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Por outro lado, em um estudo de coorte prospectivo aninhado na Australia
realizado de 2002 a 2007, os autores encontraram apenas uma diminui¢ao
marginal nas reacfes adversas com medicamentos pré-tratamento. Eles
estudaram 195 pacientes e encontraram uma reducédo de 23% para 18% das
reacoes de hipersensibilidade, com o uso de adrenalina e sem reducbes com
qualquer outra droga. Esses autores concluiram que o uso de pré-medicacao
nao estava associado a qualquer reducao nas reacoes adversas (124).

Entre 2005 e 2008, em um estudo com 1007 pacientes, randomizado,
duplo-cego, controlado por placebo no Sri Lanka, De Silva et al. (120)
investigaram a eficacia da prometazina, hidrocortisona e adrenalina. Eles nédo
encontraram diminuicdo nas reacdes adversas com o uso de prometazina ou
hidrocortisona. No entanto, esses autores descobriram que o pré-tratamento
com baixa dose de adrenalina reduziu o risco de reacdes graves agudas ao
antiveneno de cobra em 43%. Adicionalmente, a administracdo simultanea de
hidrocortisona  neutralizou o  beneficio observado apenas com
adrenalina. Recentemente, esses autores publicaram uma revisdo sobre a
prevencdo e tratamento de reacBes adversas e descobriram que apenas a
adrenalina tinha relatos confidveis de diminuicdo do numero de reacfes

adversas (130). Um artigo de revisdo chegou a mesma concluséo (162).

No Sri Lanka alguns autores (163) testaram a eficacia da hidrocortisona
intravenosa na reducdo de reacOes adversas ao antiveneno em 236
pacientes. Os pacientes receberam aleatoriamente hidrocortisona intravenosa
pelo menos 2 horas antes da administracdo do antidoto ou receberam a mesma
dose ao mesmo tempo que a administracdo do soro. Os resultados revelaram
que a hidrocortisona ndo reduziu a taxa de reacfes adversas quando
administrada simultaneamente (35%) ou até 4 horas antes do antidoto
(39%). Embora os autores nédo tenham um grupo nao tratado para determinar a
eficacia da hidrocortisona, chegaram a conclusdo de que o tratamento com

hidrocortisona néo justificava um atraso na administracdo do antiveneno.
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Ao contrario de outros dois estudos que mostraram a eficacia da
hidrocortisona em associagdo com um anti-histaminico. O primeiro estudo (121)
investigou a eficicia da infusdo de hidrocortisona com ou sem clorfeniramina em
um estudo prospectivo, duplo-cego, randomizado, controlado por placebo no Sri
Lanka. O estudo recrutou 52 pacientes e 0s autores encontraram um alto nivel
geral de reagOes adversas (81% no grupo placebo). A infuséo de hidrocortisona
sozinha foi ineficaz na reducédo da ocorréncia de reacdes adversas agudas, mas
em combinacdo com a clorfeniramina, a hidrocortisona provocou uma diminui¢cao

leve, mas significativa nas reac6es adversas (52%).

Em outro estudo realizado em um hospital de misséo rural no Equador de
2002 a 2006, vitimas de acidentes ofidicos receberam um novo regime de
antiveneno que incluiu drogas profilaticas (hidrocortisona e difenidramina) com
uma infusdo intravenosa lenta de soro diluido. Os autores compararam suas
observacbes a um controle histérico sem drogas profilaticas e a injecdo
intravenosa rapida de antiveneno nao diluido. Eles descobriram que pré-
medicacdo com hidrocortisona intravenosa e difenidramina, juntamente com a
administracdo intravenosa de soro diluido ao longo de 60 min reduziu a
frequéncia de reacdes adversas de 47% para 2% e reduziu a gravidade das
reacOes anafilaticas (164).

1.5 Justificativa

O uso de antiveneno ainda € Unico tratamento eficaz para neutralizar os
envenenamentos por serpentes (17) e a taxa de reacfes adversas decorrentes
dessa terapia pode variar entre as diferentes regiées, no entanto, essas reacdes
podem significar um problema de saude importante para os individuos que

recebem a soroterapia.

Devido & ocorréncia de reacdes adversas, a pratica do uso de pré-

7

medicacdo foi aceita ou € obrigatéria em muitos paises. As drogas mais
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utilizadas sao corticoides, anti-histaminicos e, mais raramente, adrenalina
(120). Atualmente, esta pratica esta sendo questionada devido a baixa ou

controversa eficicia (130) como comprovado por outros estudos.

Contudo, existem protocolos de paises da América Latina que as espécies
de serpentes sdo semelhantes e que a producdo do soro também é feita por
meio da imunizagdo de animais e ndo existe preconizacdo para uso de pré-

medicacao.

Sabendo disso, percebe-se a necessidade da realizacdo da
farmacovigilancia afim de avaliar a incidéncia das reag¢des adversas contribuindo
para o conhecimento dos profissionais da saude em relacdo a avaliacéo,
compreensao, identificacdo e prevencdo das possiveis reacdes adversas,
podendo servir de subsidio para a implementacéo de estratégias de prevencéo
dessas reacdes, uma vez que a farmacovigilancia ainda ndo € implementada nas

unidades que administram a soroterapia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral:

- Estimar a prevaléncia de reacdes adversas da soroterapia antibotropica

em pacientes de uma unidade terciaria na Amazonia brasileira.

2.2 Especificos:

- Identificar os sinais e sintomas mais comuns com 0 uso do soro
antibotropico.

- Avaliar a frequéncia das reagfes adversas mais comuns ao SOro
antibotroépico.

- Avaliar o perfil de moléculas citocinas e quimiocinas em pacientes com
0 uso da soroterapia antibotropica.

- Identificar fatores clinico epidemioldgicos e laboratoriais associados a

ocorréncia de reacfes adversas na soroterapia antibotrépica.
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3 PRODUTO DA DISSERTACAO

O artigo intitulado “Early reactions to Bothrops antivenom in the Brazilian
Amazon: frequency and predictive value of cytokine and chemokine profile on
admission” a ser submetido na Revista Cytokine (fator de impacto 3.078), como

artigo original, compde os resultados principais desta dissertacao.
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ABSTRACT

Envenomation by snakebites is a global health problem. Treatment of these
envenomations is performed by administering heterologous antivenoms with
antibodies that bind to and neutralize the venom toxins. Antivenoms have been
used effectively for more than a century. However, their administration may result
in early and/or late adverse reactions that can be severe. The aims of this study
were to estimate the prevalence of early adverse reactions (EARs) of Bothrops
antivenom therapy in a tertiary unit in the Brazilian Amazon, and to determine
whether EARs can be predicted by a characteristic cytokine and chemokine
profile in plasma samples. A cohort of patients bitten by Bothrops atrox was
followed-up at the Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado
(FMT-HVD), from 2014 to 2016. Patients were treated with Bothops antivenom
(BAv; Butantan Institute), according Brazilian Ministry of Health protocols.
Cytokines and chemokines CXCL-8, CCL-5, CXCL-9, CCL-2, CXCL-10, IL-6,
TNF, IL-2, IL-10, IFN-y, IL-4 and IL-17A were measured in patients’ plasma
samples by CBA (Cytometric Bead Array). A total of 186 patients was evaluated,
mostly male individuals (82.3%), who come from rural areas (87.1%), with an
average age of 35 years. Most patients (83.8%) were admitted to the hospital
within 6 hours of the bite occurring, 26 (14%) patients reported having suffered a
previous snakebite and 97 (52.1%) received between 7 and 9 antivenom
ampoules. The frequency of EARs was 16.1% (30), and were mostly mild
reactions. Urticaria was the major EAR observed (46.4%). The risk of EARs was
not related to demographics, clinical conditions, hematological variables or
antivenom dosage. Levels of CXCL-8, CCL-5, CXCL-9, IL-6, TNF, IL-2, IL-10 and
IL-17A at admission were significantly elevated in groups without EARs and with

EARs compared to healthy controls and CXCL-8, IL-2, IL-10 showed significantly
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lower levels in patients who progressed to EARs. On admission, few weak
correlations between cytokines were observed in patients evolving with EARS.
Adverse reactions were generally of mild intensity after Bothops antivenom
therapy. Lower levels of CXCL-8, IL-2, IL-10 predicted the onset of EARS in this
study.

Keywords: Snakebite; Bothrops; Antivenom; Adverse reaction; Interleukin 10;
Cytokine.

1. INTRODUCTION

Snakebites are a neglected public health problem in countries with tropical and
subtropical regions and cause high rates of morbidity and mortality (1-3).
Globally, itis estimated that occur up to 5,500,000 cases of snakebites, 1,841,000
poisonings (2), 138,000 deaths and leave about 400,000 individuals are
permanently disabled annually (4). In Brazil, in 2019 alone, 30,703 cases of
shakebite were reported to The National Disease Information Notification
System, and in the state of Amazonas 2,053 cases were notified in the same
period (5). In the Brazilian Amazon, snakes of the genus Bothrops, especially B.

atrox, are involved in about 90% of cases of snakebite (6-9).

The venom from snakes of the genus Bothrops consists of a mixture of toxins
that induce a variety of signs and symptoms in patients (10-12). Among the most
important components of the venom are the metalloproteinases (MPs) classes P-
[, P-1l and P-Ill, phospholipases A2 (PLA2), serine proteases (SPs), type C lectin
(CLEC) and L-amino acid oxidases (LAAO) (13-20). Local and systemic
manifestations occur due a acao dessas toxinas and the release of inflammatory
mediators (21-26). Envenomations caused by B. atrox normally trigger an
intense acute inflammatory response (27) with pain, edema, flushing, bleeding,
bruising and the formation of flictenas at the site of the bite (27,28). Systemic
manifestations include headache, nausea, vomiting, spontaneous bleeding and

more rarely disseminated intravascular shock (29,30).
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For more than a century, antivenoms obtained by hyperimmunization of animals
(mainly horses) have been used effectively for the treatment of envenomations
(31,32). However, because it is a heterologous serum, early and late adverse
reactions may be triggered. Early reactions involve anaphylactic reactions and
late reactions refer to serum sickness (21,33-38). Worldwide, the incidence of
early anaphylactic reactions to antivenom occurs at a varying rate, depending on
the antivenom used and the characteristics of the patients. In Brazil, more recent
studies report a rate of incidence of early adverse reactions of between 18 and
25% (39,40).

Previously, analyzes have shown that the inflammatory process in Bothrops
shakebite can be intensified by the action of cytokines and chemokines such as
CXCL-8, CCL-5, CXCL-9, CCL-2, CXCL-10, IL -1a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12,
IL-13, IL-17A, TNF-a and IFN-y (41-49). Few studies have evaluated the release
of these mediators in cases of adverse reactions in response to antivenom,
although an increase in cytokines has been observed in anaphylaxis not caused
by antivenom (35,50-52). A study showed that levels of IL-6 and IL-10 decreased
in mild EARs and increased in severe EARs in patients after exposure to

antivenom in Sri Lanka (53).

Due to the occurrence of adverse reactions, the use of premedication is carried
out in several countries. The commonly used drugs are antihistamines H1-
blockers, corticosteroids and, more rarely, adrenaline (54). Currently, the use of
premedication in clinical practice is under question due to low or controversial
efficacy (55). For the treatment of these reactions, are also used adrenaline,

corticosteroids and antihistamines H1-blockers are the medications used (21,56).

The use of pharmacovigilance to assess the incidence of adverse readings is
essential so that the incidence of the readings and their risk factors can be
considered. The objectives of this study are to estimate the prevalence of early

adverse reactions (EARSs) of Bothrops antivenom therapy in a tertiary unit in the
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Brazilian Amazon, and determine whether the EARs can be predicted by a

characteristic profile of cytokine and chemokine in plasma samples.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Study site and patients

This is the follow-up of a cohort of patients treated at the Fundacéo de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), between August 2014 and August
2016. The FMT-HVD is a reference Center for the management of snakebites in

the Brazilian Amazon.

The patients included in the study had been diagnosed with a snakebite caused
by a Bothrops snake. As a non-inclusion criterion, patients who received
antivenom therapy in another hospital unit were not included. The clinical criterion
for envenomation complied with the protocol of the Brazilian Ministry of Health
(21) and the accidents were classified as mild, moderate and severe. Mild
accidents are the most common, and are characterized by pain and local edema,
though not intense or otherwise absent, mild or absent hemorrhagic
manifestations, with or without change in coagulation time (CT) and use of 2 to 4
ampoules of antivenom; moderate accidents are characterized by pain and
edema evident beyond the anatomical segment of the bite, accompanied or not
by local or systemic hemorrhagic changes such as gingivorrhagia, epistaxis and
hematuria with use of 4 to 8 ampoules of antivenom; severe accidents are
characterized by intense and extensive local edema, which can reach the entire
limb with severe pain, and may present blisters with the recommendation of

administration of 12 ampoules of antivenom.

The administration of the antivenom occurred 30 min after the use of the following
premedication in all study patients: hydrocortisone (500mg) IV, cimetidine
(300mg) IV and Dexchlorfeniramine (5mg) VO. Patients received the same type

of liquid antivenom, which was given according to the number of ampoules



43

recommended in the established clinical classification and diluted to 100ml of
0.9% IV saline for 30 to 45 minutes. The antivenom is presented in solution for

injection and diluted directly in the saline bottle.

In each ampoule, the antivenom used contains 10 mL of injectable solution of
fraction F(ab")2 of purified specific immunoglobulins obtained from plasma of
hyperimmunized equines with a mixture of snake venoms from the following
Bothrops genera: 50% B. jararaca, 12.5% B. alternatus, 12.5% B. jararacugu,
12.5% B. moojeni and 12.5% B. neuwedi (57).

2.2 Sample size calculation

The sample was calculated by means of an expected frequency of adverse
reaction identified in a study in the Amazon region with the same antivenom of
23.5% (58), at an 80% power and 5% of significance level. The minimum of 186

individuals was necessary.

2.3 Safety endpoints

Primary safety outcome was defined as the presence of signs and symptoms of
EARs of antivenom therapy represented by urticaria, asthma-like crisis, laryngeal
edema and shock, shortly after infusion up until the first 24 hours after treatment.
Early reactions were treated with intramuscular or subcutaneous adrenaline
(1:1000, 0.3-0.5 mL), which was repeated after 10 minutes, if necessary. After
the reaction symptoms had subsided, AV therapy was restarted.

The secondary safety outcome was defined as the presence of late adverse
events, namely fever, urticarial, arthralgia, adenomegaly, neurological and renal
complications, until D24 (day 24). After D24, patients were advised to return to
the hospital or to contact the study physician by phone in case of any signs of
complications appeared. In case of late reactions, treatment consisted of

analgesics, anti-histamines and corticotherapy.
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2.4 Definition of Adverse Reaction

Adverse reactions are defined as symptoms or signs initiated by exposure to a
drug at a dose normally tolerated by non-hypersensitive people which may be
immunoglobulin E-mediated (IgE) or non-IgE-mediated hypersensitivity reactions
(59).

For this study, EARs were considered those that arose from the moment the
Bothrops antivenom was administered and up to two hours after administration,
and late reactions were those that arose between 5 to 24 days after
administration of antivenom, according to guidelines of the Brazilian Ministry of
Health (21).

Adverse reactions were classified according to the degree severity of immediate
hypersensitivity of Word Allergy Organization (WAO) in Grade 1) skin signs:
generalized erythema, urticaria, angioedema; Grade Il) measurable symptoms,
but not life-threatening; skin signs, hypotension, tachycardia; respiratory
disorders: cough, difficulty breathing; Grade IlIl) life-threatening symptoms:
collapse, tachycardia, bradycardia, arrhythmias, bronchospasm; Grade V)

cardiac and/or respiratory arrest and Grade Ill) (V) death (60).

All participants were followed up by the health team in the first two hours after the
administration of the antivenom. In cases in which subjects had any sign or
symptom suggestive of adverse reactions at any grade of classification,
antivenom therapy was discontinued and treatment with glucocorticoids and
adrenaline was employed. After cessation of signs and symptoms, antivenom
was reintroduced until complete administration. All patients who had any adverse
reaction were able to complete the full administration of the antivenom without

other early or late complications.

2.5 Clinical and Laboratory Parameters
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Data collection included socio-epidemiological variables (gender, age, area of
origin, occupation, zone of occurrence, work-related or non-occupational
accident, date and time of the accident, member affected by the accident, time
elapsed between the bite and care, history of previous accident and identification
of the gender of the snake causing the accident); clinical data (classification and
their number of ampoules of Bothrops antivenom, presence of adverse reactions,
local and systemic manifestations) and laboratory data (whole blood count,
biochemistry and inflammatory cytokines and chemokine). The collection of
material for laboratory tests was performed before the antivenom therapy (TO)
and 24 hours after the antivenom therapy (T1) and processed immediately after
the collection. Patients were constantly monitored for signs and symptoms of
adverse reactions within the first hour and every hour up to 2 hours after
administration of the antivenom was completed, and evaluated after the end of
the first 24 hours. The evaluation consisted of checking blood pressure and
temperature, as well as investigating skin signs such as pruritus and respiratory

signs such as any kind of respiratory difficulty.

At the time of hospital discharge, patients were instructed to return to FMT-HVD
if they presented characteristic signs of late adverse reactions during the

following 24 days.

2.6 Dosage of Cytokines and Chemokines

The dosage of cytokines and chemokines in the plasma samples of the patients
was performed by the flow cytometry technique CBA (Cytometric bead Array)
with the BDTM Kit CBA Human Chemokine (Cat. No. 552990, Lot: 7198865,
brand BD ® Biosciences, San Diego, CA, USA) and Kit BDTM CBA human
Th1/Th2/Th17 Cytokine (Cat. 560484, Lot: 6078753, brand BD ® Biosciences,
San Diego, CA, USA) following the guidelines described by the manufacturer.
The quantified molecules were CXCL-8 (IL-8), CCL-5 (RANTES), CXCL-9 (MIG),
CCL-2 (MCP-1), CXCL-10 (IP-10), IL-6, AND TNF - (Tumor Necrosis Factor), IL-
2, IL-10, IFN-y, IL-4 and IL-17A. The acquisition of the samples was carried out
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with the Cytometry-Flow FACS Canto Il (Becton, Dickinson and Company, San
Jose, CA, USA), at the Fundacéo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do
Amazonas (HEMOAM). The data were obtained in Mean Fluorescence Intensity
(MFI) of each molecule with the FCAP-ArrayTM software (v3).

2.7 Statistical Analysis

Quantitative variables were calculated for frequency and proportions, and
qualitative variables were categorized into groups without EARs and with EARSs.
For the sociodemographic information, the two groups were considered and
univariate regression analysis per block was performed individually, considering
the value of p<0.05. Gross Odds Ratio (OR) with the respective confidence
intervals (Cls) were calculated for all categories. For the laboratory parameters,
the continuous values, analyzed with the aid of the T test, were considered and
the mean and standard deviation was calculated for both groups. Data normality
was performed with the Shapiro-Wilk test and showed a nonparametric
distribution. The comparison of the values of cytokine and chemokine levels in
plasma at TO and T1 was made using the Kruskal-Wallis test, with the Dunn post-
test for multiple comparisons. Correlations between circulating cytokine and
chemokine levels were made with Spearman’'s correlation test, and molecule
networks were built with Cytoscape Consortium software San Diego, CA, USA
(v3.7.2). The correlation coefficient was interpreted according to previous studies
(47,61,62) as being strong (R = 68), moderate (R < 0.36 to R < 0.36) and weak
correlation (R < 0.35). The analysis was performed with the STATA statistical
package (V15. 1) and the GraphPad Prism Software (v6.0).

2.8 Ethical approval

This study was approved by the Research Ethics Committee of the University of
the state of Amazonas (Approval 492.892/2014). The adult patients signed the
Informed Consent Form (ICF) after the study was explained to them. Parents or

guardians signed the consent of patients under the age of 18.
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We evaluated 186 patients with a diagnosis of B. atrox snakebite. Diagnostic

confirmation was performed by enzyme immunoassay in all patients. The majority

of patients were male (82.3%), from rural areas (87.1%) and aged between 16

and 60 years (75.3%) and an average of 35.0 years. The lower limbs were more
often affected (84.4%), more than half (83.8%) of the patients were treated

between 0 and 6 hours after the accident, 14.0% (26) reported having suffered a

previous snakebite, 47.3% (88) were classified as moderate cases and the

majority (52.1%) received between 7 and 9 ampoules of Bothrops antivenom

(Table 1).

3.2 EAR incidence and risk factors

Table 1: Sociodemographic characteristics of patients without EARs and with

EARs after Bothrops snakebite.

Without .
Characteristics Total EARs WIth EARS Gross OR p
n (%)
n (%)
Gender
Female 33 (17.7) 30 (19.2) 3 (10.0) 1
Male 153 (82.3) 126 (80.8) 27 (90.0) 2.14 (0.60-7.53) 0.235
Zone of
Occurrence
Urban 24 (12.9) 23 (14.7) 1(3.3) 1
Rural 162 (87.1) 133(85.3) 29 (96.7) 5.01 (0.65-38.64) 0.122
Age Group
1-15 27 (15.5) 24 (15.4) 03 (10.0) 1
16-60 140 (75.3) 118 (75.6) 22 (73.3) 1.4 (0.41-5.38) 0.542
> 60 19 (10.2) 14 (9.0) 05 (16.7) 2.85(0.59-13.81) 0.192
Location of bite
Upper limbs 29 (15.6) 25 (16.0) 04 (13.3) 1
Lower limbs 157 (84.4) 131 (84.0) 26 (86.7) 1.24 (0.39-3.86) 0.710
Time until care
received
<6 156 (83.8) 131 (84.0) 25 (83.3) 1
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> 6 30 (16.2) 25 (16.0) 5 (16.7) 1.04 (0.36-2.99) 0.930
Previous bite
Yes 26 (14.0) 20 (12.8) 6 (20.0) 1.70 (0.61-4.66) 0.303
No 160 (86.0) 136 (87.2) 24 (80.0) 1
Classification of
the accident
Mild 80 (43.0) 68 (43.6) 12 (40.0) 1
Moderate 88 (47.3) 73 (46.8) 15 (50.0) 1.16 (0.50-2.66) 0.719
Severe 18 (9.7) 15 (9.6) 3 (10.0) 1.13(0.28-4.51) 0.859
Number of
ampoules
administered
4-6 57 (30.7) 47 (30.1) 11 (36.7) 1
7-9 97 (52.1) 81 (51.9) 16 (53.3) 0.92 (0.38-2.21) 0.867
>9 32 (17.2) 28 (18.0) 03 (10.0) 0.67 (0.19-2.34) 0.532

Of the 186 patients evaluated in the study, 30 (16.1%) developed EARSs to

Bothrops antivenom and no patients had late reactions. Among the clinical

symptoms presented by the reactions, pruritus/urticaria was highlighted with
46.4% (Table 2). In addition, among the 30 patients, 10.0% (03) and 13.3% (04)
had nausea and vomiting, respectively.

Table 2: Frequency of EARSs in patients admitted to the hospital after

Bothrops snakebite.

Signs and symptoms

%

Grade |

Facial flushing

Pruritus / urticaria
Angioedema
Grade Il

Dyspnea
Tachycardia
Hoarseness
Laryngeal irritation
Grade Il

Anaphylactic reaction

Bronchospasm

01
13
01

03
02
03
03

01
01

3.6
46.4
3.6

10.7

7.1
10.7
10.7

3.6
3.6

Laboratory tests performed 24 hours after administration of antivenom therapy

(T1) showed values within normal parameters, with the exception of leukocytes
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in both groups and none of them revealed an association with the presence of
EARs (Table 3).

Table 3: Laboratory results of patients without EARs and with EARs admitted
to the hospital after Bothrops snakebite.

Without EARS With EARs

Laboratory tests (n=156) (n =30) Total p
Mean (xDP)

Eosinophils (%) 1.99 (x1.81) 2.36 (x1.84) 2.05(x1.82) 0.341
Lymphocytes (%) 19.2 (#6.93) 20.08 (x7.14) 19.27 (¥6.95) 0.511
Leukocytes (mil/mm3) 11.47 (£3.78)  11.93 (x3.50) 11.54 (¢3,73) 0.535
Basophils (%) 0.05 (x 0.22) 0.03 (x0.18) 0.05 (x0.21) 0.642
Monocytes (%) 5.17 (x2.64) 5.57 (x2.85) 5.24 (x2.67) 0.477
Neutrophils (%) 71.52 (x12.8) 71.02 (£7.7) 71.4 (£12.1) 0.846
Band cells (%) 0.51 (¢1.59) 0.75 (x1.91) 0.55 (+1.64) 0.496
INR 1.29 (£0.20) 1.22 (+0.30) 1.28 (+0.22) 0.125
Venenemia 54,78 (£50.74) 27.90 (¥40.32) 50.87 (x49.95) 0.161

Reference values: eosinophils: 0.0 to 3.0%; lymphocytes: 20.0 to 51.1%;
leukocytes: 4,000 to 10,800/mm3; basophil: 0.0 to 3.0%; monocytes: 1.70 to
9.30%; neutrophils: 40.0 to 70.0%; Band cells: 1 to 5%. INR (International
Standardized Ratio): 0.8 to 1.0.

All reactions occurred within 60 minutes after antivenom administration, the
earliest with 1 minute and mean time of 17.7 minutes. In the analysis, none of the
sociodemographic and clinical variables showed a significant association with the

presence of EARs in these patients.

3.3 Cytokine and chemokine levels on admission and EARs

The levels of the CXCL-9, IL-6, TNF, IL-2, IL-10, IL-4 and IL-17 immune
molecules were higher in the groups without EARs and with EARs when
compared to the control group at TO (Figure 1). The levels of CXCL-8, CCL-5,
CXCL-9, IL-6, TNF, IL-2, IL-10 and IL-17A were significantly elevated in both
groups (EAR - and EAR +). In the comparison between groups, only the
chemokine CXCL-8 and the cytokines IL-2 and IL-10 showed significantly
decreased values in the group with EARs. Decreased concentrations of
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chemokines CXCL-8, CCL-5, CXCL-9, CCL-2 and CXCL-10 were observed in
the group with EARs, although without significance.
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Figure 8: Patients with EARs to Bothrops antivenom had different levels of immune molecules
compared to those without EARs and the control group at TO. Significant differences were
presented in p <0.05 (*), p <0.01 (**) and p <0.0001 (***). Quantification of the levels of molecules
performed by CBA. The graphs show the mean and standard deviation of each molecule in the
two groups, expressed in MFI. Values based on the Kruskal-Willis test.

3.3 Biomarker networks in patients at admission and EARs

The analysis of the data showed that patients without EARs and with EARs have
an interaction of immune molecules different from the control group (Figure 2).
Correlations in TO in the group without EARs show an acute inflammatory
response occurring with weak, moderate and strong interactions between
inflammatory chemokines and cytokines, regulated by IL-10. In addition,
correlations in this group demonstrate a high chemotactic process, with many
weak, moderate and strong interactions occurring between chemokines. In the
group with EARSs, a different interaction of immune molecules was observed, with

a range of negative correlations occurring between chemokines and cytokines, in
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addition to the actuation of a mixed profile of molecules, with the response of Th1,
Th2 and Th17 profiles. In addition, in this group, there was little interaction of IL-

10, possibly due to a major inflammatory event.

Control Group
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Figura 9: The networks show interaction of molecules occurring in patients without adverse
reactions and with adverse reactions at TO. The correction index (r) was used to divide the
correlations by category according to strength into strong (R = 0.68), moderate (R 2 0.36 to R <
0.67) and weak (R < 0.35). Dashed lines show negative correlations and continuous lines, indicate
positive correlations, while line thickness shows the strength of the correlation. Thin lines indicate
weak correlation, medium lines show moderate correlation and thick lines, strong correlation.

3.4 Cytokine and chemokine changes after antivenom therapy

Analysis of patients’ molecule levels showed decreased chemokines CXCL-8,
CCL-5, CXCL-9, CCL-2, CXCL-10 and IL-17A and cytokines IL-6, TNF, IL-2, IL-
10, IFN-Y and IL-4 in the group with EARS, when compared with the group without
EARs in TO and T1 (Figure 3). Significant decreases were observed in circulating
levels of chemokines and cytokines CXCL-8, CXCL-9, CXCL-10, IL-17A and IL-
10 between the two times in the group without EAR. In addition, only the
chemokines CXCL-9 and CXCL-10 showed a significant decrease in T1 in the
group with EAR compared to TO. In T1, there was a decrease in the levels of
CCL-5, CXCL-9, CXCL-10, TNF and IL-10 in the group with EARs, when

compared to TO.
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Figure 10: The levels of immune molecules were different in patients with EARs to Bothrops
antivenom compared to patients without EARs at TO and T1. Significant differences were
presented in p <0.05 (*), p <0.01 (**) and p <0.0001 (***). Quantification of the levels of molecules
performed by CBA. The graphs show the mean and standard deviation of each molecule in the
groups without EARs and with EARs at TO and T1, expressed in MFI. Values based on the
Kruskal-Willis test.

4. DISCUSSION

The occurrence of adverse reactions to the use of antivenoms is common in
clinical practice and has a rate ranging from 3% to 88% in clinical studies (63,64).
This large variation in the prevalence rates of adverse reactions to antivenom is
due to the different forms of antivenom production, speed and amount of
antivenom administered and the specific characteristics of snake venom and the
study population (36).

In this study, we observed a rate of 16.1% of early adverse reactions to
antivenom. Clinical trials have shown values of approximately 18% and 25%
(39,40). IgE-mediated anaphylactic reactions occur by prior contact of the

individual with any component of the antivenom, where mast cells are sensitized
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and in the second contact, IgEs induce their degranulation, releasing
pharmacological mediators (65—67). Anaphylactic reactions not mediated by IgE,
occur due to the production of anaphylotoxins (C3a, C4a and C5a), derived from
the cleavage of serum proteins of the C3, C4 and C5 complement system (68).
Activation of the classical complement system pathway is possibly the main
mechanism for the production of anaphylotoxins in cases of the use of antivenom

(65,67). These make up the majority of EARs caused by antivenoms (67).

Contrary to this knowledge, it was shown that plasma levels of anaphylotoxins
remained stable or decreased in patients stung by Daboia russelii after the use
of antivenom therapy (53). It was not possible to quantify the IgEs and
anaphylotoxins present in patients' plasma, which was one limitation of this study.

Pruritus/urticaria and vomiting were the most observed EARSs in this study with
46.4% and 13.3%, respectively, similar to previous studies with Bothrops
antivenom (39,58,69). All patients were treated with corticosteroids or adrenaline
as recommended by the Brazilian Ministry of Health guidelines (21). For the
prevention of reactions, in this study, the drugs used in premedication were
antihistamines and corticosteroids. Clinical studies have been conducted in order
to evaluate the effectiveness of premedication in the prevention of adverse
reactions to antivenoms of heterologous origin and have not found any protective
effect in the use of antihistamines and glucocorticoids (35,40,70,71). However,
other studies have demonstrated the effectiveness of adrenaline when applied
subcutaneously, immediately prior to antivenom therapy, and indicated that this
method significantly reduces the incidence of early reactions (35,55,72,73).
Studies have not yet been conducted to test adrenaline in the prevention of
adverse reactions to Bothrops antivenom, however this evidence shows that this
drug could be a good tool for preventing EARs to antivenom in those patients with
no history of heart disease.

There was no significant association between sociodemographic variables and

the presence of EARs in our study. In these variables, the majority of males from
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rural areas with economically active age predominated, the lower limbs being the
most affected by the bite, similar to previous studies conducted in the Brazilian
Amazon (8,47,58). This finding may be related to the greater exposure of these
individuals to work and leisure activities (8).

Laboratory tests performed at T1 showed normal values, with only a slight
increase in the levels of leukocytes in both groups. This may be associated with
both the inflammatory effect caused by the action of the venom (74) and the
classical inflammatory action triggered in hypersensitivity reactions (65). An
analysis of the action of metalloproteinases and phospholipases of B. atrox,
showed that within 24 hours after inoculation of the venom, inflammatory
infiltration is mediated mainly by neutrophils and monocytes/macrophages.

An early increase in IL-6 and TNF-a after intraperitoneal injection of venoms from
B. asper and B. jararaca has already been demonstrated in a mouse study (75),
which corroborates our findings. This increase may be linked to acute phase

protein synthesis, mediated by IL-6.

Plasma levels of cytokines such as TNF-a, IL-1 and IL-6 decreased significantly
after administration of antivenin in patients without adverse reactions in
envenomations caused by Echis carinatus sochureki in Iran (76). However, we
showed that the levels of these cytokines remained stable after administration of

Bothrops antivenom even in those patients with EARs.

Our results show high levels of molecules such as CXCL-9, TNF and IL-6. We
suggest that due to this increase, there is the induction of a polarization of
macrophages to the M1 profile by these molecules to act on the inflammatory
process, since the EARs occurred immediately after the administration of
antivenom. It is known that cytokines and chemokines such as CXCL-9, TNF and
IL-6, among others, are inducers of macrophage polarization for the M1 profile
(77-80).
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Our study shows high levels of IL-10 in both groups compared to control and
significantly decreased levels in the group with EARs compared to the group
without EARs. It is known that IL-10 plays an important role, regulating several
aspects in immunological and inflammatory responses (81-83) and possibly also
performs this function in Bothrops envenomations. IL-10 via Th1 cells inhibits the
production of IL — 1 and CXCL-8 (84) and their increased levels were correlated
to decreased levels of IFN-y (75) in envenomations by B. asper. In addition, IL-
10 demonstrated a protective effect in experimental studies (85,86). Thus, we
suggest that by playing the modulating role, IL-10 can exert a protective effect on
the acute reaction induced by the venom, however, its low concentrations
juntamente com niveis diminuidos de IL-2 e CXCL-8 in patients who evolved to
EARSs, decreased this effect, contributing to the appearance of EARs in our study.

Given that we suggest that increased levels of IL-10, IL-2 and CXCL-8 could have
a protective effect against the absence of EAR in these patients, perhaps these
cytokines / chemokines help directly by inhibiting mast cell and basophil
degranulation, or by acting indirectly modulating the immune response. Since IL-
10 inhibited the release of histamine by activated human mast cells (87). In
addition, low doses of IL-2 have been shown to modify the local balance by
modulating Th1/Th2 responses and decreasing the degranulation of basophils
and mast cells in an experimental model (88).

Although it is suggested that the predominant profile of immunological molecules
in Bothrops envenomations is Thl type (44,45), network analysis demonstrated
a plurality in the immune response in both groups and mixed performance of Th1,
Th2 and Th17 profile molecules in the group with EARs. A mouse study showed
that the inflammatory effect caused by the venom of B. erythromelas expressed
a variety of cytokines including TNF-a, IFN-Y, IL-4 and IL-10 (46), which also
corroborates with an analysis that showed that the venom of this genus induces
a response of types Th1/Th2 (89). Notably, this explains the interaction of

molecules in the two groups.
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In an in vitro model, increased production of CCL-2, CCL-5 and CXCL-8 was
observed in cells exposed to the venom of B. lanceolatus (48). This would explain
the acute inflammatory reaction by migration of neutrophils, monocytes and
leukocytes induced by these chemokines. However, our study showed that there
was a decrease in CCL-5, CCL-2, CXCL-8, CXCL-9 and CXCL-10 in the group
with EARs. On the other hand, the increase in IL-6 and TNF, could explain the
signs of hypersensitivity even though this increase was in both groups, since IL-
6 is able to increase the production of glucocorticoid and adrenocorticotropic

hormones (45).

This study presents some limitations such as the lack of Immunoglobulin E (IgE)
and/or anaphylotoxins dosage, which could confirm the presence of IgE-
mediated adverse reactions. In addition, the second collection for laboratory
analysis occurred 24 after the administration of antivenom, which may have
influenced the decrease in the levels of some molecules, taking into account the

half-life of these cells.

5. CONCLUSION

Adverse reactions have been observed in a considerable number of patients
suffering from Bothrops snakebites at approximately the rate reported in previous
studies with Bothrops antivenom. The most common symptoms among the
reactions were pruritus/urticaria and vomiting. The immune response was
different between the groups of patients with interaction of Th2 and Th1l profile
molecules in those without EARSs, and Thl, Th2 and Th17 profile molecules in
those with EARs. There was no significant association of clinical, epidemiological
and laboratory factors with the presence of EARSs. Finally, although the EARs did
not present an association with demographics, clinical condition, hematological
variables and dosage of antivenom, lower levels of CXCL-8, IL-2, IL-10 predicted
the appearance of EARSs in this study and we believe that the immune response
profile assumed in cases of EARs to antivenom is different from snakebites

without EARs and this may be a tool for clinical prognosis.
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4 LIMITACOES DA PESQUISA E PERSPECTIVAS

Este estudo apresenta algumas limitagbes como a falta de dosagem de
Imunoglobulina E (IgE) e/ou de anafilotoxinas, o que poderia confirmar a
presenca de reacdes adversas mediados por IgE. Além disso, a segunda coleta
para analise laboratorial ocorreu 24 apos a administracdo do antiveneno, o que
pode ter influenciado na diminuicdo dos niveis de algumas moléculas, levando

em consideragdo a meia vida dessas células.

Como perspectivas futuras, podem ser destacados a melhoria no
refinamento das formas de producado do soro, o uso do acido caprilico tem sido
uma boa estratégia e de baixo custo para a diminuicdo dessas reagfes (165—
170). O uso de anticorpos monoclonais para a neutralizagdo de algumas
proteinas também tem se mostrado eficaz (171,172). No entanto, um desafio a
ser vencido nesse ambito € o desenvolvimento de anticorpos capazes de

neutralizar pelo menos a maioria das proteinas presentes no veneno.

Além disso, a adrenalina subcutanea (epinefrina) reduziu
significativamente a incidéncia de reacdes adversas precoces em estudos
clinicos (124,130,161,173). Ainda nédo foram realizados estudos para testar a
adrenalina na prevencao de reacfes adversas ao soro antibotrépico, no entanto
essas evidéncias mostram gue esta droga poderia ser uma boa ferramenta para
prevenir reacdes precoces ao antiveneno naqueles pacientes sem histérico de

cardiopatias.
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5 CONCLUSAO

Apesar do longo tempo de uso do antiveneno de origem heterdloga, este
ainda se constitui como o Unico tratamento eficaz para envenenamentos
causados por serpentes. A taxa de reacOes adversas resultantes da aplicacéo
desse tratamento é variada nas regifes, isso possivelmente devido a fatores

diversos, incluindo também a qualidade no processo de fabricacao.

Os sintomas mais comuns entre as reacdes foram prurido/urticaria e
vomito. A prevaléncia de reacdes adversas ao soro antibotrépico foi de 16,1%
em nosso estudo. A resposta imunoldgica foi diferente entre os grupos de
pacientes com interacdo de moléculas do perfil Thl e Th2 nos sem reacéo

adversa, e moléculas do perfil Thl, Th2 e Th7 naqueles com reacao adversa.

N&o houve associacgéo significativa dos fatores clinico, epidemiol6gico e
laboratorial com a presenca de reacdes adversas. Por fim, apesar de as reacdes
adversas ndo apresentarem associacdo com a demografia, condicdo clinica,
variaveis hematologicas e dosagem de antiveneno, niveis mais baixos de CXCL-
8, IL-2, IL-10 previram o aparecimento de reagdes adversas neste estudo e
acreditamos que o perfil de resposta imunolégica assumidos nos casos de
reacao adversa ao antiveneno é diferente dos outros acidentes e isso pode ser

uma ferramenta para prognéstico clinico

Assim, sugerimos que mais estudos clinicos sejam conduzidos a fim de
encontrar novas estratégias para a prevencao dessas reacées em pacientes que

recebem a soroterapia.
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7 ANEXOS E APENDICES

Anexo | — Parecer do Comité de Etica da Universidade do Estado do Amazonas

UEA UNIVERSIDADE DO ESTADO Plataforma
GNIVERSIDAOE DO AMAZONAS - UEA %cvl

DO ESTADO DO
AMAZONAS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Antibioticoterapia empirica precoce: um ensaio clinico randomizado para avaliacdo 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 Saude da Universidade do Estado do
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 492892
Data da Relatoria: 13/12/2013

Apresentagiao 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 Fundacdo 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 populag&o para

um periodo de nove mesmo de selecdo amostral.
Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:
- Avaliar a eficacia da antibioticoterapia empirica precoce na prevencao de infecges 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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em pacientes vitimas de acidentes ofidicos.

Objetivo Secundario:

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

pacientes pés acidente ofidico; - Verificar a evolucao clinica relacionada a infeccdo 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.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos sdo minimos por tratar de avaliacdo clinica sem teste de novas drogas, se trata de utilizacdo de
antibioticoterapia empirica precoce.

Beneficios:

Este estudo propiciara a participacdo direta dos profissionais de salde 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 diminuicao da incidéncia de infeccdes secundarias pos-
acidente ofidico, reducdo de gastos com internac@o hospitalar e tratamento dessas infec¢ées, prevencéao de
resisténcia

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

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
O estudo contribuira para o tratamento mais apropriado para os acidentes ofidicos na Amazonia.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todos os termos foram apresentados.

Recomendagoes:
Sem recomendacdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Sem pendéncias.

Situagdo 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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Continuagao do Parecer: 492.892
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

MANAUS fnbro d,e 2013

/ Assmad,(/r po/.
Manoel Luiz eto
Coordenador)
Prof. M.Sc. Manogf Luiz Neto
Coordepador
Comité de Etica em Pesquisa
ESA | UEA
Enderego: Av. Djalma Batista, n° 3578, Chapada
Bairro: chapada CEP: 69.050-030
UF: AM Municipio: MANAUS
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FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA g QW“M mo
DOURADO ((FMT-HVD))

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

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

Pesquisador: Jacqueline de Aimeida Gongalves Sachett

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 19380913.6.3001.0005

Instituicdo Proponente: Escola Superior de Ciéncias da Satde da Universidade do Estado do
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 602.907-0
Data da Relatoria: 20/12/2013

Apresentacgao do Projeto:
conforme parecer # 492.892, de 13/12/2013.

Objetivo da Pesquisa:
conforme parecer # 492.892, de 13/12/2013.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
conforme parecer # 492.892, de 13/12/2013.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
conforme parecer # 492.892, de 13/12/2013.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacédo obrigatéria:
conforme parecer # 492.892, de 13/12/2013.

Recomendacades:

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.

Endereco: 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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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 aprovagao do mesmo.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O presente projeto estd 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 davida o
pesquisador deve entrar em contato com o CEP/FMT-HVD, que lhe oferecera as orientagdes necessarias.

MANAUS, 12 g€ Abril de 2014

Ass\nado 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 numero CAAE foi alterado de 19380913.6.0000.5016 para 19380913.6.3001.0005.
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UEA UNIVERSIDADE DO ESTADO £ Plataforma
UNIVERSIDADE DO AMAZONAS - UEA %ﬂﬁl

DO ESTADO DO
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 infeccdo 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 Satde da Universidade do Estado do
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DA NOTIFICAGAO

Tipo de Notificagdo: Outros

Detalhe: solicitacdo de alteracdo o medicamento utilizado

Justificativa: Venho por meio desta solicitar alterac@o no projeto intitulado ¢ Antibioticoterapia
Data do Envio: 14/05/2014

Situagao da Notificagdo: Parecer Consubstanciado Emitido
DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 677.472
Data da Relatoria: 26/05/2014

Apresentagio da Notificagdo:

Venho por meio desta solicitar alteracd@o no projeto intitulado Antibioticoterapia empirica precoce: um ensaio
clinico randomizado para avaliacdo de superioridade de ciprofloxacina versus placebo em infeccao
bacteriana secundaria de pacientes vitimas de acidentes ofidicos na Amazénia Brasileira e aprovado sob o
n® CAAE:19380913.6.0000.5016. Apos intensas reunides com um painel de especialistas das areas de
dermatologia, infectologia, patologia, farmacologia, hematologia e clinica médica, houve a constatacdo de
que a antibioticoterapia empirica precoce com a utilizacdo do medicamento Ciprofloxacino possui espectro
de acdo um pouco restrito, necessitando associacdo de outras drogas para uma atuacdo mais satisfatoria.

Com isso, optou-se

Endereco: 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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para a utilizagao de inibidor da betalactamase Clavulin BD, por se tratar de maior espectro de agao contra
bactérias aerdbias e anerdbias, gram positivas e negativas.

Objetivo da Notificagao:

Alterar a terapia medicamentosa com ciprofloxacina para Clavulin inibidor da betalactamase por se tratar de
maior espectro de agdo contra bactérias aerébias e anerdbias, gram positivas e negativas.

Avaliagcado dos Riscos e Beneficios:

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

Comentarios e Consideragoes sobre a Notificagao:
conforme parecer # 492.892, de 13/12/2013.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
conforme parecer # 492.892, de 13/12/2013.

Recomendagdes:
conforme parecer # 492.892, de 13/12/2013.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
conforme parecer # 492.892, de 13/12/2013.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Parecer aprovado de acordo com a resolucao 466 de 12 de Dezembro de 2012 do CONEP

MANAUS, 06 d Junj 14/

72

Assinado p
Manoel Luiz Netp
(Coordenador)
Prof. N.S¢. Manoel Luiz Neto
Ceordenador
Comité de Etica em Pesquisa
ESA /| UEA
Enderego: 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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Anexo IIl — Notificacdo para utilizacdo de dados
U EA UNIVERSIDADE DO ESTADO ™ Plabaoformoa
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DO ESTADD DO
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

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

Pesquisador: Jacqueline de Almeida Gongalves Sachett

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 18380913.0.0000.5018

Instituigio Proponente: Escola Superior de Ciéncias da Salde da Universidade do Estado do
Patrocinador Principal: Financiamento Priprio

DADOS DA NOTIFICAGAD

Tipo de Notificagio: Outros

Detalhe: Notificagio de utilizag3o dos dados

Justificativa: As notificagio se refere a ufilizagio dos dados gerados pela pesquisa original em
Data do Envio: 0200772018

Situagido da Motificagio: Parecer Consubstanciado Emitido

DADOS DO PARECER

Miumero do Parecer: 3.458.147

Apresentagio da Motificagio:

Justificativa: As nofificagdo se refere a utilizagio dos dados gerados pela pesquisa original em prol de dois

outros subprojetos coordenados por mim e, que, "nde" necessitardo de novas informagdes ou novas
amostras dos pacientes (ANEXO).

Objetivo da Notificagio:

utilizar dados gerados pela pesquisa orginal em prol de dois outros subprojetos Antibicticoterapia empirica
precoce: um ensaio clinico randomizado para avaliagdo de superioridade de ciprofioxacina versus placebo
em infecgio bacteriana secundaria de pacientes vitimas de acidentes ofidicos na Amazdnia Brasileira.

Endersgo:  Av. Canvaino Leal, 1777

Balro: chapada CEP. 50050030
UF: AM Munleipho:  MANALS
Talefons: (92135754368 Fax (S2)3575-4365 E-mall: cepueaf@gmall.com
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