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RESUMO

O ofidismo é um problema de saude publica negligenciado, e na Amazonia sédo
comuns 0s casos ocasionados pela serpente Bothrops atrox. O veneno da B.
atrox (BaV) causa importantes alteracGes fisiopatologicas locais e sistémicas,
promovendo intensa reacdo inflamatoria. A exacerbacdo da resposta
inflamatoéria local conjuntamente com a acdo do BaV, pode resultar em
complicagéo tecidual grave e formacéao de flictenas, conhecidas como “bolhas”.
Entretanto, os mecanismos imunes envolvidos ainda sado pouco elucidados.
Diante disso, caracterizamos o perfil de células imunes locais e circulantes e
mediadores envolvidos no processo inflamatério em vitimas de acidentes
causados por B. atrox. Para isso, foi coletado o sangue periférico em trés
momentos: antes da soroterapia (T0), 24 horas (T1) e 48 horas (T2) apos a
soroterapia. O conteudo exsudativo das bolhas foi coletado por aspiracdo ao T2.
A populacao foi composta por 48 pacientes, 29 participantes do grupo leve e 19
do grupo grave, e destes, 09 desenvolveram flictenas. Além disso, foram
incluidas 48 amostras de participantes sem histérico de acidente ofidico,
compondo o grupo controle. As contagens das células e dosagem de citocinas
foram realizadas pela técnica de citometria de fluxo. Nossos achados
demonstram que 0s grupos de caso apresentaram ao TO um padrédo de resposta
similar, com aumento nos percentuais dos mondcitos inflamatorios, linfécitos T,
NKT e células B. Concomitantemente as quimiocinas CCL-2, CXCL9, CCL-5,
CXCL-10 e citocinas IL-1B e IL-10 elevaram. Ao longo do tempo, 0S grupos
apresentaram mudancas no perfil de resposta, como aumento dos mondcitos
patrulhadores no grupo leve e da IL-6 no grupo grave. Ap6s 48 horas do
tratamento, o grupo leve novamente é observado o aumento da resposta
inflamatéria. Contrariamente no grupo grave o repertério de resposta ainda é
escasso, com possivel atuacdo de mondcitos patrulhadores, linfocitos B e das
moléculas CCL-2 e IL-6. A nivel local, o dano tecidual induziu uma resposta de
perfil inflamatoério, com aumento dos mondcitos inflamatorios e patrulhadores,
assim como de CCL-2, IL1B, IL-6 e TNF. Também foi observado aumento de
NKT, TCD4* e IL-10, que atuam em respostas imunorregulatérias, exibindo
assim um perfil de resposta regulada no local da picada. Acreditamos que o
aumento de CCL-2 e IL-6 conjuntamente com linfocitos B, apresentam potencial
para um marcador de prognostico clinico em pacientes com complicagcéo grave.

Palavras-chave: Bothrops atrox, imunidade celular, interleucinas, quimiocinas,
inflamacéo, flictena.



ABSTRACT

Snake accident is a neglected public health problem, and cases caused by the
snake Bothrops atrox are common in the Amazon. The B. atrox venom (BaV)
causes important local and systemic pathophysiological changes, promoting an
intense inflammatory reaction. The exacerbation of the local inflammatory
response, together with the action of BaV, can result in severe tissue
complications and the formation of blisters. However, the immune mechanisms
involved are still poorly understood. Therefore, we characterized the profile of
local and circulating immune cells and mediators involved in the inflammatory
process in victims of accidents caused by B. atrox. For this, peripheral blood was
collected at three times: before serum therapy (T0O), 24 hours (T1) and 48 hours
(T2) after serum therapy. The exudative content of the bubbles was collected by
aspiration at T2. The population consisted of 48 patients, 29 participants in the
mild group and 19 in the severe group, and of these, 09 developed blisters. In
addition, 48 samples from participants without a history of snakebite accidents
were included, making up the control group. Cell counts and cytokine dosage
were performed using the flow cytometry technique. Our findings demonstrate
that the case groups presented a similar response pattern to TO, with an increase
in the percentage of inflammatory monocytes, T lymphocytes, NKT and B cells.
Concomitantly, the chemokines CCL-2, CXCL9, CCL-5, CXCL-10 and IL-13 and
IL-10 cytokines were elevated. Over time, the groups showed changes in the
response profile, such as an increase in patrolling monocytes in the mild group
and IL-6 in the severe group. After 48 hours of treatment, the mild group is again
observed to increase the inflammatory response. In contrast, in the severe group,
the response repertoire is still scarce, with the possible role of patrolling
monocytes, B lymphocytes and CCL-2 and IL-6 molecules. At the local level,
tissue damage induced a response with an inflammatory profile, with an increase
in inflammatory and patrolling monocytes, as well as in CCL-2, IL1j3, IL-6 and
TNF. It was also observed an increase in NKT, TCD4+ and IL-10, which act on
immunoregulatory responses, thus exhibiting a regulated response profile at the
bite site. We believe that the increase in CCL-2 and IL-6 together with B
lymphocytes, have potential as a clinical prognostic marker in patients with
severe complications.

Keywords: Bothrops atrox, cellular immunity, interleukins, chemokines,
inflammation, blister.



RESUMO LEIGO

Na Amazbnia, a Jararaca € a principal serpente responsavel pelos
acidentes. Essa serpente pode causar uma reacao inflamatoéria devido a acao
das células de defesa do corpo contra o veneno, e isso pode levar ao
desenvolvimento de bolhas na pele, dificultando a recuperacdo da vitima. No
entanto, a forma como isso ocorre ainda ndo é muito conhecido em humanos.
Logo, este estudo teve por objetivo trazer informacdes sobre o envolvimento de
células e moléculas imunes através de exames laboratoriais. Realizamos
exames de sangue dos pacientes picados em trés momentos, antes de receber
o soro (T0), 24h apods (T1) e 48h apos o tratamento (T2). Também foi coletado
no tempo de 48h o contelddo da bolha. Avaliamos também o sangue de 48
participantes saudaveis que nunca foram picados por cobras. Os pacientes
foram divididos de acordo com a gravidade do acidente, com um total de 29
participantes com acidente leve e 19 graves, sendo que dos graves, 09 tiveram
bolhas. Acreditamos que o aumento de CCL-2 e IL-6 conjuntamente com
linfécitos B, apresentam potencial para um marcador de progndstico clinico em
pacientes com complicagéo grave.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o acidente ofidico é
uma doenca tropical negligenciada (DTN) e potencialmente fatal (1). Representa um
Sério agravo na saude publica e ocorrem a nivel global, predominante em regites

tropicais e subtropicais (2,3).

No ano de (2019) cerca de 5.4 milhdes de pessoas foram picadas por
serpentes, ocasionando 2.7 milhdes de envenenamentos e aproximadamente 81.000
a 138.000 Obitos, além de 400.000 casos de amputacdo e outras sequelas

permanentes (4,5).

7

No Brasil, a maioria dos acidentes é atribuido ao género Bothrops, que é
amplamente distribuido em todo o territério e possui aproximadamente 30 espécies,
encontradas em ambientes diversos como areas litoraneas, Umidas, agricolas,

periurbanas, cerrados, e areas abertas (6).

O Sistema de Informagao de Agravos de Notificagcao (SINAN) registrou no ano
de (2020), cerca de 20.833 casos de acidentes botropicos em todo o pais, dos quais

grande parte ocorreram na regido Norte, correspondendo a 8.825 acidentes (Figura

1) (7).
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Figura 1. Notificacao dos acidentes botrépicos segundo regides (7).
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Na Amazonia Brasileira, a espécie B. atrox € responsavel por aproximadamente
90-95% dos acidentes ofidicos, e as notificacdes dos acidentes se distribuem por
todos os estados. A populagdo mais afetada sdo homens, moradores de areas rurais,
na faixa etaria entre 16 e 45 anos e sobretudo nos membros inferiores (8—11).

Um mapeamento realizado no estado do Amazonas por Feitosa et al., (2015),
demonstrou que os municipios de Uarini, Novo Airdo, Rio Preto da Eva, Borba,
Alvardes e Sao Gabriel da Cachoeira, representam as maiores taxas de incidéncia,
correspondendo a 150 casos por 100.000 habitantes / ano, (Figura 2) (10). E no ano
de (2020), segundo dados do SINAN, foram notificados cerca de 1.713 casos de

acidentes botrépicos no estado (7).
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2 - MARAA 19 - JURUA 30 - AMATURA 41 - TABATINGA 52 - EIRUNEPE

9- FONTE BOA 20 - URUCURITUBA 31 - MAUES 42 - BORBA 53- APUI

10 - RIO PRETO DA EVA 21 - ITACOATIARA 32 -S. PAULO DE OLIVENCA 43 - ATALAIA DO NORTE 54 - IPIXUNA

11 - CODAJAS 22 - SILVES 33 - AUTAZES 44 - BEUAMIN CONSTANT 55 - GUAJARA

Figura 2. Distribuicdo espacial de envenenamentos causados por picadas de serpente no estado do
Amazonas, de 2007 a 2012 (10).
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1.2 Peconha botrépica e aspectos clinicos

As serpentes peconhentas possuem capacidade de inocular sua peconha por
meio do aparelho bucal modificado chamado de presas, os musculos compressores
agem sobre as glandulas, que liberam misturas complexas de diferentes moléculas
ativas que passam pelos ductos até as presas que sdo inoculadas em suas vitimas
(12,13).

O peso seco das distintas por¢cdes do veneno de serpentes € constituido por
cerca de 90 a 95% de proteinas, enzimas digestivas e peptidios de amplo perfil
bioquimico e toxicologico (14,15). A classificacdo qualitativa e quantitativa dos
distintos grupos de toxinas da peconha de viperideos, possibilitou compreender que a
acao conjunta destes constituintes afetam diferentes alvos fisiol6gicos, promovendo
alteracdes hemorragicas e/ou coagulopatias, citotoxicidade e/ou miotoxicidade, além

de neurotoxicidade (3,16).

A distribuicdo basica dos componentes tdéxicos mais abundantes da peconha
de viperideos encontram-se resumidos na (Figura 3). Os niveis proteicos do veneno
total estdo representados em porcentagens (%), e as barras correspondem as
atividades bioldgicas. Também sendo possivel evidenciar estruturas tridimensionais

de ressonancia magnética cristalogréafica das proteinas presente na peconha (3).
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[[] Citotoxicidade ou Miotoxicidade

b "‘5:5;‘/ g v’é Il Neurotoxicidade
F100 RN . «’3‘;-
\\'%:"4" e [
80 | Wb p &
K M
ol B 5 ‘%29 T S
B (2 Ny g

40

20

Pecgonha (%) - Viperideos
G
L
AP
K\?‘?\J
s
irSi)s
)
et
%
5
&
qQ
C \

T T T

Classe Classe Mondémero Dimero
Pl
G =

SVMP PLA2 SVSP  3FTx DTx CLT  CRISP LAAO MYO

Figura 3. Niveis das toxinas de Viperideos. Metaloproteinase do veneno de serpentes (SVMP);

fosfolipase Az (PLA?); serino proteinase do veneno de serpentes (SVSP); Three finger toxin - “toxina de
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trés dedos” (3FTx); dendrotoxina (DTX); proteina lectina do tipo C (CTL); proteina secretora rica em
cisteina (CRISP); L-aminoéacido oxidase (LAAQO) e miotoxina (MYO). Adaptado por Sousa, 2020 (3).

O BaV possui distintas proteinas que garantem sua versatilidade funcional,
entretanto, algumas por¢cdes sao encontradas em maiores concentracbes, como as
SVMP-PIIl (40.3%), SVMP-PI (6.5%), SVMP-PIl (4.6%), CTL (13.1%), SVSP
(10.30%), LAAO (8.7%) e PLA2 (5.7%) evidenciados na (Figura 4) (17).
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Figura 4. Protedmica do BaV de serpentes com habitat da floresta Amazoénica. Metaloproteinase do
veneno de serpentes (SVMP); proteina lectina do tipo C (CTL); serino protease do veneno de serpentes
(SVSP); L-aminoacido oxidase (LAAO); proteina rica em cisteina (CRISP); fosfodiesterase (PDE);
nucleotidase (NUC); fator de crescimento endotelial vascular (VEGF); fator de crescimento neural
(NGF) e hialuronidase (HYAL). Adaptado de Sousa et al., 2017 (17).

Os acidentes causados por serpentes deste género sdo de grande importancia
médica na Amazbnia, pois resultam em significativas manifestacdes locais e
sistémicas decorrentes principalmente das atividades coagulotoxica, proteolitica e

inflamatoria aguda (13,18).
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As SVMPs séo enzimas proteoliticas dependentes de zinco (Zn) e pertencentes
a familia das proteases (13,19). Abundantes no BaV e expressas e classificadas com
base em seu tamanho e estrutura de dominio nas classes P-I, Il e lll (Figura 4) (17).
Apresentam atividade catalitica em diversos substratos, mas o principal alvo esta nas
proteinas da matriz extracelular e na membrana basal, 0 que caracteriza sua acao
hemorragica (20,21). Além disso, degradam fibrinogénio e fibrina, fatores de
coagulacdo, inibe a agregacdo plaquetaria, induz apoptose, leva a quadros de
mionecrose local, dermonecrose e intensa reacao inflamatoria (22,23).

As proteinas CTL sédo moléculas diméricas dependentes de ions de calcio
(Ca2+) e estéo envolvidas em alteracdes hemostaticas. Sao proteinas que se dividem
entre lectinas tipo-C verdadeiras e lectinas tipo-C-like “falsas”. As CTL verdadeiras
possuem capacidade de liga-se a carboidratos de superficie celular devido ao dominio
de reconhecimento de carboidratos (CRD, do inglés, carbohydrate recognition
domain), e essa ligacdo promove hemaglutinacdo, além de inibir ou ativar receptores
especificos da membrana das plaquetas e de proteinas da cascata da coagulacdo
(24,25).

Lectinas tipo C-like “falsas” ndo possuem o dominio de ligacdo aos
carboidratos, e com isso, ndo apresentam atividade aglutinante, porém, séo pré e
anticoagulantes devido sua capacidade de ligacdo e inibicdo da trombina e da
agregacdao plaquetaria (25). Todavia, alteracdes provocadas pelas CTL nao se limitam
apenas as hemostaticas, atuam também em eventos inflamatérios, induzindo a
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias e regulatérias, modulando a resposta imune

aos envenenamentos botropicos (26).

As SVSPs, também conhecidas como endopeptidase de serina sdo enzimas
toxicas que atingem o sistema de fibrindlise (27), ativam o plasminogénio
convertendo-o em plasmina, e com isso, sao frequentemente referidas como enzimas
semelhantes a trombina (TLES, do inglés Thrombin-like enzymes) (28,29). Além disso,
possuem fungdo anticoagulante atuando como agente desfibrinogenante, gerando

diversos fibrinopeptideos pela clivagem de fibrina (29).

As LAAOs séo flavoenzimas com especificidade catalitica para aminoacidos
hidrofébicos e aromaticos de cadeia longa. A desaminagéo oxidativa dos aminoacidos
dar origem a alfa-cetoacido, amoénia e peroxido de hidrogénio (H202). O H202 € um

composto altamente reativa ao oxigénio, capaz de induzir apoptose de diversos tipos
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celulares (30,31). Também atua em quadros hemorragicos, na inducdo e/ou inibicéo

da agregacao plaquetaria, na ativacado de leucécitos e na formacao de edema (32).

A PLA: também representa um dos principais componentes do veneno
botrépico (Figura 4), podendo ser classificada por um acido aspartico 49 (Asp49) que
tém a capacidade de catalisar a hidrélise de fosfolipidios, resultando na liberacao de
acidos graxos e lisofosfolipideos, e lisina 49 (Lys49), que ndo apresenta essa
atividade catalitica, entretanto, assim como Asp49 induzem a mionecrose e aumento
da permeabilidade celular, por meio da ancoragem nas membranas celulares (17,33—
35).

A mionecrose € uma das ac¢des mais importantes desta toxina, devido a acao
miotoxica que leva a lesdes das fibras musculares, rompendo a integridade da
membrana plasmatica (36). Os eventos inflamatérios acarretados pela acdo das PLA2
sdo decorrentes da hidrolise dos fosfolipidios e hemdlise celular que induzem a
sintese de mediadores lipidicos (leucotrienos, tromboxano e prostaglandinas) e,

simultaneamente ativam células do sistema imune (37-39).

De modo geral, a maioria das complicacbes locais sdo decorrentes da
protedlise e mionecrose no tecido acometido, o que gera inflamacéo, dor, edema,
bolhas, sindrome compartimental e em alguns casos, infec¢des secundarias (40,41).
A presenca da peconha de viperideos no musculo também pode provocar uma

miotoxidade generalizada, desencadeando quadros de rabdomidlise (3).

Enquanto as manifestagbes sistémicas podem culminar em distarbios
plaguetarios e hemorragicos, provocando gengivorragia, equimoses, hematuria,
hematémese, hipotensdo ou hipovolemia, além de lesdes miocardica, arritmias,
cefaleia, vomitos, insuficiéncia renal e neurotoxicidade (pré e pés-sinaptica) (40-42).
Na (Figura 5) observamos um resumo dos efeitos fisiopatoldgicos decorrente da acéo

das toxinas do peconha em diferentes sistemas (3).
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Figura 5. Resumo da acgdo das toxinas do veneno em diferentes sistemas (3).

1.3 Formacéo de flictenas

Os eventos fisiopatolégicos envolvidos na formacao de flictenas “bolhas”, tem
grande cooperacao das SVMPs, pois acarretam danos a membrana basal (MB) dos
capilares e separacdo da juncdo dérmico-epidérmica, com acgdes proteolitica sobre

componentes da matriz extracelular (MEC) (43).

As moléculas estruturais mais abundantes da MEC sao colagenos, lamininas e
proteoglicanos, e na membrana basal temos sobretudo lamininas e colageno do tipo
IV, que formam uma rede estrutural aderida as células endoteliais por meio das
integrinas, que sao receptores de membrana responsaveis por interacdes
intercelulares (44,45). As SVMPs atuam sobre a matriz intersticial fibrilar que esta
subjacente a BM e interconectar o endotélio com o tecido vizinho (46).
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SVMPs hemorragicas das classes I, Il e lll agem na microvasculatura e
hidrolisam proteinas adicionais da MEC, tendo como principal alvo o colageno do tipo
VI, laminina, nidogénio e proteoglicanos que conectam as proteinas estromais da
matriz a MB. Também hé hidrélise de componentes da membrana plasmatica, como

0s receptores de integrina (Figura 6) (46).
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Figura 6. Hidrélise provocada por SVMPs (46).

As classes P-lI e P-ll hidrolisam preferencialmente componentes da
microvasculatura, enquanto as P-lI encontram-se mais disseminadas nos tecidos
(46,47). As alteracdes proeminentes da hidrose na microvasculatura resulta no
enfraquecimento e distensdo dos microvasos, seguido do comprometimento das
forcas hemodinamicas que se estendem as células endoteliais, fazendo com que haja
o0 rompimento da parede celular e extravasamentos, com acumulo de liquidos nos

espagos intersticiais (48).

A acédo catalitica sobre a BM dos tecidos € determinada pela presenca da

subunidade a3 da laminina, proveniente da pele, assim como do colageno estrutural
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do tipo IV e outros componentes da interface dérmico-epidérmica, que juntamente

com a acdo hemorragica € a base para formacéao das bolhas (Figura 7) (46,49,50).

Figura 7. Alteracdes histologicas induzida por SVMPS. (a) padrao histol6gico normal; (b) Apds 1 hora
da injecéo da pegonha; (c) Apos 6 horas, presenca de inchago proeminente, hemorragia (setas) e bolha
em formagéo (*), (43).

Neste cenario, ha a liberacdo de peptideos biologicamente ativos o que induz
ao processo inflamatdério, ativando a sintese de proteinases enddgenas, tais como as
metaloproteinases de matriz (MMPs), que degradam as proteinas que ligam e
estruturam os colagenos fibrilares, promovendo uma cascata de desestabilizacao dos

feixes de colageno (46).

Gutiérrez et al., 2016 (46) exemplifica diferentes fontes de origem das proteinas
exsudativas, sendo estas: (A) por citotoxidade celular, como nas fibras musculares;
(B) hidrélise de componentes da MEC, que leva ao dano direto nos tecidos e células
residentes, como mastocitos e fibroblastos, que induz a liberacdo de mediadores, a
formacdo de um infiltrado celular e edema; (C) infiltrado inflamatorio composto
predominantemente de células fagociticas contribuindo na liberagdo de mediadores e

proteinases e; (D) visao geral do dano induzido (Figura 8) (46).
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Figura 8. Representacdo esquematica das diferentes fontes de proteinas presentes no exsudato (46).

Outro componente que também atuam nesse processo e merecem destaque
séo as PLA2, que contribuem para leséo tecidual em virtude de sua atividade miotoxica
(51). A integridade da membrana plasmatica é rompida, e pode ser secundaria a
hidrélise dos fosfolipidios de membrana, ou por meio de interacdes hidrofébicas
causadas por homologos cataliticamente inativos (36).

As miotoxinas provocam lise celular pelo aumento da permeabilidade da
membrana ao ion Ca2*, o influxo de calcio no citosol provoca hipercontracdo dos
miofilamentos, além da ativacdo de proteinases e alteragcbes mitocondriais, com

lesbes miotoxica permanentes (52).
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Além disso, a participacdo das LAAO é atribuida a inducdo de apoptose,
necrose e autofagia em queratindcitos, o que provoca alteragcdes morfologicas e
consecutiva morte celular (53). Os eventos cataliticos descritos anteriormente por
todas as moléculas citadas sucedem ao extravasamento de exsudato para os tecidos,
resultado do processo inflamatério decorrente da acdo do veneno e levando a

formacéo de edema e bolhas préximo ou a distancia do local da picada (46).

O dano direto aos tecidos, particularmente decorrentes da necrose das fibras
musculares e degradacdo da MEC, MB dos capilares, acido hialurénico e outras
moléculas da matriz, induz ao reconhecimento intracelular e extracelular de padrdes
moleculares associados ao dano (DAMPSs) que promove a ativagao da resposta imune

e liberac@o de inumeros mediadores inflamatoérios (Figura 9) (54).
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Figura 9. Resumo hipotético dos eventos que levam ao dano do tecido injetado a peconha botrépica
(54).

Como descrito anteriormente, muitas por¢des do veneno resultam em danos
locais, com alteracfes estruturais e conformacionais com subsequente formacao de
bolhas e recrutamento leucocitario (55). As bolhas podem desenvolve-se em
proporcdes variaveis, com conteudo claro, seroso, hemorragico ou necrotico (Figura
10), observadas apods as primeiras 24 horas do acidente (56), e em torno de 7 a 14

dias, ocorre o processo regenerativo na derme e epiderme (57).
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Figura 10. Desenvolvimento de bolha no membro acometido. Fonte: acervo do Centro de Pesquisa

Clinica em Envenenamentos por Animais Pegonhentos (CEPCLAM).

A presenca de bolhas proximo ou a distancia do local picado pode facilitar a
entrada e proliferacdo de microrganismos, causando infec¢des secundarias, presente
em 8,3% das complicacdo que sédo decorrentes de 6,6% dos casos de pacientes que
apresentam esta complicacdo, conforme os dados clinico-epidemiolégicos registrados
na Amazonia (9,43,46).

1.4 Tratamento

O tratamento indicado para neutralizar os efeitos do BaV consiste na
administracdo da soroterapia. A solugdo contém imunoglobulinas especificas e
purificadas, constituidas pela fracdo F(ab’)2 do plasma de equinos hiperimunizados
(58,59).

No Brasil, o soro antibotropico (SAB) € constituido por imunoglobulinas
produzidas com pool de peconha botrépica, sendo 50% de veneno da B. jararaca e
12,5% de B. alternatus, B. moojeni, B. jararacussu e B. neuwiedi (60,61). A producao
€ realizada principalmente pelo Instituto Butantan (IBU), Fundacé&o Ezequiel Dias e o
Instituto Vital Brasil, sendo este um produto imunobioldgico disponibilizado

gratuitamente pela rede publica do Sistema Unico de Saude (SUS) (60).

O tratamento pode ser ajustado de acordo com a gravidade do acidente,
baseado nos sinais e sintomas apresentados pelo paciente, ou seja, o protocolo
preconizado pelo Ministério da Salude recomenda um nimero de ampolas para cada

caso, tal como pode ser visto no quadro 01 (41).
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Quadro 1. Classificacdo quanto a gravidade e soroterapia recomendada em acidentes

botrépicos:
) ) _ N° de
Acidente | Antiveneno Gravidade
ampolas
Leve:
Quadro local discreto; sangramento discreto
na pele ou mucosas; pode haver disturbio 2-4
da coagulacao.
Moderado:
aSAB
_ Edema e equimosa evidentes; sangramento
Botrépico bSABL _
sem comprometimento do estado geral; 4-8
°SABC | disttrbio da coagulacao.
Grave:
Alteragbes locais intensas; hemorragia
grave; hipotensdo ou choque; insuficiéncia 12
renal; anuria e disturbio da coagulacéao.

aSAB= Soro antibotrépico (pentavalente);

bSABL= Soro antibotrépico-laquético (pentavalente);

¢SABC= Soro antibotrépico-crotalico (pentavalente).

Fonte: Ministério da Salde do Brasil. Guia de vigilancia em salde, 32 edicao (41).

1.5 Células imunes e resposta local e sistémica aos envenenamentos

A inflamagdo € um processo de resposta imune gerado para restaurar a

homeostase e estabelecer uma reconstituicdo tecidual apés uma leséo, infeccéo ou

irritacdo. No processo de defesa, ha a participacdo de um conjunto de células e

moléculas, como neutrofilos, macrofagos, células dendriticas (DCs), células natural

killer (NK), proteinas do sistema complemento, quimiocinas, citocinas e eicosanoides

(62,63).

As quimiocinas sao capazes de induzir quimiotaxia de todas as células imunes,

além disso, apresentam funcdes semelhantes as citocinas no que diz respeito ao
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crescimento, diferenciacdo e ativacdo celular. Existem duas grandes principais
familias: CC e CXC, classificadas de acordo com os residuos de cisteina N-terminal.
As guimiocinas CC medeiam o recrutamento de neutréfilos e linfécitos, enquanto as
CXC recrutam mondécitos e subtipos de linfocitos. Na (Tabela 1), encontram-se
resumidos os principais alvos e efeitos biolégicos das quimiocinas quantificadas no

presente estudo (63).

As citocinas sdo proteinas secretadas por células da imunidade inata e
adaptativa com fun¢des das quais regulam e coordenam as células imunes para uma
resposta regulatéria ou inflamatéria, sendo um dos principais mediadores de
comunicacado celular. Na (Tabela 2), encontram-se resumidas as principais fontes,

alvos e efeitos biol6gicos das citocinas avaliadas no estudo (63).

Tabela 1. Quimiocinas e fun¢des bioldgicas:

Quimiocina Alvo / Efeito bioldgico
Ativacdo e atracdo de neutréfilos, além de basofilos e
CXCL-8 . i o
subpopulacao de células endoteliais.
Recrutamento de diversos leucocitos como monocitos,
CCL-5 macrofago, células dendriticas imaturas, células T e NK; além
de aumentar a interacdo célula T/DC.
CXCL.9 Recrutamento de células T efetoras. Resposta Thil, trafego de
Thl, CD8 e NK.
CCL-2 Trafego de mondcito.
Recrutamento de células T efetoras;
CXCL-10
Resposta Thl, trafego de Thl, CD8 e NK.

Tabela 2. Citocinas e func¢des bioldgicas:

o Fontes ) S
Citocina S Alvo / Efeito bioldgico
principais




IL-18

IL-6

IL-10

TNF

Macroéfagos,
células
dendriticas,
fibroblastos,
células
endoteliais,
queratinécitos e

hepatdcitos

Macroéfagos,
fibroblastos,
células
endoteliais,
queratindcitos,
hepatécitos e

célulaTeB

Macro6fagos e
células T
(principalmente

T reguladoras)

Macroéfagos,
monaocitos,
neutrofilos,

células NK e

célulaT

Células endoteliais: ativagdo da inflamacédo e
coagulacgéo;

Hipotalamo: Febre;
Figado: sintese de proteinas de fase aguda;

Células T: diferenciacdo Th17.

Figado: Sintese de proteinas de fase aguda;

Célula B: Proliferacédo de células produtoras de
anticorpos;

Células T: diferenciacdo Thl7.

Macrofagos e células dendriticas: Inibicdo da
expressao de IL-2, coestimuladores e MHC de
classe II.

Células endoteliais: Ativacdo da inflamacéo e
coagulacéo;

Neutréfilo: Ativacao;
Hipotalamo: Febre;

Figado: Sintese de proteinas de fase aguda.
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Macrofagos e Células T: diferenciacdo Thi;

células Células NK e células T: Sintese de IFN-y,

IL-12p70 N S c
dendriticas  ativacso de citotdxica aumentada.

Fonte: (63-65).

Os mediadores inflamatorios sdo essenciais no processos de ativacdo e
recrutamento celular, produzidos e liberados na circulacéo ou em areas adjacentes da
lesdo por células residentes (macréfagos, DCs e células endoteliais) (66,67). Os
componentes do BaV atuam no papel de mediadores e estdo envolvidos no processo
inflamatorio, desencadeando mecanismos imunes pela combinacdo com as toxinas
(68,69).

Apo6s o dano, a resposta inflamatéria aguda é induzida e envolve diversas
modificagdes funcionais, representadas por trés principais alteracdes: 1 -
modificacdes variadas no calibre dos vasos e no fluxo sanguineo, por acdo de
substancias vasoativas, como a histamina; 2 - modificacbes estruturais na
microvasculatura, possibilitando que proteinas e células deixem a circulagdo pelo
extravasamento extravascular de fluidos plasmaticos; 3 - migracdo dos leucdcitos,

com passagem coordenada de células para o local com dano (65,70,71).

Todo este processo é classicamente representado por cinco sinais cardinais:
Dor, Calor, Rubor, Edema e Perda de Funcdo (71). Tais sinais sdo induzidos
inicialmente pelo dano ou qualquer estimulo que gere resposta do hospedeiro,
seguido de sucessivas ativagdes celulares (62,72).

O processo quimiotético decorrente da ativacdo de células residentes leva a
migracdo de leucécitos circulantes, primeiramente de neutrofilos sendo
posteriormente substituido por mondcitos e macroéfagos que sintetizam mediadores
quimiotaticos. Essas células, por sua vez, recrutam outros perfis celulares ao mesmo
tempo que estimulam a producdo de mais mediadores inflamatorios, gerando um

processo de retroalimentacdo da resposta inflamatoria (63,73).
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As DCs sao células fagociticas da imunidade inata presente nos tecidos
linfoides, no epitélio das mucosas e nos parénquimas dos 6érgdos e, em virtude disso,
atuam como sentinela nos tecidos. Apresentaras de antigenos (APCs) profissionais,
unicamente capazes de ativar os linfocitos T CD8* e T CD4* virgens, e uma vez
ativados, se diferenciam em células efetoras, iniciando a resposta adaptativa. Graca
aos diversos receptores de superficie celular, como os receptores do tipo toll-like
(TLR), as DCs reconhecem DAMPs e padrdes moleculares associados a patdégenos
(PAMPS) (63,74).

No processo da apresentacdo, as DCs podem expressar moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe | e I, necessarios para o
reconhecimento dos antigenos (Ag) pelos linfocitos T CD8* e T CD4%,
respectivamente. As DC residentes da epiderme também s&o chamadas de células
de Langerhans, e tem como principal funcdo a captura antigénica, enquanto as DCs
maduras apresentam altos niveis do complexo peptideo-MHC, receptores para
quimiocinas (CCR1, CCR5 e CCR6) e moléculas co-estimuladoras (CD80,CD86 e
CD40) dentre outras moléculas necessarias para ativacao linfocitaria (63,75).

Durante o processo de maturacdo essas células podem se diferenciar em
subpopulacdes de DCs convencionais, DCs plasmocitdides e em alguns casos, no
tecido inflamado, a partir de mondcitos, em DCs inflamatérias. Isso é possivel devido
ao percussor comum mielbide, e todas as subpopulacdes atuam como fonte de
citocinas inflamatdrias. A resposta das DCs plasmocitéides se diferem das demais por
sua capacidade de produzir interferon (IFN) do tipo | em respostas antivirais, no
entanto, também s&o responsaveis pela captura, processamento e apresentacdo de

Ag do sangue transportados para o baco (63,76,77).

Mondécitos sao fagdcitos mononucleares que quando recrutados aos tecidos,
se diferenciam em macrofagos. As subpopulactes se diferenciam de acordo com a
expressdo dos marcadores de superficie CD14 e CD16 em: mondcitos classicos
(CD14++CD16)  nZo-classicos/patrulhadores (CP14+CD16+) e intermediarios/inflamatdrios
(CD14++CD16+) Cada um desses subconjuntos atua em uma resposta diferencial e todos

guando ativados podem se diferenciar em macréfagos (78-80).

De modo geral, os mondcitos classicos e inflamatoérios sao recrutados para o
sitio da leséo e secretam citocinas pro-inflamatdrias, intensificando o recrutamento de

mais monadcitos e outras populacdes celulares para o local de infecgéo ou inflamacéao.
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Enquanto os patrulhadores atuam no processo de reparacéo tecidual, estimulando a
angiogénese, além de percorrer ao longo das superficies endoteliais em patrulha, e

por isso, também sdo chamados de mondcitos patrulhadores (63,81).

Os linfécitos T e B séo células que expressam receptores a Ags especificos
distribuidos clonalmente e induzem a resposta adaptativa celular e humoral,
respetivamente. A resposta imune celular é mediada por linfécitos T CD4*e T CD8",
o reconhecimento e ativacao requer a estimulacdo do receptor de células T (TCR),
além de sinais co-estimulatérios. A eliminacdo do Ag corresponde a fase efetora, onde
ha um aumento dos clones especificos (expanséo clonal) e, apds a resposta, uma
porcao dessas células entram em apoptose e outra sobrevive para garantir a memaoria

imunoldgica (82,83).

Os linfécitos CD4* ou T regulatérios atuam principalmente na secrecdo de
citocinas que recrutam, estimulam ou regulam os leucdcitos e, de acordo com as
citocinas que sao liberadas no inicio da resposta, se diferenciam em thl, th2 e th17.
Ja os CD8", sao linfocitos citoliticos ou citotoxicos que reconhecem Ags intracelulares
via MHC de classe |, o que promove liberagcdo de seus granulos (perforina e

granzimas), morte da célula alvo, ativacdo de macrofagos e inflamacéo (63,84,85).

Células natural killer (NK) e T natural killer (NKT) sdo um subconjunto de
linfécitos que podem ativar ou suprimir as respostas imunes. NKT reconhece lipideos
e glicolipideos ligados a molécula CD1, liberando IL-4 e IFN-y, 0 que ativa mais NKT,
DCs, macréfagos, linfécitos B e aumenta a acdo das NK. Matadoras profissionais,
ambas apresentam funcéo citotoxica semelhante aos T CD8", liberando granzimas e
perforinas que destroem células opsonizadas, infectadas e/ou lesadas, além disso, as

NK atuam na citotoxidade celular dependente de anticorpo (CCDA) (63,86—88).

A imunidade humoral € mediada por linfécitos B que reconhecem Ags
extracelulares, proliferam e se diferenciam em plasmdécitos secretores de anticorpos
(Ac) de diferentes classes e fungdes. Proteinas, polissacarideos, lipideos e pequenas
moléculas ativam plasmacitos que liberam Acs dos quais opsolizam microrganismos,
ativam fagocitos, sistema complemento, promovem lise celular e inflamacéo, além de
atuar como APC ativando células T (63,89,90).

A resposta humoral pode ser dependente ou independente dos linfocitos T

auxiliares. O reconhecimento de Ags proteicos requer sinais de ativacao dos linfécitos
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T CD4*, que aumenta a afinidade dos Acs aos Ags proteicos. Contrariamente, 0
reconhecimento de Ags nédo proteicos é realizado de forma independe de T CD4*. Os
Acs sintetizados podem ser encontrados na superficie das células B, atuando como
receptores, bem como nas secre¢des mucosas e fluidas (63,91).

Devido as varias classes de toxinas encontradas no veneno e Sseus
mecanismos citotdxicos, miotéxicos, coagulantes e/ou hemorragicos, a geracao de
um processo inflamatério agudo é inevitavel (40,41,92). A inflamacao aguda induzida
pelo veneno gera uma resposta com acumulos de leucdcitos e liberacdo de
mediadores enddgenos, levando o endotélio a expressar moléculas de adesao, liberar
citocinas e eicosanoides no local da picada, amplificando a reacdo inflamatoria
(Figura 11) (68,93).

A resposta celular induzida pelo envenenamento botrépico foi descrita pela
primeira vez em um estudo realizado em modelo animal, apos inje¢cao da peconha de
B. asper em camundongos. Ao avaliar o tempo e a composicdo do infiltrado
inflamatério, foi evidenciado um perfil celular com predominancia de componentes
polimorfonucleares nos tempo de 6 a 24 horas, e aumento da populagdo de

macrofagos em 48 a 72 horas (94).

A presenca de DAMPs no material intramuscular exsudativo foi identificado no
envenenamento botrépico com diferencas significativas nas concentracdes, assim
como a liberacao de citocinas inflamatdrias e quimiocinas nos tempos de 1 a 24 horas
apos envenenamento, 0 que pode expandir as alteracdes teciduais e exacerbar as

reacoes inflamatdria (54,95).

PAMPs e DAMPs gerados durante o processo de resposta aos
envenenamentos ocasionados por animais peconhentos, atualmente, sdo associados
a teoria de padrdes moleculares associados ao veneno (VAMPS), e d& suporte do
reconhecimento por receptores de reconhecimento padréo (PRRs), como TLR, com

participagcéo de TLR-2, TLR-4 e CD14 na resposta ao veneno (96,97).
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Figura 11. llustragdo dos eventos inflamatdrios (63). Fonte: https://biorender.com; Neves, 2021.

Ha expressdo e liberacdo de citocinas pro-inflamatéria de fase aguda, do
mesmo modo, ha atuacdo de leucotrieno B4 (LTB4) e tromboxano Az (TXA2),
provocando um aumento do calibre dos vasos pela dinamica de atuacdo dos
eicosandides e citocinas, como as prostaglandina E2 (PGE-2), fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e IL-6, que participam dos efeitos patoldgicos locais e promove infiltrado
leucocitario (93,98,99).

O BaV também induz a fagocitose e funcdes microbicidas de leucécitos
peritoneais in vivo, com consequente producdo de peroxido de hidrogénio (H202) e
oxido nitrico (NOS) por células mononucleares, como macrofagos, o que aumenta a
capacidade inflamatéria. Além disso, 0 aumento da expressdo de interferon gama
(IFN-y) influencia a expressdo de oOxido nitrico sintase (INOS), em resposta aos
acidentes (Figura 12) (100-102).
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Figura 12. Representacédo esquematica dos eventos inflamatérios locais e mecanismos hipotéticos da

acao inflamatoria induzida por PLA2 e SVMPs do veneno de B. asper (103).

Os Niveis de expresséo de PGE: e da Ciclooxigenase-2 (COX-2) em tecidos de
camundongos indicam a presenca dos metabdlitos do acido araquiddnico (AA) via
COX-2 e, producéo de eicosandides locais, o que induz a formacgéo de edemas (102—
104). Adicionalmente, observa-se aumento na expressdo das moléculas de adeséo
no endotélio e em leucécitos, como L-lectina, E-selectina, molécula de adeséo
vascular 1 (VCAM-1) e molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1) que promovem um
processo sequencial de rolamento, adesao e transmigracdo das células para o local

afetado pelo veneno (Figura 12) (103).

Na resposta humoral, a producédo de Acs é desencadeada pelo reconhecimento
das toxinas do veneno e tem por finalidade a neutralizagdo destes componentes. No
entanto, esse processo envolve varias etapas essenciais, como a captura e

apresentacao das particulas antigénicas, interacdo com as células que expressam
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peptideos via MHC de classe | ou I, além do processamento e apresentacdo na

superficie das células para producéo e liberacdo dos Acs (105).

Como mencionado acima, as citocinas exercem um importante papel na
modulagdo da resposta imune, atuando na ativagdo e recrutamento de diversas
populacdes celulares, como mondcitos, macréfagos, DCs, células B, NK, TCD4* e
TCD8* (63). A lectina de B. jararacucu induz a interacdo dos fenétipos de célula B,
mondcitos (CD14%), NK (CD16%), e subpopula¢ées de células T (CD3*, CD4*, CD8",
CD19*) do sangue periférico humano. Este padrdo de resposta foi avaliado pelo
acoplamento da peconha botropica a molécula de fluorescéncia FITC, que possibilitou
observar um direcionado inflamatério de NK e mondcitos pela liberacédo de TNF-q, e

regulatério pela liberacao de IL-10 por células TCD4* (26).

O sistema complemento também esta envolvido na inflamacéo aguda induzida
pelo BaV em resposta a geracdo de fragmentos proteoliticos (106,107). Nesse
contexto, observa-se a participacao das anafilatoxinas C3a, C4a, e C5a e quimiocinas
CXCL-8, CCL-5, CXCL-9, CCL-2 e CXCL-10 em diferentes concentragdes de forma
local e sistémica, onde CCL-2 e CXCL-10 demonstram ser potenciais biomarcadores
da complicacao tecidual grave, consequente da formacao de bolhas no local picado.
E isso, aponta possiveis biomarcadores de moléculas, ressaltando assim, a

importancia de estudos sobre um possivel biomarcador celular (108).

O intenso processo inflamatorio resultante dos danos locais exemplificados,
estdo representados na (Figura 13). No quadrante (A) observamos a participacao
esquematica de diversas populacdes celulares e componentes do veneno; a acdo das
células fagociticas no (B), com presenca de vacuolos citoplasmaticos na resposta
local e intensa migracdo dos leucdcitos, além do descolamento da camada superior
da pele acometida com bolha (C) (40).
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Figura 13. llustracdo do processo inflamatério local induzido pelo acidente por B. atrox (40).
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Apesar da importancia da resposta celular na inflamacéo, ainda sédo escassos
os estudos que denotem perfis de resposta a acidentes ofidicos (93). Com isso,
compreender os mecanismos € altamente relevante para se obter uma visdo mais
abrangente do ambiente inflamatorio e da participacdo das distintas populacdes
celulares e seus perfis de ativacdo, o que corroboraria com a producdo de novos
tratamentos (109,110).

2. RELEVANCIA DO ESTUDO

Os processos inflamatorios decorrentes da acdo da peconha de B. atrox, a
principal causadora de acidentes na regido Norte, é pouco descrito na literatura, assim
como a influéncia da resposta mediada por células e perfis envolvidos, e isso ressalta
um problema de salde publica amplamente negligenciado, com poucos estudos na
literatura envolvendo seres humanos, sobretudo com biomarcadores de prognéstico.

Diante destas informacdes, avaliar o perfil de células imunes locais e sistémicas

envolvidas na resposta dos pacientes acidentados por B. atrox torna-se importante,
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visto que tais andlises podem subsidiar informacdes sobre o envolvimento de células

e moléculas imunes com a evoluc¢ao clinica destes pacientes.

Tais resultados podem demonstrar a atuacdo dos perfis celulares em
diferentes quadros clinicos antes e ap0s o tratamento, podendo gerar dados de base
para estudos futuros, com proposta de um possivel biomarcador celular de
prognastico clinico, além da implantacédo de possiveis alvos terapéuticos, reduzindo

o tempo de internacdo e os custos para o Sistema Unico de Salde (SUS).

3. OBJETIVOS

3.1 Geral

e Avaliar o perfil celular envolvido na resposta imune local e sistémica em

pacientes vitimas de acidentes ofidicos botrépicos na Amazonia brasileira.

3.2 Especificos

I.  Descrever o perfil morfométrico e imunofenotipico das células envolvidas na
resposta imune local e sistémica em pacientes vitimas de acidentes ofidicos

botrépicos da Amazonia brasileira,

Il.  Correlacionar os perfis celulares e moléculas dosadas com a evolucédo clinica
de pacientes vitimas de acidentes ofidicos botropicos oriundos da Amazonia

brasileira.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Este trabalho faz parte de um projeto que tem como titulo “Avaliacdo _das

Manifestacdes Locais e Perfil Celular Envolvido na Resposta Imune em

Pacientes de Acidentes Ofidicos Botropicos na Amazdnia brasileira” e foi
aprovado pelo Comité de Etica (Parecer: 2.831.006, CAEE: 92017118.3.0000.0005)
da Fundagéo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), (Anexo ).
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Todos os procedimentos necessarios para o desenvolvimento da pesquisa
seguem as diretrizes presentes na “Resolucdo 466/12” do Conselho Nacional de
Saude e Pesquisas envolvendo seres humanos e encontram-se descritos com clareza
no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), (Anexo Il). Além disso, 0s
pacientes foram tratados e acompanhados conforme as normas recomendadas pelo
Ministério da Saude do Brasil (111).

4.2 Modelo de estudo

Trata-se de um estudo do tipo analitico, longitudinal e prospectivo do centro de
pesquisa clinica em envenenamento por animais peconhentos (CEPCLAM) da FMT-
HVD. Neste estudo, buscamos avaliar o perfil de células e moléculas locais/sistémicas
envolvidas na resposta imunol6gica em vitimas de acidentes ofidicos causados por B.
atrox para subsidiar informacdes sobre o envolvimento dessas células na evolugéo

clinica dos pacientes acometidos.

4.3 Area de estudo

O estudo foi realizado na FMT-HVD instituicao vinculada a Secretaria de Saude
do Governo do Estado do Amazonas, responsavel pelo diagnostico e tratamento de
doencas tropicais e infecciosas. Fundacao considerada uma unidade de referéncia na
regido Norte em atendimentos de acidentes ofidicos, recebendo pacientes oriundos
tanto da capital do estado (Manaus), quanto dos municipios do interior do Amazonas

e de outros estados.

A caracterizacdo morfometria e imunofenotipica das células e a dosagem das
moléculas, assim como a obtenc&o do grupo controle foi realizada em parceria com a
Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM), no

periodo de mar¢o de 2019 a marco de 2021.
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4.4 Critérios de elegibilidade

Para analise do perfil morfométrico e imunofenotipico das populacdes celulares

estudadas, foi estipulado os seguintes critérios de elegibilidade:

e Incluidos no estudo: Pacientes vitimas de acidentes ofidicos botropico; na

faixa etaria de 18 a 70 anos e que néo realizaram soroterapia prévia,;

e Nao incluidos no estudo: Gestantes, indigenas e individuos com doencas
inflamatorias previamente informadas, como doencas autoimunes ou

imunodeficiéncia;

e Excluidos do estudo: Pacientes com amostra insuficientes ou
malconservadas e 0s que retirarem seu consentimento de participacdo do

estudo.

4.5 Plano amostral

A populacéo do estudo consiste em 48 individuos vitimas de acidente ofidico
com caracteristicas botropica que procuraram atendimento na FMT-HVD. A
identificacdo das serpentes foi realizada por um zo6logo do grupo de pesquisa e 0s
pacientes foram recrutados por demanda espontanea. O acompanhamento dos
pacientes ocorreu em trés momentos: antes da soroterapia (T0); 24 horas ap0s o inicio

da soroterapia (T1) e a parti de 48 horas do inicio da soroterapia (T2).

4.6 Coleta das amostras

Apos adesdo ao estudo, foram coletados aproximadamente 4 mL de sangue
periférico (TO, T1 e T2) por puncéo venosa em tubos com sistema a vacuo contendo
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, BD Vacutainer® EDTA K2). Além disso, 0
material exsudativo das bolhas de pacientes com complicacao local grave foi coletado

no (T2) por aspiragao, obtendo um volume amostral variado de 200 a 300 pL.

Apos as coletas, as amostras foram centrifugadas (3.500 RPM por 10 minutos)

para a aquisicdo de uma aliquota de plasma para realizar as analises
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imunofenotipicas, e outra aliquota de aproximadamente 900 pL foi armazenada no
Laboratério Multidisciplinar de Pesquisa da Fundacdo HEMOAM em freezer a -80°C,

onde posteriormente foram realizadas dosagem das moléculas imunes.

4.7 Caracterizacdo dos grupos de estudo

A classificacdo dos acidentes foi realizada de acordo com as diretrizes
estabelecidas pelo Ministério da Saude. Pacientes que n&o apresentaram
manifestacfes locais/sistémicas graves nas primeiras 48 horas apds o acidente e
administracdo do antiveneno, demostrando apenas um quadro clinico discreto ou
ausente de dor, edema e sangramentos, e sem complicacdo tecidual grave, foram

enquadrados no grupo leve (41).

Enquanto aos pacientes que manifestaram desfechos de alteragdes
locais/sistémicas intensas, como hemorragias graves na pele ou mucosas, distlrbios
na coagulacédo, equimoses ou purpuras no local ou a distancia do membro acometido,
com complicacéo tecidual grave e formacao de bolhas, foram enquadrados no grupo
grave (41).

Participantes com acidente de classificacdo moderada, com presenca de
edema, equimose e sangramentos evidentes, mas sem comprometimento do estado
geral, foram agrupados ao grupo leve, pois nao evidenciamos diferencas
estatisticamente significativas entre as manifestacdes clinicas apresentadas quando

comparados com o grupo leve.

No presente estudo foram recrutados 50 pacientes, dos quais obtivemos 48
pacientes elegiveis, divididos em dois grupos de acordo com a classificacdo do
acidente, sendo 29 leves e 19 graves, e dos pacientes graves, 09 apresentaram
complicacéo tecidual grave e formacao de bolhas (Figura 14).
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Figura 14. Relacdo dos pacientes recrutados e analise temporal. Fonte: elaborado pelo autor, 2021.

4.8 Caracterizacdo do grupo controle

O Grupo Controle (GC), incluido no estudo, consiste em uma populacédo
amostral composta por 48 individuos candidatos a doa¢do de sangue, que se
apresentaram na Fundacdo HEMOAM, de ambos os sexos, com idade minima de 18
anos, sem reatividade para os testes de triagem sorologica realizadas pelos
hemocentros brasileiros ou doenca inflamatéria prévia informada e sem histérico de
acidentes ofidicos.

4.9 Obtencéo de dados clinicos e epidemioldgicos

Os dados clinico-epidemiolégicos dos pacientes foram obtidos por intermeédio

de um gquestionario semiestruturado pré-definido contendo variaveis basicas, a citar
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sexo, idade, acidente anterior, zona de ocorréncia, classificacdo do acidente e regido
anatbmica acometida (Anexo Ill). Os demais dados foram obtidos por meio de
consulta aos prontudrios eletrénicos (sistema iDoctor) da FMT-HVD visando alcancar
uma maior confiabilidade das informagfes adquiridas.

4.11 Aquisicao dos parametros hematolégicos

Foram efeituadas andlises quantitativas e qualitativas das amostras de sangue
periférico no TO, T1 e T2 para avaliacdo dos percentuais presentes no eritrograma,
leucograma e plaquetograma. O hemograma foi realizado no setor de Hematologia da
Fundacdo HEMOAM por meio do equipamento ADVIA® 2120i, Hematology System
(Siemens Healthcare Diagnosis).

4.12 Caracterizacdo morfométrica e imunofenotipica através da técnica de

citometria de fluxo

A caracterizacdo imunofenotipica das amostras foi realizada pela técnica de
citometria de fluxo. O principio da técnica esta na incidéncia de uma fonte de luz que
intercepta cada particula em suspensao, gerando espectros de onda em diferentes

comprimentos (Figura 15) (112).

Utilizamos anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos pelas ligacbes a
epitopos especificos de alta afinidade a grupamentos de diferenciacdo ou cluster de
diferenciacdo (do inglés, cluster of differentiation, geralmente abreviado como CD)
(113-115). Além disso, a analise morfométrica possibilita obtencdo de dados de
dispersédo frontal da luz (Forward scatter - FSC), que geram informacfes sobre o
tamanho celular e dados de dispersao lateral (Side scatter - SSC) que estimam a

granulosidade (115).

A aquisi¢cdo das amostras foi realizada no Citémetro de Fluxo FACS Canto Il
(Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, USA) da Fundacdo HEMOAM. Para
a identificacdo das populacdes celulares utilizado o programa FlowJo (v9.4), onde

foram elaboradas “gates” para a sele¢ao das populagdes de interesse em graficos que
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combinaram caracteristicas morfologicas e imunofenotipicas das células alvos. Os
graficos utilizados foram do tipo “dot plot” e histograma, para melhor visualizacdo das
estratégias de andlises. O painel de anticorpos marcados utilizados nas células do
sangue periférico encontram-se descritos na (tabela 03), enquanto o painel de
anticorpos marcados utilizados nas analises do conteudo exsudativo das bolhas

encontram-se descritos na (tabela 04), e todo protocolo descrito no (Anexo V).

Tabela 3. Painel de marcacgéo de superficie das células do sangue periférico:

Tubos Perfil fenotipico Anticorpo Fluorescéncia Volume
1 Controle ) ) 10puL
Negativo (PBS-W)
Human Anti-CD16 FITC 2 uL
2 Monacitos e Human Anti-CD14 APC 1pL
Ativagéo Celular
Human Anti-HLADR PE 2 puL
Human Anti-CD3 PE-Cy7 1puL
3 Ce'”['\la;‘TNK © Human Anti-CD16 FITC 1L
Human Anti-CD56 PE 5uL
Human Anti-CD123 FITC 2 uL
4 Celulas Human Anti- CD11c PE 5 uL
Dendriticas
Human Anti-CD14 APC 1puL
Human Anti-CD5 PE 1puL
5 Células B e B1
Human Anti-CD19 FITC 1puL
Células T Human Anti-CD3 FITC 1L
6 TCD4+eT Human Anti-CD4 PE-Cy7 1pL
CD8+ Human Anti-CD8 PE 1L




Tabela 4.

bolhas:
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Painel de marcacéo de superficie de células do conteudo exsudativo das

Perfil

- Anticorpo Fluorescéncia Volume
fenotipico
1 Controle ) ) 10pL
Negativo (PBS-W)
Human Anti-CD16 FITC 2 L
Mondcitos Human Anti-CD14 APC 1L
2 e Human Anti-
Ativacdo HLADR PE 2 uL
Celular Human Anti-CD45 PERCEP 2 HL
Human Anti-CD3 PE-Cy7 1puL
Células Human Anti-CD16 FITC 1pL
3 -
NK e NKT Human Anti-CD56 PE 5 uL
Human Anti-CD45 PERCEP 2 uL
Human Anti-CD123 FITC 2 uL
Células Human Anti- CD11c PE 1L
4 Dendritica _
S Human Anti-CD14 APC 1puL
Human Anti-CD45 PERCEP 2 uL
Human Anti-CD5 PE 1puL
5 Ce('e“'Baf B Human Anti-CD19 FITC 1L
Human Anti-CD45 PERCEP 2 uL
Human Anti-CD3 FITC 1puL
Slulas T .
3 Celulas Human Anti-CD4 PE-Cy7 1uL
TCD4+ e .
TCDS+ Human Anti-CD8 PE 1puL
Human Anti-CD45 PERCEP 2 UL
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Figura 15. Representacdo esquematica da técnica de citometria de fluxo. Adaptado de Menon et al.,

2014 (116).
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4.13 Quantificacdo das moléculas soluveis circulantes por CBA

As moléculas solaveis foram quantificadas utilizando a técnica de CBA
(Cytometric Bead Array). Esta técnica possibilita a quantificacdo de moléculas através
do uso de beads, que sdo esferas sintéticas recobertas por anticorpos especificos
para a captura das moléculas escolhidas. Adiciona-se a amostra do paciente e
anticorpos de deteccdo, marcados com fluorocromos que fornecem sinais

fluorescéncia. As etapas do método encontram-se explanados no (Anexo V).

Utilizamos o kit BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Chemokine (Code
Ne 552990, Catalog 92121, Biosciences, San Diego, CA, USA) para medir
guantitativamente as quimiocinas CXCL8, CCL5, CXCL9, CCL2 e CXCL10. Enquanto
para as medi¢cdes quantitativas das citocinas/interleucinas IL-8, IL-1B3, IL-6, IL-10 e
TNF empregamos o kit BD™ CBA Human Inflammatory Cytokines (Catalog No.
551811, BDR Biosciences, San Diego, CA, USA), seguindo as orientacées descrita

pelo fabricante de cada kit.

O reagente de deteccdo é uma mistura de ficoeritrina (PE) conjugada a
anticorpos, que fornecem um sinal fluorescente em propor¢cdo com a quantidade de
analito ligado. Quando os granulos de captura e o reagente detector sdo incubado
com uma amostra contendo analitos reconhecidos, ha formacéo dos imunocomplexos.
Realizam-se etapas de lavagem para a retirada de componentes que néo se ligaram,

posteriormente andlise de deteccéo (Figura 16).

Beads Amostra Imunocomplexo Lavagem : AnaI!se por
Citometria de Fluxo
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/’f,\‘ N L ' %“ ("(l"
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e é
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7(5:\ Ll + y &3
A > NS AL AP NP4 AN
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RED

Anticorpos de
Detecgao

Figura 16. Etapas de realizacdo da técnica de CBA (Cytometric Bead Array) - Multiplexed Bead-Based

Immunoassays (117).
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A aquisicao das amostras, foi realizada no Citdmetro de Fluxo FACS Canto I
(BD® Biosciences, San Jose, CA, EUA) fornecido pela fundacdo HEMOAM, em
conjunto com o software FCAP-Array™ (v3.01) para calcular os niveis de citocinas e

quimiocinas (MFI).

4.14 Plano analitico

A organizacéo e tabulagé@o dos dados clinicos-epidemioldgicos obtidos durante
0 estudo por meio de questionarios, prontuarios fisicos/eletrénicos e resultados da
contagem celular, foram inseridos em um banco de dados no Microsoft Excel® 2016.
As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPadPrism v8.0 (San
Diego, CA, EUA).

A principio foi avaliada a normalidade de distribuicdo dos dados através do
teste de Shapiro-Wilk, que apontaram resultados de distribuicdo ndo-paramétrica. As
analises estatisticas foram realizadas no software GraphPadPrism (v8.0), onde foram
formulados testes de Shapiro-Wilk para averiguar a normalidade dos dados,
mostrando resultados de distribuicdo ndo-paramétrica. As comparacdes dos valores
obtidos entre os grupos de amostras independentes locais e séricas foram realizadas
por meio do teste t Student e Mann-Whitney. Enquanto para andlises de amostras
pareadas foi aplicado o de Wilcoxon. Os niveis de significancia estatistica foram
estabelecidos quando p<0,05.

A elaboracéo de networks (redes) e demonstracdo das interacées complexas
entre as células avaliadas, foram realizadas a partir da associacédo das mesmas dentro
de cada grupo clinico, formuladas no software Cytoscape 3.0.3 (Cytoscape
Consortium San Diego, CA, USA), seguindo as recomendacbes e instrucbes
presentes no programa que determina o teste de correlacdo de Spearman, sendo

assim, realizado para avaliar a associacao entre cada célula testada.

O indice de correlagéo (r) foi usado para categorizar a for¢a de correlacdo em
fraca (r < 0,35), moderada (r = 0,36 a r < 0,67) ou forte (r = 0,68), conforme descrito
anteriormente (118,119). E o modelo final das analises foi realizado apenas para as
variaveis com resultados que apresentaram nivel de significancia (p<0,05), no qual: *
= p <0,05; ** = p <0,01; *** = p <0,0001.
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RESUMO

s

O ofidismo € um problema de saude publica negligenciado, e na Amazb6nia séo
comuns 0s casos ocasionados pela serpente Bothrops atrox. O veneno da B. atrox
(BaV) causa importantes mudancas fisiopatoldgicas locais e sistémicas, promovendo
intensa reacdo inflamatéria. A exacerbacdo da resposta inflamatéria local
conjuntamente com a acédo do BaV, pode resultar em complicacdo tecidual grave e
formacdao de flictenas. Entretanto, os mecanismos imunes ainda séo pouco elucidados
na literatura. Diante disso, caracterizamos o perfil de células imunes locais e
circulantes e de mediadores envolvidos no processo inflamatério em acidentes
causados por B. atrox. Foi coletado o sangue periférico em trés momentos: antes da
soroterapia (T0), 24 horas apés (T1l) e 48 horas apos (T2). Para pacientes com
flictenas, o material foi coletado por aspiracdo ao (T2). A populacéo foi composta por
48 pacientes, 29 participantes do grupo leve e 19 do grupo grave, e destes, 09
desenvolveram flictenas. Além disso, foi incluido 48 participantes sem histérico de
acidente ofidicos, compondo o grupo controle. A contagem das células e dosagens
das moléculas imunes foi realizada pela técnica de citometria de fluxo. Nossos
achados demonstram que 0s grupos de caso apresentaram ao TO um padrdo de
resposta similar, com aumento nos percentuais dos mondcitos inflamatorios, linfécitos
T, NKT e células B. Concomitantemente as quimiocinas CCL-2, CXCL9, CCL-5,
CXCL-10 e citocinas IL-18 e IL-10 elevaram. Ao longo do tempo, 0s grupos
apresentaram mudancas no perfil de resposta, como aumento dos mondcitos
patrulhadores no grupo leve e da IL-6 no grupo grave. Apés 48 horas do tratamento,
0 grupo leve novamente é observado o aumento da resposta inflamatéria.
Contrariamente no grupo grave o repertério de resposta ainda € escasso, com
possivel atuacdo de mondcitos patrulhadores, linfocitos B e das moléculas CCL-2 e
IL-6. A nivel local, o dano tecidual induziu uma resposta de perfil inflamatoério, com
aumento dos mondcitos inflamatérios e patrulhadores, assim como de CCL-2, IL1,
IL-6 e TNF. Também foi observado aumento de NKT, TCD4* e IL-10, que atuam em
respostas imunorregulatorias, exibindo assim um perfil de resposta regulada no local
da picada. Acreditamos que o aumento de CCL-2 e IL-6 conjuntamente com linfcitos
B, apresentam potencial para um marcador de progndstico clinico em pacientes com
complicacéo grave.

Palavras-chave: Bothrops atrox, imunidade celular, interleucinas, quimiocinas,
inflamacéo, flictena.
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INTRODUCAO

Os acidentes ofidicos representam um sério problema de salde publica nos
paises tropicais e subtropicais pela frequéncia com que ocorrem e pela
morbimortalidade que ocasionam (1,2,4). No ano de 2019, cerca de 5.4 milhdes de
pessoas foram picadas por serpentes, 0 que resultou em 2.7 milhfes de
envenenamentos e aproximadamente 81.000 a 138.000 obitos (5). No Brasil, a
maioria destes acidentes deve-se ao género Bothrops, e a espécie atrox (B. atrox) é

responsavel por 90% dos casos relatados na Amazoénia Brasileira (6,8).

O BaVv é constituido principalmente por Metaloproteases (MPs),
Serinoproteases (SPs) e Fosfolipase A? (PLA)?, enzimas que promovem alteracdes
locais e sistémicas decorrentes da acdo coagulotoxica, proteolitica e inflamatéria
aguda. E a exacerbacdo da resposta inflamatoria, conjunta com os danos do BaV

resultam em complicacédo tecidual grave (3,17,120).

As MPs acarretam danos a membrana basal dos capilares e na epiderme,
ocasionando a separacdo da juncdo dérmico-epidérmica pela degradacéo colageno
do tipo IV, laminina, entre outros componentes da matriz extracelular e membrana
plasmatica, o que culmina na desestabiliza¢do estrutural do tecido, enfraquecimento
e distensdo dos microvasos e rompimento da parede celular (43,46,47,57,121,122).
As PLA? contribuem para lesédo tecidual em virtude de sua atividade miotdxica nas
fibras musculares (36,51,52). Estes eventos levam a extravasamentos e formacao de
bolhas, o0 que pode ser um fator agravante por facilitar a entrada de microrganismos,
e assim levar a infec¢Bes secundarias, presente em 8,3% dos 6,6% casos de bolhas

registrados na Amazonia (9).

Neste cenario, ha a liberacdo de peptideos biologicamente ativos, o que
induzem o processo inflamatorio, ativando vias de sinalizacdo endogena,
recrutamento leucocitario e liberacdo de inUmeros mediadores inflamatérios (99,123).
Estudos experimentais descrevem que inicialmente ha& um aumento de
polimorfonucleares e posterior aumento da populacdo de mononucleares, com
possivel atuagdo de mondcitos/macrofagos, células dendriticas, células natural Killer,
linfécitos TCD4*, TCD8* e células B, que desempenham um importante papel na

patogénese. Entretanto, com um repertério de resposta complexo, que até o presente
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momento é pouco elucidado em humanos (26,94,124). Assim, torna-se importante
avaliar o perfil morfométrico e imunofenotipico das células circulantes e exsudadas
em bolhas, bem como quantificar mediadores imunes envolvidos no processo
inflamatorio de vitimas de acidentes causados por B. atrox, associando os perfis de
resposta com a evolucéo clinica. Nossos achados demonstram a presenca de uma
resposta inflamatéria aguda apos o acidente, e uma possivel resposta regulatoria a
nivel local (flictena). Acreditamos que o aumento de CCL-2 e IL-6 conjuntamente com
linfocitos B, apresentam potencial para um marcador de prognoéstico clinico em

pacientes com complicacéo grave.

MATERIAL E METODOS

Aspectos éticos

Este estudo faz parte de um projeto maior que tem por titulo “Avaliacdo das
ManifestagOes Locais e Perfil Celular Envolvido na Resposta Imune em Pacientes de
Acidentes Ofidicos Botropicos na Amazodnia brasileira” com aprovagdo no Comité de
Etica em Pesquisa da Fundac&o de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-
HVD), dispondo do seguinte nimero de CAAE: 92017118.3.0000.0005 e _parecer:

2.831.006 foram incluidos participantes que leram e assinalaram o termo de

consentimento livre e esclarecido (TCLE) de acordo com a Declaragéo de Helsinque
e a Resolucao 466/12 do Conselho Nacional de Saude e Pesquisas envolvendo seres
humanos. Todos os pacientes foram tratados e acompanhados conforme as normas

recomendadas pelo Ministério da Saude do Brasil (41).

Area de estudo

O estudo foi realizado na Fundacéo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira
Dourado (FMT-HVD), situada no municipio de Manaus, instituicdo responsavel pelo
diagndstico e tratamento de doencas tropicais e infecciosas, considerada centro de

referéncia nacional e mundial no tratamento e acompanhamento dos casos de
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acidentes ofidicos. Unidade hospitalar que atualmente realiza o tratamento de
pacientes oriundos tanto da capital do estado (Manaus), quanto para 0s municipios
do interior do Amazonas. A caracterizagdo morfometria e imunofenotipica das células
e a dosagem das moléculas, assim como a obtencéo do grupo controle foi realizada
em parceria com a Fundacao Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(HEMOAM), no periodo de marco de 2019 a marco de 2021.

Pacientes e amostragem

A populacdo do estudo compreende 48 individuos que sofreram acidentes
ofidicos ocasionados por serpentes do género Bothrops e que procuraram
atendimento na FMT-HVD. A identificacdo das serpentes foi realizada por um zoo6logo
do grupo de pesquisa e os pacientes foram recrutados por demanda espontanea. Nao
foram incluidos no estudo gravidas, indigenas, individuos com idade inferior a 18 anos
ou que relataram possuir um histérico de doenca inflamatéria prévia, como doencas
autoimunes ou imunodeficiéncia. Os participantes foram classificados de acordo com
as diretrizes do Ministério da Saude e estratificados em dois grupos, leve e grave
(Figura 17).

O grupo leve é composto por pacientes que ndo desenvolveram manifestacées
locais e sistémicas graves nas primeiras 48 horas apods o tratamento e, no grupo grave
estdo enquadrado aqueles com alteracdes locais e sistémicas intensas, com
complicacédo tecidual grave e formacéao de bolhas (41). Além disso, foram incluidos 48
individuos, doadores de sangue de ambos os sexos, saudaveis, sem histérico de

acidente ofidico para integrar o grupo controle.
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Figura 17. Fluxograma do estudo. Foram considerados elegiveis 48 pacientes, divididos em 2 grupos
de acordo com a evolugao clinica em leve e grave. O grupo leve é composto por 29 participantes e o
grave por 19, sendo que dos pacientes com acidente grave, 09 obtiveram complicacfes teciduais e
formacao de bolhas, com transudato coletado 48 horas apés a administracdo do antiveneno. O perfil
celular foi determinado por imunofenotipagem celular e as moléculas imunolégicas foram quantificadas
através da técnica de CBA, ambos antes da soroterapia (T0) e apés a soroterapia (T1) e (T2). Fonte:

elaborado pelo autor, 2021.

Coleta de dados e amostras biolégicas

Para realizar a quantificacao das células e moléculas imunes foram coletados
aproximadamente 4 mL de sangue periférico (TO, T1 e T2) por pungdo venosa em
tubos com sistema a vacuo (BD Vacutainer® EDTA K2). Além disso, o material
exsudativo da bolha de pacientes com complicacéo tecidual grave foi coleto no (T2)
por aspiragao, obtendo um volume amostral variado de 200 a 300 pL. Apods
processamento, amostras de plasma foram armazenadas em freezer -80°C para a

deteccdo do veneno e posterior dosagem das quimiocinas e citocinas. Os dados
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clinico-epidemioldgicos dos pacientes foram obtidos por intermédio de um
questionario semiestruturado pré-definido contendo variaveis sociodemograficas
bésicas (sexo, idade, acidente anterior, zona de ocorréncia, classificagdo do acidente,
regido anatbmica acometida) por meio de prontudrios fisicos e eletrdnicos (sistema
iDoctor) da FMT-HVD.

Aquisicéo dos parametros hematologicos

Foram realizadas analises quantitativas e qualitativas das amostras de sangue
periférico em TO, T1 e T2 para avaliacdo dos percentuais presentes no eritrograma,
leucograma e plaguetograma. O hemograma foi realizado no setor de Hematologia da
Fundacdo HEMOAM por meio do equipamento ADVIA® 2120i, Hematology System

(Siemens Healthcare Diagnosis).

Caracterizacdo morfométrica e imunofenotipica pela imunofenotipagem celular

por citometria de fluxo

A caracterizacdo morfométrica e imunofenotipica das amostras de cada
paciente foi realizada pela técnica de citometria de fluxo. Para marcacao celular, foram
utilizados anticorpos monoclonais conjugados aos fluorocromos através da ligacdo a
epitopos especificos. Neste estudo o painel de anticorpos monoclonais marcados
foram divididos em 06 tubos, contendo anticorpos anti-cluster de diferenciacéo (anti-
CD) para a quantificacdo e caracterizacdo das seguintes populacdes celulares:
populacdo e subpopulacdo de mondcitos / ativacdo celular [anti-CD14-APC, anti-
CD16-FITC, HLADR-PE]; células dendriticas classicas e plasmocitoides [anti-CD11c-
PE, anti-CD14-APC, anti-CD123-FITC]; linfécitos T CD4* e T CD8"* [anti-CD3-FITC,
anti-CD4-PECy7, anti-CD8- PE]; linfécitos B e B1 [anti-CD5-PE, anti-CD19-FICT];
células NK e NKT [anti-CD3-PECy7, anti-CD16-FITC, anti-CD56-PE].

Para marcacéo das células do exsudato das bolhas utilizamos o mesmo painel
de marcacéo, entretanto, com implemento do anticorpo pan-leucocitario [anti-CD45-

perCP] para averiguar se as células marcadas correspondem a populacao leucocitéria
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de interesse. A aquisicdo das amostras foi realizada com Citdmetro de Fluxo FACS
Canto Il (Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, USA) da Fundacéo
HEMOAM.

Quantificacdo das moléculas imunes solluveis circulantes e exsudadas nas
bolhas por CBA

As quimiocinas CXCL8, CCL5, CXCL9, CCL2 e CXCL10 e citocinas IL-18, IL-
6, IL-10 e TNF foram quantificados utilizando a técnica de Cytometric Bead Array
(CBA). Utilizamos o kit BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Chemokine (Code Ne
552990, Catalog 92121, Biosciences, San Diego, CA, USA) e o kit BD™ CBA Human
Inflammatory Cytokines (Catalog No. 551811, BDR Biosciences, San Diego, CA, USA)
para as dosagens respectivas moléculas, de acordo com as diretrizes e protocolos
técnicos do fabricante. Para a aquisicdo das amostras, foi usado o citometro de fluxo
FACS Canto Il (BD® Biosciences, San Jose, CA, EUA) da Fundacdo HEMOAM. O
software FCAP-Array™ (v3.01, Soft Flow Inc., EUA) foi usado para calcular as

concentracfes das quimiocinas e citocinas em pg/mL.

Andlise de dados

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPadPrism (v8.0),
onde foram formulados testes de Shapiro-Wilk para averiguar a normalidade dos
dados, mostrando resultados de distribuicdo ndo-paramétrica. As comparacdes dos
valores obtidos entre os grupos de amostras independentes locais e séricas foram
realizadas por meio do teste t Student e Mann-Whitney. Enquanto para analises de
amostras pareadas foi aplicado o de Wilcoxon. Os niveis de significancia estatistica

foram estabelecidos quando p<0,05.

Para a confeccéo das redes, foi aplicado o teste de correlagcdo de Spearman.
As correlacdes positivas e negativas sdo consideradas significativas quando p <0,05.
Em seguida utilizou-se o software Cytoscape 3.0.3 (Cytoscape Consorce San Diego,

CA, EUA), seguindo as recomendacdes e instrucbes do software. O indice de
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correlacéo (r) foi utilizado para categorizar a forca de correlagdo como fraca (r<0.35),
moderada (r=0.36 para r<0.67) ou forte (r=0.68), conforme descrito anteriormente
(118,119).

RESULTADOS
Caracterizacao da populacédo de estudo e dados clinicos

A (Tabela 5) resume as principais caracteristicas clinicas e epidemiologicas
dos pacientes. O sexo masculino foi 0 mais acometido em ambos 0s grupos, com
mediana de idade superior no grupo grave. A maioria dos pacientes ndo sofreram
acidentes prévios, e a procedéncia dos acidentados foi sobretudo de areas rurais. O
sitio anatdémico inferior foi mais acometido e os acidentes em sua maioria ndo foram
associados ao trabalho, e as reagfes adversas ao soro foram mais observadas no
grupo grave, mesmo grupo que demonstrou uma mediana em horas superior entre o
momento do acidente e a chegada ao centro médico. A idade, o sitio anatémico
acometido e as reacgOes adversas ao soro, apresentaram valores estatisticamente

significativos entre os grupos de caso

Tabela 5. Caracteristicas clinicas e sociodemograficas dos pacientes e individuos

incluidos no estudo:

B. atrox patients

Demographic and Clinical Characteristics HD Mild Severe
p-value
n=48 n=29 n=19
Gender (n, Male/Female) 34/14 26/3 15/4 0,248
Age (median and [IQR]) 33 [23-44] 46 [28-60] 53 [30-63] 0,0067
Previous snakebite (n, Yes/No) - 3/26 5/14 0,146
Occurrence zone (n, Rural/Urban) - 26/3 15/4 0,304
Anatomical site of the Snakebite (n, Upper/Lower limb) - 4/25 9/10 0,010
Anatomical side of the Snakebite (n, Right/Left) - 11/18 12/7 0,087
Work-related accident (n, Yes/No) - 10/19 7/12 0,867
Adverse Reaction to Antivenom (n, Yes/No) - 8/21 11/8 0,035
Time Snakebite/Antivenom (hours, median [IQR]) - 3 [2-6] 6 [3-9] 0,129

[IQR], intervalo interquartil. As diferencas significativas em p<0,05 estéo representadas em negrito.
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Hemograma e imunofenotipagem celular dos grupos leve e grave antes e ap0s

a soroteria, comparados ao GC

Na (Tabela 6), estdo representados os dados do hemograma e
imunofenotipagem celular dos pacientes estratificados em grupos leve e grave antes
e apos o tratamento. Observamos que nas andlises intragrupo, correspondente
apenas as diferencas avaliadas ao longo do tempo, os pacientes com classificacao
leve, apresentaram um aumento estatisticamente significativo nas contagens dos
linfocitos e mondcitos no T1, frente ao TO. Além disso, os eosindéfilos também
demonstram aumento temporal. Entretanto, houve uma reducéo da populacdo de
eritrocitos, hemoglobina, plaquetas, neutrofilos e baséfilos ao longo do tempo
avaliado. Os mondcitos, que eventualmente ao T1 elevaram, apresentaram um padrao

de declinio, conjuntamente com os leucdcitos totais, que reduziram ao T2.

O grupo grave, apresentou parametros bem semelhantes ao do leve, com
excecdo do aumento dos leucocitos totais e neutrofilos, que apesar de também
apresentarem padrdo de declinio, demonstrou maiores contagens, além disso, a

reducdo das plaquetas e basdfilos que foram mais proeminentes.

Nas analises imunofenotipicas intragrupo e intergrupo, ambos os grupos de
caso apresentarem um padrao similar nas contagens celulares, exceto pelo aumento
dos mondcitos classicos, que ao TO apresentaram menor percentual e elevaram ao
longo do tempo, assim como dos monacitos inflamatérios, patrulhadores, celulas NKT,
linfécitos T e TCD8* que foram maiores no grupo leve, havendo um aumento dos
linfécitos B no grupo grave em 48h apds a soroterapia.
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Tabela 6. Dados do hemograma e imunofenotipagem dos pacientes vitimas de acidentes ofidicos botrdpico, estratificados em grupos

leve e grave, antes e ap0s a soroterapia:

Mild (n=29) Severe (n=19) HD (n=48)
Parameters
TO T1 T2 TO T1 T2 TO
Red blood cells 5,2 (48-573) 4,6 44-49)°2 3,2 (25-45)2P 5,2 (49-54) 4,8 46-51)°2 3,7 (07-47)2P 5,0 (4,6 -5,4)

Hemoglobin
Platelets

Total Leukocytes

Neutrophils
Lymphocytes
Monocytes
Eosinophils
Basophils

Classical MON

Inflammatory MON
Patrolling MON

NK cells
NKT cells
Classical DC

Plasmacytoid DC

B cells

Bl cells

T cells
Helper T cells

Cytotoxic T cells

15,0 (14,3-15,4)
221 (167-259) 8

10,9 (84-1456)8
77,0 (67,7-88,9) %
13,0 50-21,3) 8
4,0 @35-57)8
2,009-47)8
0,4 0,2-08)

62,8 (48,4 -74,2) ¥*
10,5 5,1-14,7) 8
4,8 (17-96)
9,1 (6,0 -14,0)
4,3 (19-62)8
0,2 (0,1-0,3)
0,2 (02-04)%
99G1-148)"
1,6 06-28)%
55,4 (47,4 -67,9) 8
29,5 (205 -34,0) §
18,8 (14,7 - 28,5)

13,6 (121-14,2) @
191 (182-232)

11,6 (8,7-15,0)
67,8 62,9-77,8)2
16,9 (13,3-255)2

56 @45-67)%2

1,8(1,0-26)
0,3(2-04)*

71,1 61,1-87,4)2
10,8 (5,1-17,9)
3,3 1,0-64)%*
7,3 46-88)2

4,3 (26-54)
0,2 (0,1-03)
0,3(.2-03)

15,1 11,1-17,9) 2

2,7(15-27)%

65,7 (59,7 - 68,5) 2

35,7 (26,2-42,4)2
22,6 (17,5 -29,6)

8,8 (6,8 - 13,0) 2P
117 (97 - 171) 2b#

4,8 (38-7,6)2P
47,4 (36,8 - 62,3) P
13,6 (11,3-205) %
4,1 (33-57)"
2,8 22-32)°
0,3 (0,2-03)"

77,2 (77,2-79,2) #
9,393-93)"
2,4 2,4-2,4)%%
7,06,8-70)*2
3,6 (36-36)"
0,3 (0,2-03)
0,3(.2-03)
13,7 (12,7-13,7) &*
21@e1-21)
67,0 (67,0 - 67,0) 2#
39,6 (37,4-396)°
23,9 (21,7-239) %

15,2 (145-15,6)
185 (149 - 231) 8

13,3 (9,7-15,6) 8

80,3 (69,0 - 89,0) 8

12,1 (53-20,3) ¢
4,1(31-51)8
1,804-58)%
0,3(0,2-04)8

69,6 (56,9 - 76,7) 8
6,0 (38-10,9) ¢
3,2 (22-56)
7,7 (30-86)8
3,6(19-58)°%
0,2 (0,2-03)
0,3 (02-06)%
15,1 (9,3-19,3)
2,0@13-38)%
62,6 (55,1 - 64,6) 8
33,9 (22,1-39,1) 8
20,5 (16,1 - 28,5)

13,9 132-154)2
202 (151 - 243)

12,3 (9,1-15,0)
71,0 (64,4 - 82,9)
15,5 (10,0 -22,0) 2
5,4 (4,0-6,6)
2,3(1,2-35)
0,3 (02-0,)

76,5 (65,8 - 87.,6)
8,7 (38-133)
1,1 09-22)°2
4,2 (28-67)%

3,120-398)
0,3 (0,2-04)
0,2@01-03?%

13,6 (10,2-21,9)

2,01,0-36)
66,8 (59,9-757)2
37,4 (31,3-488)%
23,0 (18,9-26,7)

11,4 1,9-135) P
61 (31-193) 2P

8,3 (1,3-11,5 "

60,2 (10,0 - 77,7) &P

8,5(13-107)"

4,4 07-53)"
1,8 (1,0-4,9)

0,1 (0,0-0,3) P

69,3 (69,3 - 77.1)
79 (4-79
2,9(18-33)°
6,9 44-73)
3,0@19-349
0,2 (0,2-0,2) ®
0,30,.2-03)
14,3 (14,1 -14,3)
2,217-24
58,1 (58,1 - 68,5) °
38,3 (36,7-41,9) 2
18,9 (17,4-23,0)®

14,9 (13,6 - 16,0)
243 (211 - 282)

14,9 (13,6 - 16,0)

56,1 (50,0 - 61,5)

29,7 (26,4 - 34,6)
6,0 (5.1-6,6)
3,3(23-61)
0,503-09)

93,4 (88,7 - 98,0)
2,110-498)
2,807-67)

11,8 (7,2-16,2)
2,1 @15-27)
0,2 01-03)
0,504-06)

12,4 (9.1-14,2)
0,8 06-11)

64,7 (56,6 - 68,6)

41,3 (37,8-44,4)

23,2 (18,7-27.5)
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TO, antes da soroterapia; T1, 24h apos a soroterapia; T2, 48h apds a soroterapia; GC, grupo
controle; IQR, intervalo interquartil. Valores de referéncia: Hemécias: 4,2 — 5,4 x108/uL;
Hemoglobina: 12 - 16 g/dL; Plaqueta: 130 - 400 x10°%/uL; Leucdcitos Totais: 5,2 - 12,4 x103/uL;
Neutréfilos: 1,9 - 8,0 x103/uL; Linfocitos: 0,9 - 5,2 x103/uL; Mondcitos: 0,16 - 1 x103/uL;
Eosindfilos: 0,0 — 0,8 x103/uL; Basofilos: 0,0 - 2,0 x10%uL. Para analise intragrupo sao
representadas em negrito com as seguintes letras sobrescritas: "a" e "b", referindo-se as
comparacdes com TO e T1, respectivamente. Para andlise intergrupo sédo representadas em
negrito com os seguintes simbolos sob rescritos: # e §, referindo-se as comparac¢des com o

Grupo Grave e Grupo Controle, respectivamente. Diferengas significativas em p <0,05.

Pacientes acidentados por B. atrox apresentam diferentes contagem de

células e niveis séricos de moléculas imunes em comparacado ao GC

Nas analises imunofenotipicas foi observado que em ambos os grupos de
caso, houve aumento estatisticamente significativo quando comparado ao GC
nas porcentagens das populacdes de mondcitos inflamatérios, células NKT,
linfécitos Bl e linfocitos T, e redugcdo dos mondcitos classicos, DCs
plasmocitdides e TCD4+. Entretanto, houve um declinio estatisticamente
significativo de células NK apenas para o grupo grave. Do mesmo modo, foi
observado que em ambos os grupos houve um aumento das quimiocinas CCL-
2, CXCL-9, CCL-5 e CXCL-10, assim como das interleucinas IL-1p, IL-6 e IL-10,
porém, os pacientes apresentaram declinio de TNF neste tempo avaliado.
Diferencas estatisticamente significativas entre os grupos de acidentados
apontam um aumento dos mondcitos classicos e linfécitos B para o grupo grave
(Figura 18).
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(A) Immunological Cell Phenotypes

Classical Monocytes Inflammatory Monocytes Patrolling Monocytes NK cells NKT cells Classical DC
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Figura 18. Imunofenotipagem celular e perfil de mediadores imunoldgicos soliveis em pacientes
com picado por B. atrox. Os fenétipos celulares (A) e os mediadores imunoldgicos solGveis (B)
foram avaliados na circulacdo de pacientes com picada por B. atrox antes da soroterapia,
estraficados em Leve (), Grave (Hll) e um grupos de doadores saudaveis como controle ([
). A frequéncia de fendtipos celulares e mediadores imunologicos soltveis foram medidos por
citometria de fluxo e CBA, respectivamente. As analises estatisticas foram realizadas usando o
teste t de Student e o teste de Mann Whitney. Os resultados sdo apresentados usando graficos
de barras, em escala linear. As diferencas significativas sdo indicadas por linhas de conexéo e
asteriscos para p < 0.001 (***), p < 0.01 (**) p < 0.05 (*).

Acompanhamento da resposta celular e dinamica da producdo de
guimiocinas e citocinas durante a evolucgéo clinica dos grupos leve e grave

acidentados por B. atrox

A analise imunofenotipica comparativa entre os grupos ao T1 apontam
diferencas estatisticamente significativas dos mondcitos patrulhadores, com

aumento no grupo leve e reducé&o no grupo grave. Dentre as moléculas imunes
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avaliadas somente a IL-6 apresentou aumento significativo para grupo grave.
Porém, este mesmo grupo nao demonstrou acréscimos nos percentais celulares

no tempo em questao.

Ao T2, houve um aumento significativo no grupo leve dos mondcitos
cladssicos, mondcitos inflamatérios, células NKT, linfocitos T e TCD8*, com
reducdo no grave. Em contrapartida, houve um aumento dos mondcitos

patrulhadores e linfécitos B para o grupo grave e reducéo no leve.

O grupo leve demonstrou um aumento significativo ao longo do tempo das
guimiocinas CXCL-9 e CXCL-10, assim como das citocinas IL-18, TNF e IL-10.
Todavia, a citocina IL-6 demonstrou aumento estatisticamente significativo no
grupo grave ao T1, que permaneceu de forma temporal, juntamente com a
quimiocina CCL-2 que apresentou niveis elevados ao longo do tempo (Figure
19).

(A) Immunological Cell Phenotypes

Classical Monocytes Inflammatory Monocytes Patrolling Monocytes NK cells NKT cells Classical DC
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Figura 19. Imunofenotipagem celular e perfil de mediadores imunolégicos sollveis em grupos
leves e graves durante o acompanhamento. Os fenoétipos celulares (A) e mediadores

imunolégicos sollveis (B) foram avaliados na circulagéo do grupo Leve () e Grave (Hll) em
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dois momentos apés a administracdo do antiveneno, denominados: T1 e T2 (24 e 48 horas apés
a soroterapia, respectivamente). Os intervalos interquartilicos (25°-75° dos resultados séo
observados nos Doadores Saudaveis, usados como intervalo de referéncia, representados em
fundo cinza (LJ). As analises estatisticas foram realizadas usando o teste de classificacdes
assinadas de pares combinados de Wilcoxon. Os resultados sdo apresentados em graficos de
barras, em escala linear. As diferencas significativas s@o indicadas por linhas de conexé&o e
asteriscos para p < 0.001 (***), p < 0.01 (**) p < 0.05 (*).

Perfil de células e moléculas imunes sistémicas e locais de pacientes

graves acidentados por B. atrox

A nivel sisttmico houve um aumento significativo comparado ao
conteldo exsudativo das bolhas das populacbes de mondcitos classicos e
linfocitos T, assim como da quimiocina CCL5. Enquanto a nivel local, foram
observados aumentos significativos dos mondcitos inflamatorios, patrulhadores,
de células NKT e TCD4*, bem como da quimiocina CCL2 e das citocinas IL-18,
IL-6, TNF e IL-10 (Figura 20).
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Figura 20. Imunofenotipagem celular e perfil de mediadores imunoldgicos solUveis no

compartimento da bolha de pacientes graves acidentados por B. atrox. Analise comparativa de
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fendtipos celulares (A) e mediadores imunoldgicos sollveis (B) em sangue periférico () e
exsudato das bolhas (Hll) das amostras pareadas de pacientes graves. As anélises estatisticas
foram realizadas usando o teste de classificacdes assinadas de pares combinados de Wilcoxon.
Os resultados séo apresentados em gréficos de barras, em escala linear. As diferencas
significativas séo indicadas por linhas de conex&o e asteriscos para p < 0.001 (***), p < 0.01 (**)
p <0.05 (*).

Os pacientes apresentam redes complexas de interagcfes entre células e

moléculas circulantes e exsudadas em bolhas

Os pacientes saudaveis do GC apresentam auséncia de uma atividade
inflamatorio aguda e foram utilizados para avaliar as correlacfes dos pacientes
acidentados, que demostram redes de comportamentos distintos. Ao TO, o grupo
leve apresentou em sua maioria auséncia de correlacdes positivas entre as
populacées celulares com maior interacéo entre as moléculas. Por outro lado, 0s
pacientes graves no pré-tratamento expéem de um maior nimero de correlacdes
positivas dos linfécitos B1 com as quimiocinas CXCL-9 e CXCL-10 e citocinas
IL-6, IL-18 e IL-10, com correla¢des negativas entre as moléculas regida pelas
DCs plasmocitoides, e a molécula chave no tempo e grupo em questdo com
maior niumero de correlacdes positivas é a CXCL-9 (Figura 21A e 21B). Os
pacientes graves no pré-tratamento demonstram fortes interacdes entre 0s
linfécitos B e B1 e mondcitos patrulhadores com inflamatérios, e moderadas de
TCD8* com linfécitos T e NKT. Apresenta também correlacdes negativas entre
TCD4* com IL-10 e IL-6.
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Figura 21. Rede de moléculas sollveis e células imunes mostra interagdes ocorrendo entre
grupos durante o acompanhamento do estudo. Cada grupo de cores é usado para identificar as
quimiocinas e citocinas (M) e células (E5J) no sangue periférico; e quimiocinas e citocinas ((_J)
e células (-) presentes no exsudato da bolha. As linhas tracejadas entre as moléculas indicam
uma correlacao negativa, enquanto as linhas sélidas indicam uma correlagéo positiva. As linhas
vermelhas indicam a correlagdo entre o exsudato da bolha e o sangue periférico. O indice de
correlagao (r) foi usado para categorizar a forga da correlagdo em fraca (r<0,35), moderada
(r=0,36 a r<0,67) ou forte (r=0,68).
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DISCUSSAO

As complicacdes teciduais causadas por acidentes botropicos influenciam
diretamente no prognadstico clinico dos pacientes afetados, sendo que os fatores
clinicos epidemiolégicos sao primordiais para desfechos nao favoraveis, onde a
idade avancada, assim como a auséncia ou retardo do tratamento, estdo
associados a gravidade, e estes dados corroboram com nossos achados, pois o
grupo grave apresentou uma mediana de idade superior, assim como maior

tempo para chegada ao centro médico e tratamento (tabela 05) (10,125,126).

As alteracbes dos parametros hematoldgicos sdo achados laboratoriais
comuns nos envenenamentos botropicos. O processo hemorragico causa
reducdo da contagem dos eritrécitos, da concentracdo de hemoglobina e
plaguetopenia. Clinicamente, a redugdo destes parametros correlacionam-se
com a gravidade, e a trombocitopenia ha admisséo é positivamente relacionada
ao intenso quadro hemorragico local e sistémico, o que € caracteristico de
pacientes com acidente grave (Tabela 06) (14,127). Além disso, ambos o0s
grupos de casos avaliados apresentaram aumento na contagem dos leucdcitos

totais na admissdo, com reducédo ao longo do tempo (Tabela 06).

Estudos revelam leucocitose neutrofilica com desvio a esquerda nos
pacientes acidentados, e a leucocitose com neutrofilia tem sido relacionada a
extensdo dos danos teciduais (127,128). Os neutrofilos sdo as primeiras células
inflamatoérias a atingir o tecido danificado, além disso, atuam frente as
complicacBes infecciosas apds a picada, e induz a sintese de mediadores
inflamatorios, a liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e formacédo
de armadilhas extracelulares (NETSs) (128-131). Também estédo envolvidos em
alguns aspectos da imunidade adaptativa, regulando as fungdes das células T
(132). Lomonte et al., em estudos experimentais observou uma rapida inversao
na proporcao de neutrofilos para linfécitos, mostrando que a pegonha botropica
promove alteracbes imunes precoces (133). Além disso, a amplitude de
distribuicdo volumétrica das plaquetas associada a proporcéo de linfécitos vem

sendo associada a um preditor de gravidade nos pacientes acidentados (134).
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No tecido, as toxinas do veneno induzem danos nas fibras musculares,
em componentes da matriz celular e na membrana basal dos capilares, o que
promove a liberacdo de padrbes moleculares associados ao dano (DAMPS),
tanto extracelulares como intracelulares (54). Simultaneamente ha a liberacao
de produtos microbianos que sdo reconhecidos por células residentes através
dos padrdes moleculares associados ao patogeno (PAMPSs). Assim, as células
imunes tornam-se ativadas por DAMPs, PAMPs e diretamente por toxinas do
veneno, o que atualmente vem sendo associado a teoria de padrbes moleculares
associados ao veneno (VAMPSs) (135,136). Receptores de reconhecimento
padrdo (PRRs), sdo primordiais neste processo de resposta inicial, como 0s
receptores do tipo Toll (TLRs). Moreira et al., descreve a importancia de TLR-2,
TLR-4 e CD14 no processo inflamatoério induzido por B. atrox (99). Além da
transmissao de sinais aos TLRs por meio por meio do fator de diferenciacéo
mieloide 88 (MyD88) (97). E estes eventos induzem a alteracdes fenotipicas nas
células endoteliais, liberacdo de substancias quimiotaticas, recrutamento
leucocitario e liberacdo de mediadores, no qual ocorre concomitantemente com

acréscimos nos percentuais dos leucdcitos circulantes (68).

Nossos achados apontam um aumento significativo na admissdo em
ambos 0s grupos de caso das populacdes de mondcitos inflamatérios, células
NKT, linfécitos Bl e linfocitos T, com diferenca apenas na populacdo de
mondcitos classicos e linfocitos B, que exibiram de acréscimos nas contagens
no grupo grave frente ao grupo leve (Figura 18). Os mondécitos sédo fagocitos
mononucleares que quando recrutados aos tecidos, se diferenciam em
macrofagos e secretam inUmeras citocinas pro-inflamatorias, intensificando o
recrutamento leucocitario. Soehnlein et al., observou que os mediadores
produzidos por neutréfilos abrem caminho para mondcitos inflamatérios,
proporcionando liberacdo de citocinas e aumento da depuragédo bacteriana,
sendo assim, células importantes na resposta inicial, o0 que pode justificar o
aumento destas células ao TO (Figura 06) (137). Além disso, o estimulo lesivo
faz com que o processo inflamatério perdure. Pires at al., demonstrou através do
acoplamento da lectina do tipo C a molécula de fluorescéncia FITC, que os

linfcitos atuam na producao de anions superéxidos e peroxido de hidrogénio, o
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gue aumenta a capacidade responsiva dos leucdcitos e migracao leucocitaria,
pois concentracdes nao citotdxicas influenciam na resposta celular (26). Estudos
descrevem aumento na expressao das moléculas de ades&do no endotélio e em
leucécitos, 0 que sucede no processo sequencial de rolamento, adeséo e
transmigracédo das células para o local afetado pelo veneno (103,138). Pacientes
que apresentam altos niveis da relacdo neutrofilos/linfocitos possuem maior
tempo de internacéo (139), pois sdo ceélulas que estdo associadas a producéo

de citocina e 6xido nitrico apés envenenamento grave (140).

Pires at al., demonstra interacées de mondcitos, células B, células NK e
subpopulacdes de células T. E essas interacdes célula-célula promoveu a
liberacdo de citocinas inflamatérias e anti-inflamatéria que induziram a
proliferacéo de linfécitos T e B, 0 que corrobora com nossos achados (Figura 18
e 19) (26).

A resposta humoral e a producdo de anticorpos é desencadeada pelo
reconhecimento das toxinas do veneno. Particulas antigénicas sao capturas e
apresentadas as células que expressam peptideos via MHC de classe | ou Il, 0
que resultara na producéo e liberacdo dos anticorpos (105). Luna at al., avaliou
a producdo de IgM no soro de pacientes picados por serpentes do género B.
erythromelas e investigou se os antigenos da peconha interagem com o0s
anticorpos dos pacientes. Em seus resultados observou a presenca de uma
proteina de 38 KDa 24h antes da soroterapia, demonstrando potencial para

biomarcador do envenenamento (141).

Ibiapina et al., demonstraram que as vitimas de envenenamento por B.
atrox apresentaram altos niveis das moléculas inflamatérias CXCL-9, CXCL10,
IL-6 e IL-10 circulantes antes da administracdo do antiveneno (TO), decorrente
da inflamacdo aguda em resposta a picada (108). Estes achados corroboram
com nossos resultados, onde ambos o0s grupos de caso apresentaram
acrescimos destes mediadores quando comparados ao GC na admissao (Figura
18). Outros estudos também demostram que a acao da peconha botropica esta
associada ao aumento de CCL-2, CCL-5 e IL-18 (55,98,99). O que pode estar

associado ao aumento das populagbes celulares ao longo do tempo, pois a
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quimiocina CCL-2 e CCL-5 estdo associadas com o aumento da infiltracdo de
monaocitos e CXCL-9 e CXCL-10 de células T efetoras (Figura 18 e 19).

As células NKT sédo células da imunidade inata que em poucas horas
podem ser ativadas, uma vez ativadas, potencializam a acdo dos leucdcitos,
como DCs, macrofagos e linfécitos B, também atuando na supressédo de
respostas imunes (86) (87), o que pode estar associado a reducdo dos
percentuais celulares em 24h ap0s o tratamento. Entretanto, apesar da
diminuicéo, ainda foi observado um aumento dos mondcitos patrulhadores no
grupo leve, provavelmente decorrente da remocdo das células lesionadas e
inicio do processo de cicatrizacao (142), o que so6 foi observado em 48h apds o
acidente no grupo grave. Neste grupo, ao T1 foi observado aumento apenas da
citocina IL-6. Citocina pré-inflamatéria que promove a maturacéo e ativacao de
neutréfilos e macréfagos, além de induzir e controlar a producéo e liberacdo de
proteinas de fase aguda (143) (144) (Figura 19).

A nivel local, em 48h ap0s a soroterapia, foi observado um infiltrado
inflamatdério com predominancia de mondcitos inflamatorios, patrulhadores,
celulas NKT e linfocitos TCD4*. Estudos experimentais demonstram que apdés as
primeiras 24h a inoculacdo do veneno, o infiltrado inflamatério € composto
principalmente por mondcitos, que séo percussores de macréfagos e atuam na
inducdo do processo inflamatério agudo e na reparacao tecidual (81,94,145).
Acredita-se que os macréfagos atuam no reconhecimento dos VAMPSs, o que
resulta na producéo e liberacdo de citocinas como IL-6 e TNF-a, que ativam a
inflamacéo e induzem a sintese de proteinas de fase aguda (136). Esses dados
corroboram com nossos achados, pois no contetdo exsudativo os niveis de IL-
6, IL-18 e TNF apresentaram-se elevados (Figura 20), o que € associado a
gravidade (146).

A quimiocina CCL-2 apresentou altas concentracdes tanto a nivel
sistémico quanto local no grupo grave (Figura 18 e 19), como no conteudo
exsudativo (Figura 20), sendo uma proteina quimioatrativa de monocitos com
potencial para um biomarcador de com complicagdo tecidual grave
(108,140,147,149). Pires et al, atribuiu a liberacdo de TNF a as células NK e
monaocitos (26), o que pode justificar o aumento no local picado (Figura 20). Além
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disso, neste cenario também observamos a presenca da citocina IL-10 e de
linfécitos TCD4*, o que possivelmente esta associado a uma atividade
imunomoduladora no local contra os danos causados pelo processo inflamatoério
agudo. Pires et al, também atribuiu a liberacao de IL-10 as células TCD4*, o que
pode associar-se a uma possivel atividade regulatéria também a nivel local (26).
Na (Figura 22) encontra-se um resumo esquematico da resposta imune local e

sistémica apresentada pelos pacientes com e sem complicacao grave.
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Figura 22. Resumo esquematico da resposta inflamatéria temporal local e sistémica de pacientes
acidentados por B. atrox com e sem complicagéo tecidual grave. O quadrante (A) representa a
picada e injecdo subcuténea/intramuscular do BaV, induzindo ao dano tecidual e promovendo
ativagdo de celulas residentes, reposta vascular e recrutamento de células circulantes para o
local acometido. (B), Resposta pré-soroterapia dos pacientes estratificados em grupos leve e
grave, comparados ao grupo controle, representado pelo simbolo (8). Os grupos de caso
demonstraram ao TO um padrdo de resposta similar, com aumento nos percentuais dos
mondcitos inflamatérios, linfécitos T, NKT e células B. Concomitantemente as quimiocinas CCL-
2, CXCL9, CCL-5, CXCL-10 e citocinas IL-1B e IL-10 elevaram. (C), mudanca do perfil de
resposta em 24 horas apds soroterapia. Possivel atuagdo de monécitos patrulhadores no grupo

leve e da citocina inflamatdria IL-6 no grupo grave. (D), novamente os percentuais celulares
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elevam em 48 pds-tratamento, entretanto, no grupo leve os mondcitos classicos e linfécitos
TCD8* elevaram, assim como TNF e IL-10. Contrariamente, no grupo grave, o repertério de
resposta ainda é escasso, com possivel atuacdo de mondcitos patrulhadores, linfécitos B e das
moléculas CCL-2 e IL-6. O quadrante (E) representa a resposta a nivel local, que demonstrou
uma possivel atuacédo das subpopulaces de mondcitos inflamatérios e patrulhadores, além dos
linfécitos NKT e TCD4* e dos mediadores CCL-2, IL1 B, IL-6 e IL-10. Fonte: Elaborado pelos
autores, 2021.

A principal limitagdo encontrada no decorrer do estudo foi o curto periodo
de recrutamento, além do fato de que a complicacdo local avaliada néo foi
elevada em nossos pacientes recrutados, o que refletiu no tamanho amostral.
Além disso, o curto periodo de internacao dos pacientes na fundacao inviabilizou
um acompanhamento mais extenso. As populacdes celulares avaliadas no
presente estudo ndo determinou o perfil de neutréfilos, macrofagos e mediadores
lipidicos. No entanto, os resultados aqui apresentados ajudam a compreender o
repertdrio de resposta imune local e sistémica destes envenenamentos que sdo
de grande significancia clinica. Embora ndo tenhamos avaliado o uso terapéutico
de anti-inflamatdrios adjuvantes, descrevemos possiveis alvos terapéuticos

para estudos futuros, pela proposta de um possivel biomarcador de prognaéstico.

CONCLUSAO

Nossos resultados demonstram que pacientes acidentados por B. atrox
com e sem complicagbes desenvolvem uma resposta inflamatoria aguda na
admissdo, com niveis elevados de moléculas soluveis e células inflamatorias.
Sugerimos que as moléculas CCL-2 e IL-6 exercem um importante papel na
complicacgéo tecidual grave, conjuntamente com o aumento dos percentuais das
células B, apesar do destaque ao TO durante as analises no grupo leve. Além
disso, demonstramos que o perfil de resposta local difere do sistémico, com a

presenca de um perfil inflamatoério e imunomodulador no local da picada.
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CONFLITOS DE INTERESSE
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como um potencial conflito de interesses.
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8. LIMITACOES E PERSPECTIVAS

A principal limitag&do encontrada no decorrer do estudo foi o curto periodo

de recrutamento, além do fato de que a complicacdo local avaliada ndo foi

elevada em nossos pacientes recrutados, o que refletiu no tamanho amostral.

Além disso, o curto periodo de internacéo dos pacientes na fundacao inviabilizou

um acompanhamento mais extenso. As populacdes celulares avaliadas no
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presente estudo nao determinaram o perfil de neutréfilos, macrofagos e
mediadores lipidicos. No entanto, os resultados aqui apresentados ajudam a
compreender o repertério de resposta imune local e sistémica destes
envenenamentos que sao de grande significAncia clinica. Embora ndo tenhamos
avaliado o uso terapéutico de anti-inflamatérios adjuvantes, descrevemos
possiveis alvos terapéuticos para estudos futuros, pela proposta de um possivel

biomarcador de progndstico

9. CONCLUSAO

Nossos resultados demonstram que pacientes acidentados por B. atrox
com e sem complicacbes desenvolvem uma resposta inflamatéria aguda na
admissdo, com niveis elevados de moléculas soluveis e células inflamatorias.
Sugerimos que as moléculas CCL-2 e IL-6 exercem um importante papel na
complicacédo tecidual grave, conjuntamente com o aumento dos percentuais das
células B, apesar do destaque ao TO durante as analises no grupo leve. Além
disso, demonstramos que o perfil de resposta local difere do sistémico, com a

presenca de um perfil inflamatério e imunomodulador no local da picada.
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9. ANEXOS

9.1 Anexo | — Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa
(CEP)

FUNDACAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR W
VIEIRA DOURADO"

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGQUISA

Titula da Pesquisa: A"."ALIAI;.JE;D DAS MANIFESTAI;EJES LOCAIS E PERFIL CELULAR ENVOLVIDO MA
RESPOSTA IMUME EM FACIENTES DE ACIDENTES OFIDICOS BOTROPICOS NA
AMAZONIA BRASILEIRA

Pesquisador: Allyson Guimaries da Costa

Area Temitica:

Versio: 2

CAAE: 52017118.3.0000.0005

Instituigdo Proponente: Fundagio de Medicina Tropical do Amazonas - FMT/AMTIAM

Patrocinador Principal: Financiamento Propric
DADOS DO PARECER

Mumere do Parecer: 2.831.008

Apresentagio do Projeto:

Trata-se da segunda avaliagio de um estudo intitulado A‘JALIM;;E;D DAS MANIFESTAJ;EJEE LOCAIS E
PERFIL CELULAR ENVOLVIDO NA RESPOSTA IMUNE EM PACIENTES DE ACIDENTES OFIDICOS
BOTROPICOS NA AMAZONIA BRASILEIRA do pesquisador Allyson Guimaries da Costa e colaboradores.
Os autores informam que o estudo terd duas se¢do, uma retrospectiva e outra prospectiva utilizando o
sistema iDoctor para captar informagdes clinico-epideminldgica dos pacientes atendidos na FMT-HVD no
periodo de 2008-2018, enguanto que a secdo prospectiva do estudo contard com amostragem por demanda
espontinea, composta por individuos vitimas de acidente ofidico por serpente do género Bothrops que
procuram atendimento na FMT-HVD no periode de outubro de 2018 a maio de 2019. Serdo realizadas
coletas de sangue total e do conteddo de flictenas periféricas ao local da picada. Essas amostras serdo
submetidas & técnica de citometria de fluxo (imunofenctipagem) para analise morfométrica e
imunofenctipica. A coleta de sangue para o estude sera realizada no mesmo horario em gue o paciente for
atendido na Fundagio de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourade (FMT-HVD), visando uma maior
confiabilidade nos resultados obtidos. Caso se necessite coleta de sangue adicional, esta sera realizada
apenas em casos de exirema necessidade, como para confirmar algum resultado do diagnéstico. Estas

puncies venosas (coletas de sangue) para exames laboratoriais, que s3o0 partes de seu tratamento regular,
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podem causar dor no local da pungdo elou manchas roxas fransitdrias (que desaparecem com o tempo],
tecnicamente conhecidas como equimoses e para diminuir esses nscos a equipe conta com integrantes com

experiéncia em realizar esse tipo de procedimento.

Objetive da Pesquisa:
Objetive Primaria:
Descrever a frequéncia de manifestagies locais e o perfil celular envolvido na resposta imune local e

sistémica em pacientes de acidentes ofidicosbotropicos na Amazénia brasileira.

Objetive Secundario:

Caracterizar as principais manifestagies locais em acidentes ofidicos por serpentes do género Bothrops no
periodo de 2008-2018;

Estimar a frequéncia de flictena e em pacientes de acidentes ofidicos por serpentes do génem Bothrops no
periodo de 2008-2018;

Descrever a influéncia do surgimento de flictena com o tempo de intemagic e evolugio clinica em pacientes
de acidentes ofidicos por serpentes do género Bothrops no

periodo de 2008-2018;

Analisar o perfil morfométrico & imunofenotipico das células envolvidas na resposta imune local e sistémica
em pacientes vitimas de acidentes ofidicos botropicos da Amazénia brasileira;

Associar o perfil de células locais e sistEmicas com a evolugio clinica de pacientes

vitimas de acidentes ofidicos botropicos oriundos da Amazdnia brasileira.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A coleta de sangue para o estudo sera realizada no mesmo horario em gue o paciente for atendide na
Fu ndaq.in de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HWVD], visando uma maior confiabilidade nos
resultados obtidos. Caso se necessite coleta de sangue adicional, esta sera realizada apenas em casos de
extrema necessidade, coma para confimar algum resultado do diagndstico. Estas pungies venosas (coletas
de sangue) para exames |aboratoriais, que s3o partes de seu tratamento regular, podem cawsar dor no local
da pungdo elou manchas roxas transitérias (que desaparecem com o tempao), tecnicaments conhecidas
como equimoses & para diminuir esses riscos a equipe conta com integrantes com experiéncia em realizar

esse tipo de procedimento.
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Beneficios:

Os pacientes ndo terSo beneficios imediates, porém, a participagio desses no estudo contribuird para um
melhar entendimento dos mecanismos imunoldgices (locais & sistémicos) em resposta ao veneno da
serpente & podera, futuramente, colaborar para a implantagdo de novas terapias para o tratamento de
acidentes ofidicos, visando um melhor controle da inflamagdo e possiveis infecgdes em individuos apds os
acidentes com serpentes. além de maior entendimento das necessidades de saldde da populagdo na regido

Amazdnica e, consequentements, reducio de gastos plblicos com esses eventos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa & relevante e se devidamente adequada, estara apta para sua Execu:_;.in:i

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:
FORAM AMEXADOS A ESTE PROTOCOLO OS5 SEGUINTES DOCUMENTOS:

-CARTA DE ANUENCIA DO DIRETOR DA DAM

-TCUD;

CARTA DE ANUENGCIA DO DIRETOR DE ENSING E PESQUISA:

-TCLE

-CURRICULUM LATTES OS5 5 PESQUISADORES (HIPER LINCK);
-TERMO DE DISPENSA DO COMSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO:;
-FOLHA DE ROSTO DEVIDAMENTE ASSINADA.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

PEMDEMNCIA 01: O pesquisadeor informa que a amestragem sera por demanda espontinea, composta por
individuos vitimas de acidente ofidico com caracteristica botropica que procurarem

atendimento na FMT-HVD no pericdo de outubro de 2018 a setembro de 2019, Informa também que os
pacientes serdo acompanhados em trés momentes: entrada ne Pronto Atendimente da FMT-HVD, antes da
soroterapia (TO): 24 horas apos o inicio da soroterapia (T24) e 48 horas apds o inicio da soroterapia (T48).
Coma o estudo trds um desenho prospectivo com infl::rrna;:-:':es que mastram possiveis abordagens a
pacientes vitimas de acidentes ofidicos. solicita-se a inclusdo do TCGLE (com linguagem de facil
compreensao para todas as faixas etarias).

PENDENCIA ATENDIDA.

PENMDENCIA 02-Solicita-se que seja anexado a este protocolo o curriculun lattes de todos os envolvidos na

pesquisa & com a descrigido (inclusive na metodologia) das atividades de cada um
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dos colaboradores na pesquisa.

PENDENCIA ATENDIDA

PEMDEMCIA D4: Solicita-se gue seja incluida a carta de anuéncia do diretor de assisténcia medica da
FMT/HVD.

PENDENCIA ATENDIDA

PEMDEMCIA 5 O pesquisador informa que O periodo retrospective do projeto levantard dados clinico
epidemiclogicos de 2008-2018. Comeo trata-se de um estude que utilizara dados secundarios e
retrospectivos, solicita-se que seja anexado ao protocolo o terma de consentimento de utilizagio de dados-
TCUD.

PENDENCIA ATENDIDA

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O presente projeto esta APROVADO e os interessados ficam informados de apresentar a este CEP os
relatorios, parciais e o final, do estudo conforme prevé a Resolugdo CHNS n® 466/2012, utilizando o formulario
de Roteiro para Relatoric ParcialiFinal de estudos clinicos Unicéntricos e Multicéntricos, proposto pela

COMEP em nossa home page.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguive Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_F | 03/08/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1161284 pdf 16:58:05
Outros TermoDeAnuencialnstituciona_DAM.pdf| 03/02/2018 |Allyson Guimardes Aceito
16:48:00 |da Costa

Outros TCUD. pdf 02/0%/2018 |Allyson Guimaries Aceito
17:25:56 |da Costa

Outros Termao_de_Anuencia.pdf 02/0%/2018 |Allyson Guimaries Aceito
17:25:25 |da Costa

Outros Lista_De Pesquisadores E_Fumcoes.pd| 02/02/2018 |Allyson Guimardes Aceito

f 17:19:38  |da Costa

TCLE / Termos de | Termo_De_Dispensa_TCLE. pdf 02/0%/2018 |Allyson Guimaries Aceito

Assentimento / 17:13:32 |da Costa

Justifizativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE.pdf 02/0%/2018 |Allyson Guimardes Aceito

Assentimento / 17:13:00 |da Costa

Justificativa de

Auséncia
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Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 21/06/2018 |Allyson Guimaries Aceito

17:14:20 |da Costa

Projeto Detalhado / | Projeto_Detalhado. pdf 20/06/2018 |Allyson Guimaraes Aceito

Brochura 01:52:09 |da Costa

Investigador

Declaracdo de Declaracac_Pesquisadores pdf 20/06/2018 |Allyson Guimaraes Aceito
|Pesquisadores 01:42:32 |da Costa

Situag3o do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciag3o da CONEP:
Nao

MANAUS, 20 de Agosto de 2018

Assinado por:
Marilaine Martins
(Coordenador)
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9.2 Anexo Il — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

“Avaliacao das Manifestagoes Locais e Perfil Celular Envolvido na
Resposta Imune em Pacientes de Acidentes Ofidicos Botropicos na

Amazonia Brasileira”

Pesquisador: Allyson Guimaraes da Costa

Nome do Voluntario

Ao procurar atendimento na Fundagdo de Medicina Tropical - Doutor
Heitor Vieira Dourado por ter sofrido acidente ofidico (ter sofrido picada de cobra)
vocé sera atendido, acompanhado e internado (caso necessario). Por isso esta
sendo convidado a participar de um estudo prospectivo que envolve a analise da
resposta imune local e sistémica (local da picada e no sangue) em pacientes com

diferentes evolucdes clinicas e seus sinais e sintomas.

Muitos pacientes retornam para casa sem a nova possibilidade de retorno
ao hospital, para tratamento das complicacdes decorrentes dessa ferida, além
disso, alguns evoluem para um quadro clinico que ha presenca de bolhas no
local da picada em regides proximas que podem, ou ndo, contribuir como
facilitadoras de infec¢Bes secundarias. Com isso, este estudo (citado no titulo do
termo) propde entender melhor os mecanismos imunologicos envolvidos na
resposta ao veneno da serpente (cobra) para tentar conhecer as causas e
possiveis tratamentos preventivos destas infecgdes e inflamacdes para melhorar

0 cuidado a esses pacientes.
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Para que vocé possa decidir se quer participar ou ndo deste estudo,

precisa conhecer seus beneficios, riscos e implicacdes:

OBJETIVOS DO ESTUDO

Identificar o perfil de resposta celular no local da picada em pacientes de
acidentes ofidicos por Jararacas (serpentes do género Bothrops) com diferentes
evolucdes clinicas; Descrever o perfil celular envolvido na resposta imune do
microambiente tecidual (local da picada) e circulante (no sangue) de acidentes
ofidicos; Identificar um possivel biomarcador de progndstico de infeccéo
secundaria, envolvido no microambiente tecidual (local da picada) e circulante
(sangue); Relacionar o perfil de resposta imune de acordo com o tempo de lesé&o
e evolucao clinica do paciente.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Se vocé aceitar participar deste estudo, neste primeiro dia de internacao
respondera a um questionario e sera coletado sangue para exames laboratoriais

de acordo com a rotina do hospital para o acidente ofidico (picada de cobra).

Para os exames realizados neste estudo sera utilizado uma parte do
material (5mL de sangue coletado) obtido para a realiza¢cdo de exames rotineiros
como citado anteriormente. As coletas serdo realizadas antes da realizacédo do
tratamento com antiveneno, 24 horas apoés a utilizacdo do antiveneno e 48 horas
ap0s a utilizacdo do antiveneno. Além disso, serad realizada a coleta
(aproximadamente 0,5mL) do material da flictena (bolha) formada na regido

préxima a picada.
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RISCOS

O seu tratamento ndo mudara, ser4 exatamente o0 mesmo, caso vocé
aceite participar ou ndo deste estudo. A coleta de sangue para o estuda sera
realizada no mesmo horario em que vocé foi atendido na Fundagéo de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), visando uma maior confiabilidade
nos resultados obtidos. Caso se necessite coleta de sangue adicional, esta sera
realizada apenas em casos de extrema necessidade, como para confirmar algum
resultado do diagnéstico. Estas puncfes venosas (coletas de sangue) para
exames laboratoriais, que sao partes de seu tratamento regular, podem causar
dor no local da puncédo e/ou manchas roxas transitérias (que desaparecem com

0 tempo), tecnicamente conhecidas como equimoses.

BENEFICIOS

A sua participagdo contribuira para um melhor entendimento dos
mecanismos imunoldgicos em resposta ao veneno da serpente (cobra) e podera,
futuramente, colaborar para a implantacdo de novas terapias para o tratamento
de picada de serpentes (cobra), visando um melhor controle da inflamacéo e
possiveis infeccbes em individuos apds os acidentes com serpentes (cobra),
além de maior entendimento das necessidades de salde da populacdo na
Regido Amazobnica, e, consequentemente, reducdo de gastos publicos com
esses eventos. Além disso, tera auxilio significativo no direcionamento de
politicas publicas de saude, visando a prevencao de infec¢cdes secundarias das

lesdes e, controle e tratamento da inflamacao, decorrentes de acidentes ofidicos.

ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

Vocé sera acompanhado e receberda assisténcia do quadro de

funcionarios composto por profissionais que sdo especialistas da Fundacéo
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Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) e ganhara toda a
assisténcia disponivel na FMTHVD para seu cuidado. Durante os dias de
internacdo, ou seja, durante a participacdo neste estudo, sempre ter& como
referéncia 0s responsaveis pela pesquisa, listados neste Termo de

Consentimento.

Em caso de dano por conta do desenvolvimento do estudo, e que seja
necessario atendimento meédico, ficara a cargo da FMT-HVD. Seu tratamento, e
acompanhamento médico, acontecerdo independentemente de sua participagédo

neste estudo.

CONFIDENCIALIDADE DOS REGISTROS

Além da equipe de saude da qual vocé recebera cuidados, os registros
médicos referentes a vocé poderdo ser consultados pelo Comité de Etica da
FMT-HVD e equipe de pesquisadores envolvidos. Ademais, seu home ndo sera
revelado em nenhum momento ainda que as informacgdes de seu registro médico
sejam utilizadas para propésitos educativos ou de publicacdo, que poderdo

ocorrer.

CUSTOS

N&o haverad qualquer custo para o paciente ou qualquer forma de

pagamento/remuneracdo ao mesmo por sua participacdo neste estudo.

EM CASO DE PARTICIPACAO

E de suma importancia que voceé fique ciente que a sua participacdo neste
estudo é totalmente voluntaria, também vale ressaltar que vocé podera recusar-
se a participar ou interromper sua participacdo a qualquer momento sem

qgualquer penalidade ou perda de nenhum beneficio o qual vocé tem direito.
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Diante disso, se vocé decidir que quer interromper a participacdo no estudo, a
equipe devera ser informada e as coletas de material referentes a pesquisa sera
interrompida imediatamente. Além disso, o médico responsavel por sua
internacdo pode interromper sua participacdo no estudo a qualquer momento,

mesmo sem a sua autorizacao.

ESCLARECIMENTOS

Nés estimulamos a vocé ou seus familiares a fazer perguntas a qualquer
momento do estudo. Neste caso, por favor, entre em contato ligando para o
Enfermeiro Allyson Guimardes da Costa (tel. 92 9 81535233) ou Biomédico
Hiochelson Najibe dos Santos Ibiapina (tel. 92 9 81651542). Se vocé tiver
perguntas com relagcéo a seus direitos como participante deste estudo, também
pode contar com outra forma de esclarecimento, com Comité de Etica da
Fundacdo de Medicina Tropical, pelo telefone (92) 2127-3572 ou e-mail:

cep@fmt.am.gov.br

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA

« Lias informacdes acima e entendi o propésito deste estudo assim como

0s beneficios e riscos potenciais da participa¢cdo no mesmo.

+ Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas foram respondidas. Eu,
por meio deste documento, dou livremente meu consentimento para

participar do estudo.

« Entendo que poderei ser submetido a exames laboratoriais caso
necessarios para meu tratamento e ndo receberei de forma alguma

qualquer compensacdo monetaria por minha participacao neste estudo.

» Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento.
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/ /

(Assinatura do Paciente) diaa més ano

Impressao

Digital / /

(Assinatura de Testemunha, se necessario) dia més ano

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

paciente.

(Assinatura do Pesquisador) dia més ano
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9.3 Anexo Il — Questionario Clinico Epidemioldgico

QUESTIONARIO — POS-CONSENTIMENTO

Prontuario ID paciente:

Nome completo

Sexo: M F

Data de nascimento: / / Idade

Estado

Procedéncia do acidente Cidade

Zona de ocorréncia Acidente anterior

Data acidente: / / Hora do acidente:

Chegada no P.A recebeu o soro: tempo até receber o soro:

Acidente relacionado ao trabalho  SIM NAO

Profissao

Atividade efetuada na hora do acidente

Tipo acidente/ SORO: BOTROPICO BOTROPICO/LAQUETICO

Local da picada: lado acometido: marca da presa

Numero ampolas:

Classificag&o acidente: LEVE MODERADO GRAVE
Reac&o adversa: SIM NAO
Taquicardia: SIM NAO
Taquipneia: SIM NAO
Dispneia: SIM NAO
Urticaria: SIM NAO
Nauseas: SIM NAO
Vomito: SIM NAO




Hipotens&o: SIM NAO

Prurido: SIM NAO

Choque: SIM NAO

Broncoespasmo: SIM NAO

Rouquid&o: SIM NAO

Reacéo anafilatica: SIM NAO

Outra reacao adversa, qual?

Medidas, qual? NAO
Produto local, qual? NAO
Comorbidades, qual? NAO
Farmaco, qual? NAO

Sangramento Local: SIM NAO

Gosto de sangue na boca: SIM NAO

Sangramento ocular: SIM NAO

Visdo turva: SIM NAO

Equimose Local: SIM NAO

Equimose distal, onde?

Vermelhidao: SIM, onde?

Necrose: SIM, onde?

Infeccdo: SIM, que dia?

Sindrome compartimental: SIM, que dia?

Abscesso: SIM, que dia?

Flictenas: SIM, que dia e onde?

Insuficiéncia renal: SIM, que dia?

ingua: SIM, onde?

Febre: SIM NAO

126
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9.4 Anexo IV — Procedimento Operacional Padrdo (POP) da técnica de

Imunofenotipagem Celular

PROTOCOLO DE IMUNOFENOTIPAGEM CELULAR

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS - UEA

PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM MEDICINA TROPICAL FMT-HVD

ALUNO (a) RESPONSAVEL: KEROLAINE FONSECA COELHO

ORIENTADOR: ALLYSON GUIMARAES DA COSTA

Projeto: perfil celular envolvido na resposta imune em pacientes vitimas

de acidentes ofidicos botrépicos na Amazb6nia brasileira

% Marcacdao de Superficie das Células do Sangue Periférico:

1.1 Identificar e distribuir os Anticorpos (Ac) de superficie em 6 tubos

conforme a tabela abaixo:

Tubos Perfil fenotipico Anticorpo Fluorescéncia Volume
1 Controle i i 10pL
Negativo (PBS-W)
Mondcitos e Human Anti-CD16 EITC 2 UL
2 Ativacéo Human Anti-CD14 1pL
Celul APC
elular Human Anti-HLADR oE 2 uL
3 Células NK e :UU;W;VIAAn':'_-CC;)l36 i i Ht
NKT FITC H
Human Anti-CD56 PE 5uL




128

Human Anti-CD123 2 pL
4 Celulas Human Anti- CD11c e 5L
Dendriticas _ PE H
Human Anti-CD14 APC 1puL
) Human Anti-CD5 PE 1L
5 Células B e B1 _
Human Anti-CD19 FITC 1 pL
Células T Human Anti-CD3 FITC 1uL
6 TCD4+eT Human Anti-CD4 PE-Cy7 1pL
CDa+ Human Anti-CD8 PE 1L

% Marcacdao de Superficie das Células do Conteudo Exsudativo:

1.2 Identificar e distribuir os Anticorpos (Ac) de superficie em 6 tubos

conforme a tabela abaixo:

Perfil fenotipico Anticorpo Fluorescéncia Volume
1 Contrple i ) 10pL
Negativo (PBS-W)
Human Anti-CD16 FITC 2 uL
) Mondcitos e Human Anti-CD14 APC 1pL
Ativagao Celular Human Anti-HLADR PE 2 uL
Human Anti-CD45 PERCEP 2 UL
Human Anti-CD3 PE-Cy7 1pL
3 Células NK e Human Anti-CD16 FITC 1puL
NKT Human Anti-CD56 PE 5L
Human Anti-CD45 PERCEP 2 UL
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Human Anti-CD123 FITC 2 uL

Células Human Anti- CD11c PE 1pL

Dendriticas Human Anti-CD14 APC 1L

Human Anti-CD45 PERCEP 2 UL

Human Anti-CD5 PE 1L

Células B e B1 Human Anti-CD19 FITC 1L

Human Anti-CD45 PERCEP 2 uL

Human Anti-CD3 FITC 1L

Celulas T Human Anti-CD4 PE-Cy7 1L
TCD4+eT .

CD8+ Human Anti-CD8 PE 1uL

Human Anti-CD45 PERCEP 2 uL

** Procedimentos:

1.3

14

15

1.6

1.7

1.8

1.9

Apbs a distribuicdo dos anticorpos, adicione uma aliquota de 100uL da

amostra de sangue total em cada tubo;

Vortexar;

Incubar por 30 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz;

Ao final da incubacgéo, adicionar 2mL de Solucgéo de Lise (diluir 1:10 em

agua destilada);

Vortexar;

Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz;

Finalizada a incubacao, centrifugar as amostras a 1500 rpm por 5

minutos;

1.10 Descartar o sobrenadante;

1.11 Adicionar 2mL de PBS-W em cada tubo;

1.12 Vortexar;
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1.13 Logo em seguida, centrifugar as amostras novamente a 1500 rpm 5

minutos;
1.14 Descartar o sobrenadante;

1.15 Ressuspender em 300uL de PBS-W ou MFF (caso a leitura da mostra

seja no dia posterior);
1.16 Vortexar brevemente;

1.17 Realizar aquisicdo no Citbmetro de Fluxo.
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9.5 Anexo V - Procedimento Operacional Padrdo (POP) da técnica de
Cytometric Bead Array — CBA

PROTOCOLO CYTOMETRIC BEAD ARRAY - CBA

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS - UEA

PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM MEDICINA TROPICAL FMT-HVD

ALUNO (a) RESPONSAVEL: KEROLAINE FONSECA COELHO

ORIENTADOR: ALLYSON GUIMARAES DA COSTA

Projeto: perfil celular envolvido na resposta imune em pacientes vitimas

de acidentes ofidicos botrépicos na Amazb6nia brasileira

Quantificacdo das Quimiocinas e Citocinas

1. Preparando do experimento (Dia anterior):

1.1 Verificar o nUmero de amostras a ser feita;
1.2 Separar as amostras em aliquotas de 100 pl em eppendorfs menores;

1.3 Para aliquotar as amostras, descongelar em banho maria (37°C) e
centrifugar por 10 min a 14.000 rpm. Retirar o sobrenadante e colocar
em eppendorfs menores. E importante utilizar o fluxo laminar para n&o

contaminar as amostras;
1.4 Colocar novamente as amostras no freezer;

1.5 Identificar os tubos das amostras a serem utilizadas. E preferivel utilizar

nameros sequenciais para facilitar o procedimento (ex: 1, 2, 3, 4, 5, 5,);
1.6 Identificar um tubo para o controle negativo com a sigla “CN”;

1.7 Identificar um tubo para fazer o pool de BEADS com a sigla “BD”;
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1.8 Identificar os 9 tubos da curva padréo para realizar as diluicoes.

Identificar todos os tubos com o numero 1 e suas respectivas

concentragodes e dilui¢des:

Exemplo:

5 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256
5000 2500 1250 629 312,5 156 80 40 20

1 1 1 1 1 1 1 1 1
\/ Veddt R Nt Wb et N N N

1.9 Identificar outros 9 tubos da curva padréo para fazer a reacao e leitura

no citdmetro. Identificar todos com o numero 2 e sua respectiva

concentracéao e diluicéo;

1.10 Calcular quanto vai ser utilizado de cada BEAD;

Exemplo: 04 amostras:

Soma-se:

Total:

Calculo:

4 Amostras

09 Curva

01 CN

2 tubos (seguranca) — Para nao faltar reagente

16 tubos

16 tubos x 50 (quantidade que eu vou colocar em cada tubo) = 800

800 / 05 (NUmero de BEADS que vou utilizar) = 160 pL

Utilizar 160 pL de cada BEAD.

2. Preparo das amostras e Reagentes “G” e “F” (Dia do experimento):



2.1

2.2

2.3
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Descongelar as amostras em banho maria (37°C) e centrifugar por 10
min, a 14.000 rpm. Utilizar este mesmo procedimento se precisar diluir
as amostras, caso seja necessario, utilizar o reagente G do kit pra
diluicao;

Colocar os reagentes G e F em tubos Falcon e centrifugar por 10 min a
2.000 rpm;

Retirar os tubos identificados e deixar todos prontos para o inicio do

experimento, separar ponteiras, pipetas, descartes, etc.

3. Preparo dos Padrdes:

3.1

3.2

3.3

3.4

Reconstituir o padréo 15 min antes de comecar o experimento. O padrao
deve ser reconstituidos com 4,0 mL do reagente G. ApGs abrir o padrao,
colocar 1000 pL do reagente G e agitar bem lentamente e com
movimentos circulares por uns 5 min. Adicionar mais 1000 uL do
reagente G e continuar mexendo bem suavemente. Com uma pipeta,
passar o padrao para o tubo TS “1”. Colocar mais 1000 pL do reagente
G para lavar o recipiente do padrdo e com a pipeta transferir para o
TUBO TS “1”. Repetir o procedimento com mais 1000 pL do reagente G,

mexendo suavemente por 15 min ou até solubilizar bem;
OBS: Nunca vortexar o padrao e nem agitar fortemente.

Colocar 300 pL do reagente G em cada tubo da curva de diluigao “1”
exceto no tubo TS que esta o padrdo. Realizar diluicbes sucessivas

conforme o exemplo abaixo;

No tubo CN colocar apenas o reagente “G”.
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300 ul 300 ul 300 ul 300 ul 200 ul 300 ul 300 ul 300 ul

(XA MM

5

5000

2.0 mL —

4. P

4.1

4.2

4.3

5. E

5.1

52

5.3

54

5.5

ERRRRRR

1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256
2500 1250 625 312,5 156 80 a0 20

1 1 1 1 1 1 1 1

L

reparo do pool de BEADS:

Pegar o célculo de quanto serd necessario utilizar das BEADS (ex. 160
uL);
Colocar 160 pL de cada BEAD (reagentes A1l — A5 do kit) no tubo “BD”,

vortexar novamente;

Utilizar 50 pL do pool de BEADS para cada tubo de amostra, curva de

diluicdo “2” e controle negativo (CN).

xecucdao das reacgdes:

Colocar 50 uL do pool de BEADS em cada tubo da curva de dilui¢cao “2”.

N&o esquecer de vortexar as BEADS de tempo em tempo;

Colocar 50 pL do pool de BEADS em todos os tubos das amostras e no

tubo CN, sempre vortexando as BEADS;

Adicionar 50 pL do padrao dos tubos da curva de diluigdo “1” nos tubos

da diluicao “2”. Colocar respeitando as respectivas dilui¢des;

Adicionar 50 pL de amostra nos seus respectivos tubos. E importante

pegar somente o sobrenadante dos tubos;

Adicionar 50 pL do reagente G no tubo CN;



5.6

5.7

5.8

5.9
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Adicionar 50 pL do reagente “B” em cada tubo. Tanto nos tubos da curva

de diluicado “2”, quanto nos das amostras e CN;
Vortexar todos 0s tubos;
Incubar por 3h ao abrigo da luz;

Apés incubacdo, adicionar 500 uL dor reagente “F” em cada tubo;

5.10 Centrifugar os tubos por 5 min a 1.500 rpm a 18°C,;

5.11 Aspirar o sobrenadante deixado aproximadamente 500 puL em cada

tubo;

5.12 Vortexar todos os tubos e proceder a leitura.

6. Aquisicdo das amostras e padrdes no citdmetro:

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

Criar 2 etapas: “Standard” e “Samples”. Pode adquirir todas as amostras
em uma Unica pasta e depois separar as 10 primeiras para pasta

Standard e o restante para a Samples;
Abrir o Template de aquisicdo do CBA,;

Conectar o citbmetro e acionar os parametros do instrumento
determinado apo6s calibracdo do aparelho. Certificar que no item

“Acquisition and Storage” a resolu¢ao do canal esta em 1024;

Ajustar o numero de eventos a serem contados para 2.100 em R1 (300
beads de cada analito);

Colocar o nome do arquivo no item FILE com caracteres alfa-numéricos.
Exemplo: As iniciais de quem esta fazendo o experimento e data do dia
do procedimento. Ex: JP02052008.001;

Assegurar que a gate R1 esta delimitando todas as beads. Adicionar a

velocidade High;

Comecar a leitura com o tubo CN e depois em ordem crescente de
concentracao dos padrdes, ou seja, ler da maior diluicdo para menor até
o tubo TS.



