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RESUMO

QUEIROS, Deize Carneiro. O Acidente Botropico no Tocantins: perfil epidemiologico
dos acidentados, fatores ambientais facilitadores dos acidentes, toxicidade e
neutralizacdo do veneno. Dissertacdo (CIAMB). UFT - Universidade Federal do

Tocantins, Tocantins, 2020.

O envenenamento causado por serpentes do género Bothrops representa cerca de 90%
dos acidentes ofidicos em todo o Brasil e a serpente Bothrops moojeni € a principal
espécie causadora dos acidentes no Tocantins. Por isso o objetivo desse estudo foi
avaliar o perfil epidemioldgico dos acidentados por serpentes do género botrépico, 0s
fatores ambientais facilitadores do acidente, a toxicidade experimental de Bothrops
moojeni para o estado do Tocantins e a neutralizacdo desse veneno pelo antiveneno
botrépico comercial. O perfil epidemiolégico dos pacientes nos acidentes botrépicos
buscou subsidiar o entendimento da dinamica desse agravo, com dados de 2007 a 2019,
obtidos a partir da plataforma TabWin-SINAN. Foi avaliada a correlacdo dos acidentes
ofidicos com alguns dos fatores ambientais como precipitacéo pluviométrica, temperatura
do ar, umidade relativa do ar e 0 avanc¢o agropecuario, nas cidades de Araguaina, Palmas
e Porto Nacional, a partir de dados disponiveis no IBGE e no INMET. Para avaliar a
toxicidade do veneno de Bothrops moojeni e sua neutralizacdo com antiveneno, foram
testadas as atividades desfibrinogenante, edematogénica, hemorragica, fibrinolitica,
miotdxica e coagulante. Observou-se 7.906 acidentes botrépicos durante o periodo
analisado, com aspecto epidemioldgico classico: o sexo masculino foi 0 mais acidentado
(76,7%), a idade predominante foi de 20-59 anos (62,0%), com acidentes classificados
como leve a moderado (89,6%) e 0,4% de 6bitos. Araguaina foi a cidade que apresentou
0 maior numero de acidentes (6,5%), seguido de Palmas (4,2%) e Porto Nacional (3,4%).
As variaveis ambientais sazonais de temperatura do ar, umidade relativa do ar e
precipitacdo pluviométrica foram determinantes na incidéncia desses acidentes, nas trés
cidades analisadas. Para o avango agropecudrio, houve correlacdo para Araguaina
(producao de feijdo, mandioca e milho) e Palmas (producdo de feijao). O veneno da
espécie Bothrops moojeni apresentou todas as caracteristicas bioldgicas testadas e o
antiveneno botrépico foi capaz de neutraliza-las. Portanto, a ocorréncia do acidente
botrépico, no estado do Tocantins, tem influéncia das condi¢cdes ambientais e atinge a
faixa etaria mais ativa da populacdo. O veneno de Bothrops moojeni apresentou
caracteristicas padrao encontradas nos venenos das outras jararacas, e o antiveneno foi
validado para essa espécie, que ocorre no territorio tocantinense.

Palavras-chave: Acidente botrépico; Bothrops moojeni; Epidemiologia; Neutralizagao;
Toxicidade.



ABSTRAT

QUEIROS, Deize Carneiro. The Botropic Accident in Tocantins: epidemiological profile
of the victims, environmental factors that facilitate accidents, toxicity and neutralization of
the poison. Dissertation (CIAMB). UFT - Federal University of Tocantins, Tocantins, 2020.

Poisoning caused by snakes of the Bothrops genus represents about 90% of snake
accidents in Brazil and the Bothrops moojeni snake is the main species causing accidents
in Tocantins. Therefore, the objective of this study was to evaluate the epidemiological
profile of those injured by snakes of the botropic genus, the environmental factors that
facilitate the accident, the experimental toxicity of Bothrops moojeni for the state of
Tocantins and the neutralization of this poison by the commercial botropic antivenom. The
epidemiological profile of patients in botropic accidents sought to support the
understanding of the dynamics of this disease, with data from 2007 to 2019, obtained from
the TabWin-SINAN platform. The correlation of snakebite accidents with some of the
environmental factors was evaluated, such as rainfall, air temperature, relative humidity
and agricultural progress, in the cities of Araguaina, Palmas and Porto Nacional, based
on data available at IBGE and INMET. To evaluate the toxicity of Bothrops moojeni venom
and its neutralization with antivenom, defibrinogenating, edematogenic, hemorrhagic,
fibrinolytic, myotoxic and coagulant activities were tested. 7,906 cases of botropic
accidents were observed during the analyzed period, with a classic epidemiological
aspect: male was the most injured (76.7%), the predominant age was 20-59 years
(62.0%), with accidents classified as mild to moderate (89.6%) and 0.4% of deaths.
Araguaina was the city with the highest number of accidents (6.5%), followed by Palmas
(4.2%) and Porto Nacional (3.4%). The seasonal environmental variables of air
temperature, relative humidity and rainfall were determinant in the incidence of these
accidents, in the three cities analyzed. For agricultural progress, there was a correlation
for Araguaina (production of beans, cassava and corn) and Palmas (production of beans).
Bothrops moojeni venom showed all the biological characteristics tested and botropic
antivenom was able to neutralize them. Therefore, the occurrence of botropic accidents
in the state of Tocantins has an influence on environmental conditions and affects the
most active age group of the population. Bothrops moojeni venom showed standard
characteristics found in other jararacas venoms, and the antivenom was validated for this
species, which occurs in Tocantins territory.

Keywords: Botropic accident; Bothrops moojeni; Epidemiology; Neutralization; Toxicity.
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1 INTRODUCAO

Acidentes causados por animais peconhentos provocam mortalidades, intoxicacao
e sequelas graves em todo o mundo. Entre os animais pegonhentos, serpentes, aranhas
e escorpifes sdo 0s responsaveis pela maioria desses acidentes, e, entre esses, 0
ofidismo é de maior interesse para saude publica por sua frequéncia e gravidade (WHO,
2014). De aproximadamente 3.000 espécies de serpentes conhecidas ho mundo, 600
sdo peconhentas e provocam um grande numero de vitimas em acidentes ofidicos, cerca
de 2,5 milhdes em todo o mundo, e desses, aproximadamente 100.000 casos evoluiram
para obito (BERNARDE, 2014; NOGUEIRA et al., 2019). O envenenamento causado por
serpentes do género Bothrops no Brasil, representa cerca de 90% dos acidentes e € mais
frequente na regido Norte e Centro-Oeste do pais. Espécies que pertencem a esse
género, possuem grande variabilidade na producéo de suas toxinas (THEAKSTON et al.,
2003; PINHO et al., 2004; LIMA et al., 2009; SANTOS et al., 2014; BERNARDE et al.,
2015; LEOBAS et al., 2016; PARISE, 2016; BRASIL, 2017; XIMENES et al., 2018).

1.1 As serpentes e os acidentes ofidicos

A histéria evolutiva das serpentes tem cerca de 135 milhdes de anos, possuem
como caracteristica a auséncia de pernas, um corpo cilindrico e alongado com escamas
e a capacidade de abrir a mandibula em um angulo maior que 150° (BERNARDE, 2011).
Pertencentes ao grupo Vertebrata, estdo classificadas na classe Reptilia, subclasse
Lepidosauria, na ordem Squamata e subordem Serpentes (MELGAREJO, 2009;
NOGUEIRA et al., 2019). Estao divididas em dois grupos basicos: as peconhentas e as
nao peconhentas. As serpentes peconhentas produzem toxinas em glandulas
especializadas e possuem aparelho apropriado para sua inoculagéo, cujas funcdes séao
imobilizar as presas, auxiliar na digestdo e também utilizada como autodefesa
(BERNARDE, 2014). As serpentes ndo pegonhentas também provocam acidentes, mas
sem gravidade clinica, por ndo produzirem toxinas e nem aparatos para inocula-las, com
isso, sdo consideradas de menor importancia, tanto meédica, quanto para as pesquisas
cientificas (MELGAREJO, 2003; BERNARDE, 2011; BERNARDE; GOMES, 2012).
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As serpentes nos oferecem servigos bioldgicos, econdmicos e medicinais,
possuem papel fundamental no controle biologico de diversos animais que afetam a vida
da humanidade, como os ratos. Contudo a maioria desses animais sdo mortos pela
populacao, por acreditar que todas as serpentes sdo animais potencialmente perigosos,
sendo necessarias acdes que diminuam esses efeitos negativos (MARTINS et al., 2002;
MELGAREJO, 2003).

Cerca de 3.709 espécies de serpentes estdo distribuidas nas regides tropicais e
temperadas do planeta. Sua distribuicdo geogréfica, apresentada na Figura 1, esta
diretamente relacionada a necessidade de obtencdo de calor externo para sua
termorregulacéo, por serem animais pecilotérmicos, ou seja, adaptam sua temperatura
corporal de acordo com a temperatura do ambiente (BORGES; ARAUJO, 1998;
MELGAREJO, 2009; ZANELLA et al., 2009; WHO, 2014).

[ vercmous seakas fourd

Figura 1: Area de distribuicdo mundial das serpentes. Fonte: WHO (2014)

O Brasil possui uma riquissima diversidade faunistica de serpentes pois as
condi¢cdes ambientais de pais tropical sdo favoraveis para adaptacdo e sobrevivéncia
desses animais. Podem ser encontradas no territorio brasileiro aproximadamente 412
espécies de serpentes, classificadas em dez familias: Anomalepididae, Leptotyphlopidae,
Typhlopidae, Aniliidae, Tropidophiidae, Boidae, Colubridae, Dipsadidae, Elapidae e
Viperidae. As serpentes peconhentas pertencem apenas a duas familias, 27 espécies a
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familia Elapidae e 28 espécies a familia Viperidae (MELGAREJO, 2003; BERNILS;
COSTA, 2015; NOGUEIRA et al., 2019).

Os acidentes com serpentes peconhentas estdo divididos em quatro tipos:
acidentes botrépico, com serpentes dos géneros Bothrops e Bothrocophias (incluindo
recentemente Rhinocerophis, Bothriopsis, Bothropoides); acidentes crotalicos, com
serpentes do género Crotalus; acidentes laquéticos, com serpentes do género Lachesis;
acidente elapidico, com serpentes dos géneros Micrurus e Leptomicrurus. Serpentes
dos géneros Bothrops e Crotalus, conhecidas popularmente como jararaca e cascavel,
respectivamente, lideram na quantidade de acidentes registrados, esses géneros
pertencem a familia Viperidae (MELGAREJO, 2003; MOREIRA; MORATO, 2014).

O acidente ofidico foi reconhecido pela Organizacdo Mundial de Saude como
Doenca Tropical Negligenciada devido ao elevado nimero de acidentes e sua gravidade
(WHO, 2014). Cerca de 29.000 casos de envenenamentos por serpentes acontecem
anualmente no Brasil, e uma média de 125 6bitos, e, na América do Sul, é o pais com
maior incidéncia de acidentes ofidicos (ALCANTARA et al., 2018; SINAN, 2019). Os
acidentes tém grande importancia epidemioldgica principalmente nas regides Centro-
Oeste e Norte do pais, que lideram em numero de casos (BRASIL, 2001; NADUR-
ANDRADE et al., 2012; BERNARDE, 2014). No periodo de 10 anos, 2007 a 2016, foram
registrados cerca de 233.500 acidentes provocados por serpentes peconhentas em todo
pais, 81.178 acidentes somente na regido Norte (35%), prevalecendo os acidentes
causados pelo género Bothrops (BOCHNER et al., 2003; PINHO et al., 2008; XIMENES
et al., 2018; SINAN, 2019).

As serpentes do género Bothrops abrangem aproximadamente 24 espécies, sao
caracterizadas pela ‘cabeca em formato de langa’, cauda lisa, e suas cores variam muito
dependendo da espécie e da regido onde vivem. Estdo amplamente distribuidas no
Brasil, algumas espécies representam maior importancia por sua extensa distribuicao
geografica, como, por exemplo, a Bothrops atrox, na Amazoénia, e Bothrops moojeni, no
Tocantins (OLIVEIRA, 2014; SILVA, 2017). A Tabela 1 mostra a distribuicdo das
espécies do género Bothrops de maior relevancia para a saude publica. Os
envenenamentos causados por serpentes desse género representam cerca de 90% dos
acidentes ofidicos no Brasil (BRASIL, 1998; BOCHNER et al., 2003; OLIVEIRA et al.,
2013; NOGUEIRA et al., 2016; SILVA, 2017; ALCANTARA et al., 2018).
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Tabela 1: Distribuicdo geogréafica das serpentes do género Bothrops, no Brasil

NOME CIENTIFICO

NOMES POPULARES

DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

Bothrops alternatus

Urutu urutu-cruzeira,
cruzeira

RS, SC, PR, SP, MS e MG

Bothrops atrox

Surucucurana, jararaca-
do-norte, comboia,
jararaca-do-rabo-branco

AC, AM, RR, PA, AP, MA, RO, TO,
CE e MT (areas de floresta)

Bothrops erythromelas

Jararaca-da-seca

Pl, CE, RN, PB, PE, AL, SE, BA e
MG (4reas xerdfitas/caatinga)

Bothrops jararaca

Jararaca jararaca-do-rabo-
branco

BA, MG, ES, RJ, SP, PR, SC e RS

Bothrops jararacugu  Jararacucgu BA, ES, RJ, SP, PR, MG, MT e SC
Bothrops leucurus BA
Bothrops lutzi Jararaca MG, BA, GO, TO, Pl e CE

Bothrops marmoratus

Jararaca pintada

MT, MS, SP, TO, GO, RO e AM

Bothrops moojeni

Jararacao, jararaca,

DF, GO, MG, SP, MT, MS, PI, PR e

caicaca TO

Bothrops neuwiedi Jararaca-pintada Em todo o pais, exceto Amazoénia

Fonte: SILVA (2017) e BRASIL (1998)

O género Bothrops apresenta uma grande variabilidade na producédo de suas
toxinas, variacao que ocorre em individuos da mesma espécie, distribuidos em diferentes
regides, devido a adaptacdo evolutiva. A composicdo dos venenos sofre influéncia dos
fatores geograficos, do habitat, das variacdes sazonais, da dieta, do sexo e da idade, €
utilizado para capturar e ajudar na digestdo de presas. Com isso, torna-se relevante o
reconhecimento das atividades dos venenos das espécies de cada regido, principalmente
as de maior importancia para a saude publica, para instituir os cuidados adequados
(BRASIL, 2010; SOUSA et al., 2018; AGUIAR et al., 2019). Dessa forma, o estudo das
espécimes de Bothrops moojeni, em cada regido, € essencial para validacao/producéo
do antiveneno (soro antiofidico) (MARTINS et al., 2002; THEAKSTON et al., 2003;
BERNARDE, 2011; AGUIAR, 2016).

Os antivenenos foram incluidos em 2007 na lista de medicamentos essenciais,
reconhecendo sua importancia no atendimento as vitimas de acidentes por serpentes
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2014). A administracdo do antiveneno

botrépico polivalente deve ser realizada o mais rapido possivel para garantir a eficiéncia
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do tratamento nos acidentes botropicos (RAW et al., 1991; BRASIL, 2001; FERNANDEZ
et al., 2010; SOUSA et al., 2018).

1.2 O avancgo agricola no estado do Tocantins e o acidente botrdpico

O estado do Tocantins esta localizado na regiao Norte do pais e ocupa uma area
de 278.420,7 km?, apresenta vegetacdo de Cerrado na maior parte de seu territorio
(75,6%), sendo este o segundo maior bioma da América do Sul. O Cerrado corresponde
a quase dois milhdes de km2 no Brasil e vem sendo destruido e fragmentado devido a
expansao da atividade agricola no pais (PINHEIRO, 2008; SEPLAN, 2013).

O Tocantins esta entre os nove estados que compdem a Amazénia Legal, seu
clima é predominantemente tropical seco e semiimido, com uma estacdo seca e outra
chuvosa bem definida (CAVALCANTI et al., 2012). A estacdo seca ocorre de maio a
setembro, e o periodo chuvoso se inicia no més de outubro e termina em abril. E
abundante em luminosidade e ideal para atender as necessidades do ciclo produtivo de
graos (BRIDGEWATER et al., 2004; MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2011).

Suas principais atividades econ6micas sdo a agricultura e a pecuaria, pois o
estado possui fitofisionomia que favorece o processo de mecanizacdo agricola. Nos
altimos dez anos, a producéo de graos do estado teve um crescimento superior a 180%
na area plantada e 240% na producéao (SEAGRO, 2018). Aproximadamente 52% da area
original do Cerrado foi convertida para areas de pastagem e agricultura. A destruicdo é
preocupante e representa uma ameaca a esse ecossistema (IBGE, 2004; SEPLAN, 2013;
SANTOS et al., 2015; PENA, 2018). A medida que o Cerrado vem sendo devastado para
abrir espaco a expansao das lavouras e da pecuaria, varias espécies estao ficando em
perigo crescente de extingdo, inclusive as serpentes, que tém o Cerrado tocantinense
como habitat natural. O desmatamento também ocasiona mudancgas nos regimes de
chuva, nas temperaturas e na umidade relativa do ar, que afetam a sobrevivéncia,
possibilidades de alimentacao, refigio e reproducéo das serpentes (BORGES; ARAUJO,
1998; NOGUEIRA et al., 2016; SILVA, 2017; IPAM, 2018).

No estado do Tocantins, registra-se uma quantidade significativa de acidentes
ofidicos a cada ano (Figura 2), com uma média de aproximadamente 700 acidentes por
ano, no periodo de 2007 a 2019 (SINAN, 2019).
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Figura 2: Frequéncia anual dos acidentes ofidicos no Tocantins no periodo de 2007 a
2019. Fonte: SINAN, (2019)

Foram notificados 9.104 acidentes ofidicos (2007-2019), com predominio dos
acidentes botropicos (87%), seguidos de 11% pelo género Crotalus. Os géneros de
Lachesis e Micrurus representaram valor inferior a 3% das ocorréncias registradas no
estado (SINAN, 2019) (Figura 3). Os acidentes com serpentes do género Bothrops séao

destaques devido ao elevado numero de registros no estado.

W Bothrops
M Crotalus
W Micrurus

Lachesis

Figura 3: Acidentes com serpentes peconhentas no Estado do Tocantins, segundo o
género, no periodo de 2007 a 2019. Fonte: SINAN, (2019)
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A gquantidade das notificagfes para o acidente ofidico pode ser justificado pelo
desmatamento e também pelo desenvolvimento das areas de plantio, contudo pouco se
conhece a respeito das relacdes entre a biologia das serpentes do Cerrado tocantinense
e a ocorréncia desses acidentes. Essas varidveis podem estar relacionadas aos
acidentes ofidicos e a suas complica¢des (LIMA et al., 2009; SILVA, 2017; ALCANTARA
et al., 2018). De acordo com dados do Sistema Nacional de Informacdes Toéxicas
Farmacologicas, os acidentes, de um modo geral, ocorrem principalmente em zonas
rurais (SINITOX, 2010). Alguns fatores socioambientais, como tempo chuvoso e quente,
vegetacao, habitac&o rural e processo de urbanizacao de areas periféricas das cidades,
podem estar diretamente relacionados aos indices de acidentes ofidicos, mais frequentes
nos meses de novembro a abril, e fazem trabalhadores rurais do sexo masculino, na faixa
etaria de 15 a 49 anos, suas principais vitimas (BOCHNER et al., 2003; PINHO et al.,
2004; LEOBAS et al., 2016; PARISE, 2016).

Silva (2017) reuniu varios trabalhos sobre a fauna de serpentes para o estado do
Tocantins e relatou trés espécies de Bothrops: Bothrops lutzi, Bothrops marmoratus e
Bothrops moojeni. A espécie Bothrops moojeni, também conhecida como caicaca, € a
mais frequente, e foi registrada em 38 municipios do estado, portanto, com ampla
distribuicdo no territério tocantinense (Figura 4), sendo a principal espécie causadora de
acidente botropico no estado (SILVA, 2017).

Figura 4: Imagem e mapa de distribuicdo da espécie Bothrops moojeni, no Tocantins.
Fonte: SILVA, (2017)
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As serpentes do género Bothrops, que compdem as diversas espécies de jararaca,
sdo caracterizadas por possuirem fosseta loreal e cauda lisa, sem chocalho.
Pertencentes a familia dos Viperideos, tém uma uUnica ninhada por ano, no inicio da
estacdo chuvosa, e costumam nascer de 12 a 14 filhotes, ap6s quatro meses de
gestacdo. Possuem uma grande capacidade de adaptacdo, podem atingir
aproximadamente 1,7 metros de comprimento quando adultas. Sua alimentacdo é
composta principalmente de pequenos mamiferos, anfibios, lagartos, serpentes e aves.
Sao todas solendglifas (Figura 5), ou seja, apresentam presas grandes, agudas e ocas,
localizadas na por¢ao anterior da maxila e que se projetam para fora da boca no momento
do ataque (RIBEIRO, 1990; CARDOSO et al., 2009; NOGUEIRA et al., 2003; MOREIRA;
MORATO, 2014).

Figura 5: Denticdo solendglifa das serpentes do género Bothrops. Fonte: FUNED, (2014)

A espécie Bothrops moojeni (Figura 4) foi descrita pela primeira vez por Hoge,
(1966), em Brasilia, Distrito Federal. Recebeu esse nome em homenagem ao
pesquisador mineiro Jodo Moojen. Prefere ambientes Umidos como matas, areas
cultivadas e locais onde haja facilidade para proliferacao de roedores, demonstra grande
versatilidade em se adaptar a areas urbanizadas. E encontrada principalmente em zonas
rurais e periferias das grandes cidades, esta amplamente distribuida no territorio
brasileiro, desde o Parana até o Maranh&o. Apresenta comportamento agressivo e chega

a atacar sem causar ruidos. Por ser a espécie que mais causa acidentes ofidicos no

24



Cerrado, apresentando grande importancia médica nessas regides (SANTOS et al., 2014;
SILVA, 2017).

1.3 Atividade bioldgica do veneno botropico

O veneno das serpentes do género Bothrops € produzido por glandulas exdcrinas
especializadas, a principal funcdo esta relacionada a captura de alimento. Contém
diferentes toxinas de natureza proteica. Cerca de 90% do peso seco dos venenos é
constituido por uma mistura complexa de proteinas e peptideos, como também por
carboidratos, lipidios, metais, nucleotideos e aminoacidos livres, entre outros. Algumas
das proteinas sdo enzimas, como serinoproteinases e metaloproteinases, que
contribuem para a digestdo da presa e sdo as principais fracdes téxicas do veneno
botropico (BERNARDES et al., 2008; GUTIERREZ et al., 2011; SERRANO, 2013;
AMORIM et al., 2018; AGUIAR et al., 2019).

O veneno botropico possui alta complexidade e variacdo quanto as proteinas,
provoca efeitos lesivos, sistémicos e locais ap0s a picada, pela acdo enzimatica e
proteolitica (necrose tecidual) (RODRIGUES et al., 1998). Efeitos locais frequentemente
incluem dor, hemorragia, edema e mionecrose no local da picada, que, dependendo da
intensidade, pode levar a sindrome compartimental e a necrose de tecidos profundos.
Sua real magnitude varia de acordo com a composicao do veneno, fatores de risco para
complicagdes locais, como picada em extremidades e uso de torniquete, e a qualidade
da assisténcia prestada ao paciente (SERRANO et al., 1993; SALVADOR et al., 2018;
SOUSA et al., 2018).

Os efeitos sistémicos no envenenamento por Bothrops sao resultados da
coagulopatia de consumo, que resultam em disturbios da coagulacdo (MOURA-DA-
SILVA, 1991; SANO-MARTINS et al., 2009; SHARMA, 2019). Os efeitos sistémicos
levam a incoagulabilidade sanguinea e hemorragias, como equimoses, gengivorragia,
hematuria e outras menos comuns, porém com gravidade potencial, como sangramento
digestodrio, pulmonar ou intracraniana. Também decorrentes da agdo sinérgica das
diferentes toxinas que compdem o veneno, distirbios hemodinamicos e alteracdes renais
contribuem para a letalidade nos envenenamentos botrépicos. Outras manifestacdes
clinicas que também levam as complicagcfes sistémicas nos acidentes botrépicos séo
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choque circulatério e insuficiéncia renal aguda (PINHO et al., 2008; SANO-MARTINS et
al., 2009).

Os disturbios hemostéaticos e os sinais locais observados no envenenamento
botrépico sdo utilizados para classificar a gravidade do paciente acidentado em leve,
moderado e grave (Tabela 2). A classificacdo baseia-se no tamanho do edema local, no
tempo de coagulacado, que se apresenta normal ou alterado, e na presenca/auséncia e

grau de hemorragia apresentada (BRASIL, 2010).

Tabela 2: Gravidade do acidente Botropico e seus principais sinais clinicos

LEVE Quadro local discreto, sangramento em pele ou mucosas; pode haver
apenas disturbio na coagulagio.

MODERADA | Edema e equimose evidentes, sangramento sem comprometimento do
estado geral; pode haver distirbio na coagulacio (Figura 6).

GRAVE Alteragdes locais intensas, hemorragia grave, hipotensio, aniria.

Fonte: BRASIL, (2010)

Segundo o Ministério da Saude (2010), o tempo decorrido entre o acidente e a
terapia com antiveneno € o fator progndéstico mais importante e, em geral, correlaciona-
se com a gravidade. Dessa forma, o tempo € o fator determinante, pois, quanto menor
esse tempo para o atendimento médico iniciar, menores sao as chances de ocorrerem
complicacBes em decorréncia do acidente ofidico. Porém é um dos problemas do
acidente ofidico nos paises em desenvolvimento, a dificuldade da populacdo mais
carente em acessar as unidades de satde (FERNANDEZ et al., 2010).

A utilizacdo do antiveneno € a terapia mais eficaz no controle das manifestacées
sistémicas, sua acdo baseia-se na formacdo de um complexo entre antigeno com
anticorpos especificos. O antiveneno botrépico € uma formulacdo pentavalente,
produzido a partir da imunizacdo de cavalos, com a mistura dos seguintes antigenos:
Bothrops jararaca (50%), Bothrops jararacussu (12,5%), Bothrops alternatus (12,5%),
Bothrops moojeni (12,5%) e Bothrops neuwiedi (12,5%). Sao produzidos no Brasil por

instituicbes publicas: Instituto Butantan, Fundacdo Ezequiel Dias, Instituto Vital Brasil e
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Centro de Producédo e Pesquisa em imunobiol6gicos, que suprem a demanda nacional
de antivenenos, dispensados de forma gratuita para a populagdo (RAW et al., 1991).

Os pacientes com manifestacdes clinicas de envenenamento necessitam de
antiveneno de acordo com a espécie da serpente e da intensidade do envenenamento,
definido pelo quadro instalado. Na maioria dos acidentes, os tratamentos s&o instituidos
por meio do reconhecimento das lesdes e da sintomatologia apresentada pelo paciente
(GOMES et al., 2009; FERNANDEZ et al., 2010; BRASIL, 2011).

Para compreender a evolugdo do paciente vitima de acidente botropico em cada
regido, sdo necessarios estudos para avaliar a toxicidade experimental do veneno. O
desenvolvimento de terapias mais eficazes depende desse tipo de avaliacdo e ainda a
caracterizacdo dos fatores favoraveis ao encontro das serpentes pode colaborar com a
prevencao e, consequentemente, com o mapeamento desses acidentes (MORAES et al.,
2012; LEOBAS et al., 2016). Entretanto sdo poucos os estudos que descrevem o perfil
epidemiologico dos acidentes, como também n&o ha dados na literatura que tracem o
perfil do veneno de Bothrops moojeni para o Cerrado tocantinense, o que justifica a

necessidade de pesquisas nessa area.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil epidemiologico do paciente acidentado por serpentes do género
Bothrops, os fatores ambientais facilitadores dos acidentes, a toxicidade experimental do
veneno de Bothrops moojeni e a terapia com antiveneno, para o estado do Tocantins.

2.2 Objetivos Especificos

e Analisar o perfil epidemiolégico dos pacientes acidentados por serpentes do
género Bothrops, no periodo de 2007 a 2019, para o estado do Tocantins.

e Comparar o indice mensal dos acidentes botropicos com a precipitacdo
pluviométrica, temperatura do ar, umidade relativa do ar e avangco agropecuario
no estado do Tocantins, para o periodo de 2007 a 2019.

e Avaliar o grau de toxicidade experimental do veneno de Bothrops moojeni, do
estado do Tocantins.

e Aferir a capacidade do antiveneno botropico em neutralizar os efeitos locais e
sistémicos, causados no envenenamento pela Bothrops moojeni, do estado do

Tocantins.
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3 METODOLOGIA

3.1 Perfil epidemiolégico do acidente botrépico no Tocantins

Essa etapa representou um estudo epidemioldgico, retrospectivo de abordagem
quantitativa. Foram avaliados os dados referentes aos acidentes botropicos, no periodo
de 2007 a 2019, por meio do TabWin, software utilizado para tabulacdo dos dados do
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN), pesquisados em abril de
2020. Foram analisadas as variaveis epidemioldgicas referentes ao individuo acidentado
(sexo e faixa etaria), ao atendimento hospitalar (gravidade e evolucéo do caso), ao local
de ocorréncia (municipio) e ao més do acontecimento. Os dados foram tabulados em

planilhas elaboradas no programa Excel® do Windows verséo 10.

3.2 Relagéo da precipitacdo pluviométrica, temperatura do ar, umidade relativa do

ar e avancgo agropecuario com o acidente botrépico

Foi analisada a relagcdo do acidente botropico com algumas das variaveis
climaticas e agropecuérias, para os trés municipios com maior registro de acidentes:
Araguaina, Palmas e Porto Nacional. Nesta avaliacdo, as unidades de analise foram os
municipios e a variavel desfecho o nimero de acidente botrépico.

A incidéncia do acidente botrépico foi organizada mensalmente (para avaliar
periodo sazonal: seca ou cheia) e anualmente. A correlagéo foi realizada com as médias
acumuladas mensais ou anuais da temperatura do ar, umidade relativa do ar e
precipitacdo pluviométrica. Os dados das condicdes climaticas foram obtidos do Banco
de Dados Meteorolégicos do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), para o periodo
de 2007 a 2019. Cabe destacar que, cada municipio possui uma Unidade de Coleta de
Dados Climaticos, portanto, essa analise foi realizada com os dados especificos de cada
municipio.

Para avaliar e fundamentar a analise do avan¢o agropecuario no Tocantins, as
médias acumuladas anuais foram calculadas a partir dos dados disponibilizados pelo
Sistema IBGE de Recuperacdo Automatica (SIDRA), provenientes do Censo
Agropecuario realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), para

29



0s anos de 2007 e 2018. Foram analisadas as variaveis de area plantada, produto da
lavoura de gréos de feijao, milho e soja, total de rebanho bovino e Produto Interno Bruto
(PIB) agropecuario dos municipios.

A associacao do acidente botrépico com as variaveis climaticas e agropecuarias
foi realizada pelo teste de Pearson, software GraphPad Prisma (versdo 5.03). Os
resultados foram interpretados de acordo com Dancey e Reidy (2006), que apontam para
uma classificacéo: r = 0,10 até 0,30 (fraco); r = 0,40 até 0,6 (moderado); r = 0,70 até 1
(forte). Quanto mais perto de 1 (independente do sinal) maior é o grau de dependéncia
estatistica linear entre as variaveis. No outro oposto, quanto mais préximo de zero, menor

€ a forca dessa relacéo.

3.3 Toxicidade experimental do veneno de Bothrops moojeni e neutralizagéo

Para avaliar a atividade biolégica do veneno de Bothrops moojeni foram utilizados
alguns protocolos que possibilitaram sua caracterizacdo biolégica (in vitro e in vivo),

seguido de protocolos de neutralizagdo com antiveneno botropico comercial.

3.3.1 Venenos

Para esse estudo, foram utilizados os venenos de seis serpentes, coletadas nas
areas rurais dos municipios de Araguaina (duas fémeas), Palmas (um macho e duas
fémeas) e Santa Rosa (uma fémea), no estado do Tocantins, nos anos de 2016 e 2017,
com autorizacao cientifica n®52416-1, liberada pelo Sistema de Autorizacao e Informacéo
em Biodiversidade (SISBIO), de acordo com a Instrugcdo Normativa n°® 03/2014, e o
material biol6égico cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e
do conhecimento Tradicional Associado (SisGen n° A2C170C). As serpentes foram
capturadas e encaminhadas para o Laboratorio de Herpetologia do Instituto Butantan,
onde ficaram mantidas em cativeiro.

Os venenos foram extraidos antes dos animais receberem a primeira alimentacao

em cativeiro, liofilizados e estocados em freezer a -20°C, para sua utilizagéo.
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3.3.2 Antiveneno botrépico

O antiveneno botrépico, utilizado para avaliar a neutralizacdo das atividades do
veneno de Bothrops moojeni, foi fornecido pelo Instituto Butantan/SP (pentavalente, lote
1305077), produzido por hiperimunizagdo de cavalos, com um pool de cinco venenos de
espécies de Bothrops: Bothrops alternatus (12,5%), Bothrops jararaca (50%), Bothrops

jararacussu (12,5%), Bothrops moojeni (12,5%) e Bothrops neuwiedi (12,5%).

3.3.4 Atividades biologicas do veneno e neutralizagdo com antiveneno

O veneno foi testado quanto as suas ac¢Bes em experimentos in vivo, nas
atividades: 1- desfibrinogenante, 2- hemorragica, 3- edematogénica, 4- miotoxica; e in
vitro nos ensaios de coagulacao e atividade fibrinolitica.

Os experimentos envolvendo animais foram realizados em camundongos e ratos
provenientes do Biotério Central do Instituto Butantan, com autorizacdo do Comité de
Etica Animal, n° 6120021018 (ID 001467), e seguiram normas e requisitos éticos da

pesquisa envolvendo animais de laboratorio.

a. Atividade coagulante: A dose minima coagulante (DMC) foi realizada com pool de
plasma de ratos e fibrinogénio bovino (2 g/L - Calbichen, Lote: D00131768, Fab:
Darmstadt, Germany). O tempo de coagulacao foi obtido adicionando-se aliquotas de 200
pul da solucdo de plasma/fibrinogénio, que permaneceram sob aquecimento em
coagulémetro semiautomatico (Start 4, Diagnostica Stago, Franca), a 37°C durante dois
minutos. Em seguida, foram adicionados 100 ul de solugcéo com diferentes concentragdes
do veneno (12,50; 6,25; 3,12; 1,56; 0,78 ug), diluidos Soro Fisiolégico (S.F.) a 0,90g%,
estéril. Os ensaios foram realizados em triplicata, os resultados foram analisados no
software InStat 3.01, para obter a DMC por meio de regressédo. A DMC foi definida como
a menor concentragéo de veneno capaz de coagular uma solugéo de fibrinogénio (DMC-
F) e/ou plasma (DMC-P), em 60 segundos, a 37°C (THEAKSTON; REID, 1983).

Para avaliar a neutralizagdo desta atividade coagulante, foram preparadas
diferentes diluicbes de antiveneno botropico, de forma a se obter as seguintes razdes de
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uL de antiveneno/mg de veneno: 1000; 500; 250; 125; 62,50; 31,25; e 15,62 uL/mg,
completando o volume final para 1 mL, com S.F. 0,909% estéril. As diferentes diluicdes
do antiveneno foram incubadas com uma concentracdo constante de veneno (390 ug
plasma de rato e 151 pg/mL para o fibrinogénio), equivalente a 3x DMC, a 37°C por 30
minutos. Depois da incubacao o tempo de coagulagao foi registrado no coaguldometro em
triplicatas para cada concentracdo de antiveneno. Foi preparado um controle contendo a
mesma quantidade de veneno, porém sem antiveneno botrépico, (controle positivo), bem
como outro contendo antiveneno botropico, mas sem o veneno (controle negativo), onde
a quantidade de antiveneno e veneno foi substituida por S.F. 0,90g% estéril. O resultado
foi expresso como Dose Efetiva (DE), que € definida como a razdo de pL de
antiveneno/mg de veneno, em que o tempo de coagulacao corresponde a 3x o tempo de

coagulacéo do plasma incubado apenas com o veneno.

b. Atividade desfibrinogenante: Nessa atividade, foi empregado o método de
Theakston e Reid (1983), modificado por Gené et al. (1989). Cinco grupos com quatro
camundongos, foram injetados por via intravenosa (i.v), na veia caudal, com diferentes
concentracbes de veneno (0,5; 0,7; 1,0; 1,5 e 2 ug), dissolvidas em 200 pL de S.F.
0,90g9% esteéril. Depois de 1h do envenenamento, os camundongos foram sangrados pelo
plexo orbital, utilizando pipeta Pasteur. O sangue foi colocado em tubos de vidro e
deixado em repouso a temperatura ambiente. A formacao do coagulo foi verificada ap6s
1 minuto, 20 minutos, 30 minutos e 120 minutos, pela inclinacdo dos tubos. A
desfibrinogenacdo foi evidenciada pela falta de coagulacdo. A Dose Minima
Desfibrinogenante (DMD) foi correspondente a dose minima de veneno que induziu a
incoagubilidade sanguinea (desfibrinogenacéo) em 120 minutos apds a coleta do sangue
dos camundongos envenenados.

A neutralizagéo da atividade desfibrinogenante foi determinada utilizando-se uma
concentracdo constante de veneno equivalente a 2x DMD (GENE et al., 1989), incubada
com diversas diluicbes de antiveneno botrépico em um volume final de 1 mL, de forma a
se obter as razfes L de antiveneno/mg de veneno (1000; 500; 250; 125; 62,50; 31,25;
e 15,62 pL/mg), completando-se os volumes correspondentes com S.F. 0,909% estéril.
Foi preparado um controle contendo a mesma quantidade de veneno, porém sem
antiveneno botropico (controle positivo), bem como outro contendo antiveneno botrépico,
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sem o veneno (controle negativo). Apos a incubacao por 30 minutos, em banho-maria, a
37°C, 200 pL da mistura foram injetados por via intravenosa em seis grupos de
camundongos (n=4) e o sangue foi coletado apo6s 1h da injecdo. A formacgéo do coagulo
foi verificada ap6s 1 minuto, 20 minutos, 30 minutos e 120 minutos, pela inclinagdo dos
tubos, para verificar a incoagubilidade sanguinea. A capacidade de neutralizacdo foi
expressa como Dose Efetiva, que é definida como a menor razdo pL de antiveneno/mg

de veneno que previne incoagulabilidade sanguinea em todos os animais envenenados.

c. Atividade hemorragica: A Dose Minima Hemorragica (DMH) é definida como a menor
guantidade de veneno capaz de induzir um halo de hemorragia de 10 mm de diametro.
Para essa atividade, doses crescentes do veneno de Bothrops moojeni (0,2; 0,4; 0,8; 16
mg/Kg/100 pyL S.F. 0,909%) foram administradas intradermicamente (i.d) na regido
abdominal de camundongos, distribuidos em quatro grupos com quatro animais(n=4).
ApOs duas horas da administracdo do veneno, os animais foram eutanasiados em
camara de CO:2 e a pele do abdémen retirada para a avaliacdo da area hemorragica. A
atividade hemorragica foi medida considerando a média e o desvio padrdo dos diametros
da &rea hemorragica (mm?), em trés experimentos independentes.

Para avaliar o potencial do antiveneno botrépico na neutralizacdo da atividade
hemorragica, foram utilizados 5x DMH (380 pg) do veneno de Bothrops moojeni,
incubados por 30 minutos com diferentes concentracées de antiveneno botropico, de
forma a se obter as seguintes razdes pL de antiveneno/mg de veneno: 1000; 500; 250;
125; 62,50; 31,25; e 15,62 uL/mg. Essa mistura foi injetada, por via intradérmica nos
camundongos, distribuidos em quatro grupos com 4 animais cada. Apos duas horas, 0s
animais foram eutanasiados em camara de COz2, e a pele do abdémen foi retirada para
mensuracdo dos halos hemorragicos, e os resultados foram submetidos a andlise
estatistica. Para o grupo controle, foi preparada uma solucdo contendo a mesma
guantidade de veneno, porém sem antiveneno botropico (controle positivo), bem como,

outro contendo antiveneno botropico, mas sem o veneno (controle negativo).

d. Atividade edematogénica: O experimento foi dividido em duas etapas: a primeira

consistiu em avaliar o perfil edematogénico utilizando 1 pg (em 40 pL de S.F. 0,909%

estéril), para definir o pico edematogénico e determinar a Dose Minima Edematogénica
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(DME) do veneno de Bothrops moojeni. A segunda etapa foi para avaliar o potencial do
antiveneno botropico em neutralizar o edema.

Primeiramente, avaliou-se o perfil edematogénico do veneno de Bothrops moojeni,
injetando-se 1 pug (em 40 pL de S.F. 0,909% estéril) por via intraplantar (i.pl.) na pata
direita de camundongos (n=5) e o mesmo volume de S.F. 0,90g% estéril sem veneno na
pata contralateral (controle negativo). O edema foi mensurado utilizando um
pletismémetro em diferentes periodos de tempo (0,5; 1; 3; 6; e 24 horas) a fim de definir
0 pico da atividade edematogénica. Depois de definido o pico da atividade
edematogénica (1 hora), o veneno foi diluido em diferentes concentra¢des (0,12; 0,25;
0,5; e 1,0 ug), contidas em 40 uL de S.F. 0,909% estéril, e injetado no coxim plantar, por
via intradérmica, de camundongos machos, com peso entre 18-20 gramas, sendo um
grupo de quatro animais para cada dose. A pata contralateral recebeu o0 mesmo volume
de S.F. 0,909% estéril. Os volumes das patas foram medidos Oh (antes da administracao
do veneno), e apés 1 hora (pico do edema determinado anteriormente). O edema foi
expresso em % de aumento do volume da pata injetada com veneno (Ve) em relacéo ao
volume da pata controle injetada com S.F. 0,90g% estéril (Vs), como demonstrado
abaixo:

% de aumento do volume podal = Ve - Vs x 100
Vs

A dose minima edematogénica foi calculada no pico da atividade edematogénica
e definida como a dose de veneno que induziu aumento de 30% no volume da pata. Para
o célculo da DME foi realizada curva de quantidade de veneno (ug) X edema (%),
utilizando o software Instat versédo 3.01, a partir da qual se obteve o valor da DME através
de regressao.

Para os ensaios de neutralizacdo do edema, diversas diluicbes de antiveneno
botrépico foram preparadas, completando o volume final para 1 mL com S.F. 0,909%
estéril, de forma a se obter as seguintes razées uL de antiveneno/mg de veneno: 1000;
500; 250 pL/mg. As doses de cada diluicho do antiveneno foram incubadas em
concentracéo constante de veneno equivalente a 6x DME (1,8 ug), a 37°C por 30 minutos.
Também foi preparada uma solucdo controle com uma concentracdo do veneno
equivalente a 6x DME sem o antiveneno (controle positivo). As solugdes foram injetadas
no coxim plantar de camundongos, distribuidos em cinco grupos, para observar o
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desenvolvimento do edema. A quantidade de antiveneno botropico que inibiu 30% do
edema foi definida como a quantidade de antiveneno eficiente para neutralizacdo do

edema.

e. Atividade Fibrinolitica: Foi testada em placa de fibrina-agarose conforme
metodologia descrita por Jespersen e Astrup (1983). Para isso, foram preparados 10 mL
de solucao de fibrinogénio humano livre de plasminogénio (2 g/L, Calbiochem, Alemanha)
em tampao Tris-HCI 0,05 M, pH=7,3, contendo NaCl 0,2 M e CaCl2 0,05 M. Apds isso, 40
uL de trombina bovina (Sigma, Estados Unidos) na concentragéo final de 2 U/mL e 10
mL de uma solucéo pré-aquecida de agarose low melting 2% (Amresco, Estados Unidos),
diluida também em tampé&o Tris-HCI 0,05 M, pH=7,3, foram adicionados a solucdo de
fibrinogénio. A mistura foi imediatamente homogeneizada e depositada em uma placa de
petri 9,0 x 15 cm lisa, contendo 500 pL de CaClza 1 M, mantida a temperatura ambiente
(T.A) em uma superficie plana por aproximadamente 1 hora até a solidificacdo. Foram
feitos pocos na placa da fibrina-agarose para aplicacéo de diferentes concentracfes de
veneno (1,5 e 10 pg em 20 pL de S.F. 0,90g%). A placa foi incubada a 37°C em camara
Umida durante 18 horas, e o halo de lise foi mensurado em cm?. Os testes foram
realizados em triplicatas. Como controle negativo, foi utilizado S.F. 0,909% estéril.

f. Atividade miotoxica: Um grupo de camundongos machos, com peso entre 18-20
gramas (n=5), foi injetado com veneno de Bothrops moojeni, intramuscular (i.m.), no
musculo gastrocnémico direito, com uma concentracdo do veneno de 50 ug, diluidos em
0.5 mL/animal com S.F. 0,909% estéril. O grupo controle (n=5) foi injetado com S.F.
0,909% estéril nas mesmas condi¢cdes (controle negativo). Apos trés horas de
envenenamento, os animais foram sacrificados e o sangue coletado por puncao cardiaca
para a dosagem da Creatino Fosfoquinase (CK) (GUTIERREZ et al., 2006; NAKADA et
al., 1984). Para as dosagens plasmaticas de CK, o sangue foi coletado com EDTA 10%,
o plasma foi separado por centrifugacéo a uma temperatura de 20°C, a 3000 r.p.m., por
15 minutos. Os niveis individuais de CK foram quantificados utilizando o KIT de dosagem
sérica de CK (CK-NAC - Labtest Diagnostica®), usando 0,02 mL de amostra e 1 mL de

reagente. O valor de CK foi expresso em Unidades/L, em que cada unidade é definida
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como a quantidade de enzimas que catalisam a hidrolise de 1 umol de NADH por minuto
a 25°C.

Os resultados das atividades experimentais in vivo e in vitro foram analisados
pelos softwares Instat verséo 3.01 e Graph Pad Prisma versao 5.03 e expressos por meio

da Média + Erro Padrdo, organizados e distribuidos na forma de gréaficos e tabelas.
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4 RESULTADOS
4.1 Perfil epidemiolégico do acidentado por Bothrops no Tocantins

No periodo de 2007 a 2019, o acidente botrépico no Tocantins foi responséavel por
7.906 acidentes, com 33 6bitos. A maior incidéncia dos acidentes foi em vitimas do sexo
masculino, com 6.125 acidentes (76,7%), e distribuicdo heterogénea em relacéo a faixa
etaria dos acidentados. A populacdo economicamente ativa (20 a 59 anos) foi a mais
acometida (62% dos acidentes). As criancas e adolescentes tiveram representatividade

de 27,3%, e os idosos representaram um percentual de 10,7% (Figura 6).

1800
1600 B Masculino

1400 m Feminino
1200
1000

800

600

200
— b L e i
& S N N o

NUMERO DE VITIMAS

0  —
o (%) ™ © x
Q p > ; 2 pe] o ©
& MY S P © & AN
\o'é
IDADE DAS VITIMAS

Figura 6: Numero de acidentes causados pelo género Bothrops, segundo faixa etaria e

sexo, para o estado do Tocantins, no periodo de 2007 a 2019. Fonte: SINAN, (2019).

A Figura 7 apresenta a gravidade dos acidentes registrados no periodo de 2007 a
2019. Dos acidentes, 42,2% foram classificados como grau leve, 41,2% como moderado,
5% como grave, e 3,7% foram considerados ignorado/branco. Os acidentes que
evoluiram para Obito representaram 0,4% do total dos acidentes, sendo que a maior
incidéncia de 6bitos foi naqueles considerados graves (17 6bitos). Contudo, é importante
destacar que também houveram 0Obitos nos acidentes classificados como moderado (10

Obitos), leve (2 6bitos) e naqueles ignorados (4 6bitos). Os demais evoluiram para cura.
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Figura 7: Gravidade e letalidade dos acidentes causados pelo género Bothrops, no

estado do Tocantins, no periodo de 2007 a 2019. Fonte: SINAN, (2019).

A Tabela 3 apresenta o numero de acidentes ofidicos por serpentes do género

Bothrops, atendidos nos 103 municipios do Tocantins, no periodo de 2007 a 2019. O

municipio de Araguaina apresentou o maior nimero de acidentes, com total de 513

acidentes (6,5%), seguido pela capital Palmas, com total de 329 acidentes (4,2%), e pelo

municipio de Porto Nacional, com 272 acidentes (3,4%).

Tabela 3: Numero de acidentes causados pelo género Bothrops, atendidos nos

municipios do estado do Tocantins, no periodo de 2007 a 2019.

MUNICIPIO Ne. MUNICIPIO No. MUNICIPIO No. MUNICIPIO Ne.
Chapada da Presidente

Abreulandia 37 | Natividade 32 | Luzinbpolis 24 | Kennedy 20
Colinas do

Aguiarnopdlis 2 | Tocantins 101 | Marianépolis 62 | Pugmil 14

Alianca do T. 47 | Colmeia 46 | Mateiros 22 | Recursolandia 135

Maurilandia
Almas 61 | Combinado 8 | do Tocantins 13 | Riachinho 30
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Conceicdo Rio da
Alvorada 10 | doT. 15 | Miracema 164 | Conceicdo 18
Couto
Ananas 54 | Magalhaes 54 | Miranorte 116 | Rio dos Bois 19
Monte do
Angico 24 | Cristalandia 42 | Carmo 74 | Rio Sono 62
Aparecida do
Rio Negro 65 | Crixas 22 | Monte Santo 23 | Sampaio 3
Araguacema 110 | Darcinépolis 48 | Muricilandia 48 | Sandolandia 20
Santa Fé do
Araguacu 25 | Dian6polis 63 | Natividade 50 | Araguaia 111
Divinépolis Santa Maria
Araguaina 513 | do Tocantins 95 | Nazaré 41 | do Tocantins 67
Dois Irmé&os
Araguana 34 | do Tocantins 151 | Nova Olinda 113 | Santa Rita 30
Nova
Araguatins 191 | Dueré 73 | Rosalandia 28 | Santa Rosa 52
Arapoema 38 | Esperantina 16 | Novo Acordo 38 | Santa Tereza 19
Santa
Arraias 75 | Fatima 29 | Novo Alegre 1 | Terezinha 7
S&o Bento do
Augustinopolis 13 | Figueirépolis 15 | Novo Jardim 8 | Tocantins 54
Aurora do Oliveira de Séo Félix do
Tocantins 14 | Filadélfia 33 | Fatima 19 | Tocantins 18
Formoso do
Axixa 27 | Araguaia 111 | Palmas 329 | Séo Miguel 34
Fortaleza do S&o Salvador
Babaculéndia 111 | Tabocéo 19 | Palmeirante 77 | do Tocantins 19
S&0 Sebastido
Bandeirantes 37 | Goianorte 78 | Palmeiras 8 | do Tocantins 8
Barra do Ouro 60 | Goiatins 249 | Palmeirépolis 38 | Séo Valério 53
Barrolandia 39 | Guarai 96 | Paraiso 148 | Silvanépolis 41
Bernardo Sayao 30 | Gurupi 89 | Parana 28 | Sitio Novo 27
Bom Jesus 47 | lpueiras 27 | Pau D’Arco 21 | Sucupira 15
Brasilandia 21 | ltacaja 132 | Pedro Afonso 78 | Taguatinga 34
Brejinho de
Nazaré 43 | ltaguatins 37 | Peixe 90 | Taipas 2
Buriti 7 | ltapiratins 47 | Pequizeiro 64 | Talisma 6
Cachoeirinha 11 | ltapord 15 | Pindorama 30 | Tocantinia 189
Jau do
Campos Lindos 134 | Tocantins 25 | Piraqué 39 | Tocantinépolis 143
Caseara 10 | Juarina 41 | Pium 64 | Turirama 18
Lagoa da Ponte Alta do
Carmolandia 17 | Confuséo 68 | Bom Jesus 19 | Tupiratins 14
Lagoa do Ponte Alta do
Carrasco Bonito 3 | Tocantins 41 | Tocantins 88 | Wanderlandia 118
Porto Alegre
Caseara 73 | Lajeado 34 | do Tocantins 17 | Xambioa 48
Centendrio 70 | Lavandeira 2 | P. Nacional 272 | Ignorado 3

*Os dados estdo sujeitos a revisdo na plataforma; N°. = nimero de acidentes

Fonte: SINAN, (2019).
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Os municipios do estado do Tocantins que tiveram 0s maiores numeros de

registros de acidentes botrépicos estdo apresentados na Figura 8.
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Figura 8: Distribuicdo dos municipios com maior nimero de acidentes botropicos, no
periodo de 2007 a 2019, do estado do Tocantins. Fonte: SINAN, (2019).

A distribuicdo dos acidentes botrépicos, por més de ocorréncia, nas cidades com
0s maiores registros, Araguaina, Palmas e Porto Nacional, est4 apresentada na Tabela
4. Observa-se uma quantidade crescente no registro dos acidentes para 0os meses de
fevereiro, marco e abril, e uma diminuicdo nos meses de julho e agosto. A maior
incidéncia ocorreu em abril (129 acidentes) e dezembro (122 acidentes), e a menor
incidéncia em agosto (50 acidentes) e setembro (55 acidentes).

Tabela 4: Acidente botrépico segundo o més do acontecimento, para as cidades de

Araguaina, Palmas e Porto Nacional, no periodo de 2007 a 2019.

MES / CIDADE ARAGUAINA PALMAS PORTO NACIONAL TOTAL
JANEIRO 53 32 30 115
FEVEREIRO 43 30 16 89
MARCO 46 30 28 104
ABRIL 49 41 39 129
MAIO 49 35 27 111
JUNHO 42 20 21 83
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JULHO 39 24 13 76

AGOSTO 24 15 11 50
SETEMBRO 27 17 11 55
OUTUBRO 41 27 19 87
NOVEMBRO 35 29 29 93
DEZEMBRO 65 29 28 122

Fonte: SINAN, (2019).

4.2 Relacdo da média acumulada anual da temperatura, precipitacdo e avancgo

agropecuario com o acidente botropico

A relacdo da média acumulada anual para temperatura, precipitacdo e avanco
agropecuario com os indices anuais de acidente botrépico foram realizadas para os
municipios de Araguaina, Palmas e Porto Nacional. Os resultados anuais para
temperatura estavam disponiveis somente para Araguaina e Palmas, portanto, essa
andlise ndo foi realizada para o municipio de Porto Nacional. Quando os valores da
temperatura foram submetidos a correlacdo de Pearson (r) foi constatada correlacdo
fraca para Araguaina (r= 0,13) e nenhuma correlacao para Palmas (r= -0,10) (Figura 9).

A correlacéo entre a média acumulada anual da precipitacdo pluviométrica com o
acidente botrépico foi fraca para Porto Nacional (r= 0,12), negativa para Palmas (r=-0,42)

e ndo houve correlagdo para Araguaina (r=-0,09) (Figura 10).
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Figura 9: Relacdo da média acumulada anual para a temperatura com os indices anuais
de acidente botropico, nos municipios de Araguaina e Palmas, no periodo de 2007 a

2019. Fonte: SINAN/INMET, (2019).
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Figura 10: Relacdo da média acumulada anual da precipitacdo pluviométrica com 0s
indices anuais de acidente botropico, para as cidades de Araguaina, Palmas e Porto
Nacional, no periodo de 2007 a 2019. Fonte: SINAN/INMET, (2019).

O avanco agropecudrio com o acidente botrépico, nos municipios de Araguaina,
Palmas e Porto Nacional, foi submetido a correlacéo de Pearson (r), com as variaveis de
area plantada, produto da lavoura de feijao, mandioca, milho e soja, o PIB-AGRO do
municipio e a quantidade do rebanho bovino (Tabela 5). Os resultados demonstraram,
para o municipio de Araguaina, correlagdo moderada com a producéao de feijao (r= 0,54)
e correlacdo fraca para mandioca (r= 0,30), milho (r= 0,37) e rebanho bovino (r= 0,27).
Palmas obteve correcdo moderada para a producao de feijdo (r= 0,45) e mandioca (r=-
0,41), e nenhuma correlacéo foi observada para Porto Nacional.

Quando as médias acumuladas anuais de pluviometria e avanc¢o agricola (feijao,
mandioca, milho e soja) foram associadas para analisar sua correlagédo com os acidentes
ofidicos, foi observada correlacao fraca para Araguaina (r= 0,36), e nenhuma correlacéo

para Palmas (r=-0,09) e Porto Nacional (r= 0,04).
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Tabela 5: Resultado da andlise da correlacdo de Pearson para a incidéncia de acidente
botrépico segundo variaveis agropecuarias nos municipios de Araguaina, Palmas e Porto
Nacional - Tocantins, 2007-2018.

VARIAVEIS ARAGUAINA PALMAS PORTO NACIONAL

AREA PLANTADA r=-0,18 r=-0,08 r=0,06
FEIJAO r=0,54 r=0,45 ND*
MANDIOCA r=0,30 r=-0,41 r=0,05
MILHO r=0,37 r=-0,20 r=0,07
SOJA ND* r=0,18 r=0,02

PIB — AGRO r=-0,07 r=0,03 r=0,17
REBANHO BOVINO r=0,27 r=0,10 r=0,17

*ND — Nao disponivel FONTE: IBGE, (2019).

4.3 Relacdo da média acumulada mensal da umidade relativa do ar, temperatura do
ar e precipitacdo pluviométrica com o acidente botrépico

A associacdo da média acumulada mensal para a umidade relativa do ar e da
temperatura do ar foram comparadas com os indices mensais de acidente botropico e
houve correlacdo moderada para Araguaina (r= 0,73) e Porto Nacional (r= 0,76), e
correlacéo forte para Palmas (r= 0,83) (Figura 11).

As maiores precipitacdes pluviométricas, nos municipios de Araguaina, Palmas e
Porto Nacional ocorreram nos meses de janeiro a abril e de outubro a dezembro. O més
de maior precipitacéo foi fevereiro (17%), e com a menor precipitacdo foi em agosto
(0,2%). Para o acidente botrépico, foram registrados 0s maiores percentuais no més de
abril (11,6%), enquanto o més de menor acometimento foi agosto (4,5%), que coincidiu
com o més de menor indice pluviométrico. Foi observado aproximacao entre 0s meses
com maior precipitacdo pluviométrica e maior nimero de acidentes, e os dados

apresentaram correlacdo moderada para os trés municipios (r= 0,67) (Figura 12).
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Figura 11: Relagdo da média acumulada mensal da temperatura do ar e umidade relativa
do ar com os indices mensais de acidente botropico, nos municipios de Araguaina,
Palmas e Porto Nacional, no periodo de 2007 a 2019. Fonte: SINAN/INMET, (2019).
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Figura 12: Relacdo da média acumulada mensal pluviométrica com os indices mensais
de acidentes botrépicos, nas cidades de Araguaina, Palmas e Porto Nacional, do Estado
do Tocantins, nos anos de 2007 a 2019. Fonte: SINAN/INMET, (2019).
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4.4 Toxicidade experimental do veneno de Bothrops moojeni

4.4.1 Atividades biologicas do veneno

4.4.1.1 Atividade coagulante

Os resultados da DMC e sua neutralizacdo estdo apresentados na Tabela 6. A
DMC foi analisada sobre o plasma de rato e sobre o fibrinogénio bovino. A dose minima
coagulante para o veneno de Bothrops moojeni foi de 130 pg de veneno/mL em plasma
de rato e de 75,5 pug de veneno/mL em fibrinogénio bovino.

Na determinacdo da neutralizacdo da atividade coagulante, utilizaram-se 3x a
DMC (390 pg/mL para o plasma de rato) e 2x a DMC (151 pg/mL) para o fibrinogénio
bovino. Para 1mg do veneno de Bothrops moojeni, a quantidade de antiveneno do
Instituto Butantan de 291 uL/mg foi efetiva na neutralizacdo da atividade coagulante no
plasma de rato, e a quantidade de 88,7 pL/mg de antiveneno botrépico mostrou-se efetiva

na neutralizacdo quando o substrato utilizado foi o fibrinogénio.

Tabela 6: Determinacdo da Dose Minima Coagulante (DMC), Dose Desafio e
neutralizacdo da atividade coagulante do veneno de Bothrops moojeni, em plasma de

rato e fibrinogénio bovino.

DMC DOSE DESAFIO NEUTRALIZACAO (DE)*
Plasma de rato 130 pg/mL 390 pg/mL 630 uL/mg
Fibrinogénio 75,5 ug/mL 151 pg/mL 88,7 uL/mg

* Definida como a razdo L de antiveneno/mg de veneno em que o tempo de coagulagdo corresponde a

3x o tempo de coagulacdo do plasma incubado apenas com veneno. DE - Dose Efetiva.

4.4.1.2 Atividade desfibrinogenante

A Tabela 7 mostra as diferentes concentracdes do veneno de Bothrops moojeni
injetadas em camundongos e a caracteristica do coagulo do sangue apos 2 horas de

envenenamento. A quantidade de 1,4 pg/camundongo foi determinada como a dose
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minima desfibrinogenante, ou seja, 0,07 mg/kg foi a quantidade minima do veneno que

tornou o sangue dos camundongos incoagulavel.

Tabela 7: Determinacdo da dose minima desfibrinogenante do veneno da serpente

Bothrops moojeni.

Concentragéo de Veneno (mg/Kg) Caracteristica do Coagulo
0,025 Coagulo Legivel
0,036 Coagulo Parcial
0,054 Coagulo Parcial
0,07 Incoagulavel
0,14 Incoagulavel

Os resultados da neutralizacao da atividade desfibrinogenante estdo apresentados
na Tabela 8. Para a neutralizacdo da dose minima desfibrinogenante do veneno de
Bothrops moojeni, o antiveneno botrépico produzido no Instituto Butantan mostrou-se
efetivo com a quantidade de 1,4 uL para neutralizar 2,8 ug de veneno (2x DMD), ou seja,
500 pyL/mg foi a menor razdo de pL de antiveneno/mg de veneno que preveniu a

incoagulabilidade sanguinea em todos os camundongos envenenados.

Tabela 8: Neutralizacdo da dose minima desfibrinogenante do veneno de Bothrops

moojeni.
Concentragdo de Antiveneno (L) Caracteristica do Coagulo
62,5 Incoagulavel
125 Coagulo Parcial
250 Coégulo (Diluicao parcial do coagulo ap6s 2h)
500 Coégulo Firme
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4.4.1.3 Atividade hemorragica

Os resultados da atividade hemorragica estéo apresentados na Figura 13. A partir
da curva dose-resposta de atividade hemorragica do veneno de Bothrops moojeni, foi
determinada a DMH. Observou-se uma relacdo dose-dependente, ou seja, houve
aumento da area hemorragica a medida que aumentou a concentracdo do veneno. A
concentracdo de veneno capaz de induzir uma lesdo hemorragica, com halo de 10 mm
de didmetro, apos 2 horas da administracdo da injecdo, foi de 7,64 pg de veneno,
considerada dose minima hemorragica para Bothrops moojeni do Tocantins.
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Figura 13: Determinacdo da Dose Minima Hemorragica pelo veneno de serpentes
Bothrops moojeni. Curva dose-resposta de hemorragia induzida pelo veneno de

serpentes Bothrops moojeni. A- Grupos de camundongos Swiss (n=24) foram injetados (i.d.) com
diferentes quantidades de veneno de 0,5; 1; 2; 4; 8; e 16 ug na regiao abdominal. Apds 2 horas, os animais
foram eutanasiados em camara de COz2, a pele removida e o diametro da lesdo hemorragica mensurado
na superficie interna da pele. S.F. 0,90g% estéril foi utilizado como controle negativo. Os valores
representam a média + erro padrdo da média dos quatro animais/grupo. A linha tracejada mostra a dose
de veneno (7,64 ug/mL) que induziu 10 mm de diametro de lesdo hemorragica. B- Fotografia da parte
interna da pele dos animais, do halo hemorragico causado por quantidade de 0,5; 1; 2; 4; 8; e 16ug de

veneno de Bothrops moojeni, apds 2 horas de inoculagéo.
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Os resultados de neutralizacao da atividade hemorragica estdo apresentados na
Figura 14. Para avaliar a capacidade do antiveneno botropico em neutralizar a
hemorragia induzida pelo veneno de Bothrops moojeni foram utilizadas quantidades de
380; 190; 95; 47,5 L do referido antiveneno botropico, incubados por 30 minutos a 37°C,
com 5x DHM do veneno (380 ug/uL). Os testes de neutralizacdo identificaram a dose

efetiva (DE) de 308 uL de antiveneno para neutralizar 50% da hemorragia.
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Figura 14: Neutralizacdo da atividade hemorragica induzida pelo veneno de

Bothrops moojeni. A- Grupos de camundongos Swiss (n=16) foram injetados (i.d.) com uma
quantidade de 380 ug de veneno de Bothrops moojeni, incubado em diferentes concentragbes de
antiveneno botrépico a 37°C por 30 minutos. Apos 2 horas da administracao do veneno, os halos foram
mensurados e os didmetros submetidos a analise estatistica, e os valores representam a média + erro
padrdo da média de quatro animais em cada grupo. A linha tracejada mostra a dose de antiveneno que
reduziu 50% da area hemorragica. B- Halo hemorragico induzido por 380 ug de veneno de Bothrops
moojeni incubado com diferentes quantidades de antiveneno botrépico (47,5; 95 e 190uL) do tecido
extraido dos camundongos Swiss, ap0s 2 horas da administracdo das solu¢des. Fotografia da parte interna

da pele dos animais.
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4.4.1.4 Atividade edematogénica

O pico da atividade edematogénica foi observado 1h apos a injecdo de 1 ug de
veneno de Bothrops moojeni, como pode ser observado na Figura 15. Na atividade
edematogénica, para determinar a DME do veneno de serpentes Bothrops moojeni,
primeiramente foi avaliado o perfil edematogénico induzido por 1 pg de veneno em
diferentes periodos de tempo (30 minutos, 1, 3, 6 e 24 horas). Apés 1 hora da
administracdo do veneno, observou-se o aumento maximo da espessura das patas dos
camundongos, seguido pela reducéo gradual do edema, mas este se manteve em valores
significativamente diferentes do controle, ainda na sexta hora, atingindo valores basais
por volta de 24 horas ap6s a injecao do veneno. Utilizou-se, entdo, o tempo de 1 hora

(pico de edema) para determinar a dose minima edematogénica (DME) do veneno de
Bothrops moojeni.

W N % © >
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Figura 15: Perfil edematogénico induzido pelo veneno de serpentes Bothrops

Moojeni. Camundongos Swiss (n=5) foram injetados (i.pl.) com 1 ug de veneno de Bothrops moojeni na
pata direita e 0 mesmo volume de S.F 0,90g% estéril (40 pyL) na pata contralateral. Apos diferentes periodos
de tempo (0,5; 1; 3; 6; e 24 horas), o edema foi mensurado utilizando um pletismémetro e os resultados
expressos como a porcentagem de aumento da espessura da pata direita (envenenada), em comparagéo

com a pata esquerda (controle). Os valores representam a média + erro padrao da média.
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A relacdo dose-resposta, na atividade edematogénica induzida apés 1 hora de
injecdo (pico do edema) das diferentes quantidades de veneno de Bothrops moojeni
(0,125; 0,25; 0,5 e 1 yg/pata) pode ser observada na Figura 16. Esse estudo permitiu a
selecdo e a padronizacdo de uma dose minima edematogénica para o veneno de
Bothrops moojeni (dose que induziu 30% de edema em 1 hora), na ordem de 0,29

Mg/pata, ou seja, 0,015 mg/kg.
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Figura 16: Determinagdo da DME do veneno de Bothrops moojeni — curva dose-

resposta de edema induzido por diferentes quantidades de veneno. Grupos de
camundongos Swiss (n=5) foram injetados (i.pl.) com diferentes quantidades de veneno de Bothrops
moojeni (0,125; 0,25; 0,5; e 1 yg) na pata direita € o mesmo volume de S.F 0,909% estéril (40 yL) na pata
esquerda. Ap6s 1 hora, o edema foi mensurado utilizando um pletismémetro e os resultados expressos
como a porcentagem de aumento da espessura da pata direita (envenenada) em comparacdo com a pata
esquerda (controle). Os valores representam média + erro padrdo da média de cinco animais em cada

grupo. A linha tracejada mostra a dose de veneno (0,175 pg) que induz 30% de edema.

Os resultados da neutralizacdo da atividade edematogénica estdo apresentados
na Figura 17. Foi selecionada, para a avaliacado do efeito do antiveneno botropico sobre
a atividade edematogénica induzida pelo veneno de Bothrops moojeni, a quantidade de
1,8 ug de veneno. A quantidade de 630uL do antiveneno botrdpico foi considerada efetiva

para neutralizar a atividade edematogénica.
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Figura 17: Determinacdo da neutralizacdo do edema do veneno de Bothrops

moojeni. Grupos de camundongos Swiss (n=5) foram injetados (i.pl.) com uma quantidade constante de

1,8 pyg de veneno, incubado em diferentes concentra¢des de antiveneno botrépico, a 37°C por 30 minutos,
na pata direita, e 0 mesmo volume de S.F 0,90g9% estéril (40 pL) na pata esquerda. Apds 1 hora, o edema
foi mensurado utilizando um pletismdmetro e os resultados expressos como a porcentagem de aumento
da espessura da pata direita (envenenada) em comparagdo com a pata esquerda (controle). Os valores
representam a média + erro padrdo da média de cinco animais em cada grupo. A linha tracejada mostra a

dose de antiveneno que reduziu 30% do edema (DE).

4.4.1.5 Atividade fibrinolitica

O resultado da atividade fibrinolitica esta apresentado na Figura 18. A atividade
fibrinolitica mostrou que o veneno de Bothrops moojeni foi capaz de degradar diretamente
a fibrina, de forma dose dependente na atividade avaliada em placas de fibrina-agarose
para as diferentes quantidades de veneno testadas (1, 5 e 10 pg), e obteve-se um halo

com médias de 2,2, 3,2 e 3,6 cm?, respectivamente.
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Figura 18: Atividade fibrinolitica do veneno de serpentes Bothrops moojeni em

placa de fibrina-agarose. A atividade fibrinolitica foi mensurada pelo halo de hidrélise induzido pelas

amostras de veneno (1, 5 e 10 ug/mL) em placas de fibrina-agarose (n=5). Como controle, foi utilizada
solucao fisiolégica 0,90g%. Os dados representam a média = erro padrdo da média. A- Resultado da
atividade fibrinolitica. B- Fotografia da placa de fibrina-agarose com os halos de hidrélise induzido pelas
amostras de veneno (1, 5 e 10 pg/mL).

4.4.1.6 Atividade miotéxica

O efeito miotéxico do veneno de Bothrops moojeni esta apresentado na Figura 19.
ApdOs a administracdo do veneno no musculo gastrocnémico de camundongos, foi
avaliado por meio da dosagem de Creatina quinase plasmatica (CK) o efeito miotoxico
do veneno. O veneno de Bothrops moojeni foi capaz de aumentar em 3,7 vezes a
atividade da enzima CK no plasma de camundongos, quando comparado com o plasma
dos animais injetados apenas com S.F. 0,909% estéril (grupo controle). O nivel de CK
plasmatico variou de 121,82+10,9 do grupo controle a 450,73+23,34 U/L no grupo dos

envenenados. Como o aumento da enzima CK foi baixa, o antiveneno nao foi avaliado.
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Figura 19: Atividade miotoxica por dosagem de creatina quinase (CK). Camundongos
Swiss (n=5) foram injetados com 50 ug de veneno de Bothrops moojeni no musculo gastrocémico. Apos 3
horas, o sangue foi coletado e o plasma separado para realizacéo da dosagem de CK. O grupo controle foi
injetado i.m. com S.F. 0,909% estéril.
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5 DISCUSSAO

No Brasil, ocorrem aproximadamente 29 mil acidentes ofidicos anualmente. Esse
agravo é considerado um problema de saude publica devido ao elevado indice e suas
consequéncias as vitimas, causando impactos sociais e econémicos significativos ao
pais. Na regido Norte, ocorre a segunda maior incidéncia de acidentes ofidicos
(24/100.000 habitantes/ano), e o Tocantins € o terceiro estado da regido com a maior
frequéncia de acidentes botrépicos, com uma incidéncia de 6.421 acidentes registrados
(49,7/100.000 habitantes/ano), ficando atrds somente do estado do Amazonas, com
10.485 acidentes, e do estado do Para, com 42.427 acidentes, no periodo de 2007 a
2016 (ALCANTARA et al., 2018; SINAN, 2019). O Tocantins faz parte da regido
Amazbnica, e esse fato contribui para uma grande diversidade de serpentes
peconhentas. O acidente botrépico causa, em média, 3 Obitos por ano (0,4%),
equiparavel a média nacional (0,45%). As espécies de serpentes do género Bothrops
apresentam grande importancia meédica nas regiées por onde ocorrem, pois Sao as
espécies que causam mais acidentes ofidicos. Esses animais preferem ambientes
umidos como matas, areas cultivadas e locais onde haja facilidade para proliferacédo de
roedores.

Segundo Bochner et al. (2003) o perfil epidemiolégico dos acidentes se manteve
inalterado ao longo dos anos, e a maioria desses acidentes é atribuida as serpentes do
género Bothrops e principalmente em pessoas do sexo masculino. Santos et al. (2014),
Leobas et al. (2016) e Parise (2016), mostraram, em seus estudos, que 0s acidentes
botrépicos no Tocantins ocorrem predominantemente em zonas rurais. Isso acontece
devido ao envolvimento do trabalhador rural nas atividades socioeconémicas serem as
facilitadoras para o contato com as serpentes peconhentas, uma vez que o trabalhador
desenvolve suas atividades laborais proximo ao habitat natural desses animais. Sao
principalmente pessoas do sexo masculino que constituem a maior proporgéo da forga
de trabalho. Os acidentes botropicos também ocorrem quando os individuos frequentam
ambientes rurais para lazer, como beira de rios e matas, atividade que também propicia
0 encontro com esses animais.

A maior incidéncia dos acidentes, neste estudo, também foi em individuos do sexo
masculino, na faixa etaria de 20 a 59 anos (62%) (Figura 6). Essa faixa etaria é de uma
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populacdo economicamente ativa e corrobora com estudos epidemioldgicos realizados
em todo Brasil (BOCHNER et al., 2003; PINHO et al., 2008; LIMA, 2009; BERNARDE,
2014; BERNARDE et al., 2015; SANTANA et al., 2015; NOGUEIRA et al.,, 2016;
XIMENES et al., 2018). O fato de a grande incidéncia dos acidentes ocorrerem na faixa
etaria de individuos que representam a populacdo economicamente ativa reforca a
importancia do ofidismo como problema de salude publica, pois pode levar a incapacidade
do acidentado, temporaria ou permanente (MASUDA et al., 2019).

A maioria dos acidentes botropicos, neste estudo, foram classificados como leve
(42,2%), seguida de moderada (41,2%) e grave (5%) (Figura 7). Esse resultado foi
semelhante ao encontrado para o estado do Tocantins por Santos et al. (2014). A
evolucao clinica dos acidentes de ofidismo tem relacdo direta com a eficiéncia e a eficacia
da terapéutica adotada durante o atendimento nas primeiras horas apds o acidente.
Apesar dos estudos comprovarem a eficacia do tratamento com antiveneno botrdpico,
alguns pacientes acidentados ainda evoluem a 6bito. Dos 7.906 acidentes botropicos
ocorridos no Tocantins, registrados no periodo de 2007 a 2019, 33 pacientes foram a
Obito. Esse numero elevado de Obitos precisa ser investigado na busca de novas terapias
coadjuvantes ao antiveneno para o tratamento dos sintomas ja instalados, a fim de reduzir
esse indice. A caracterizac@o dos fatores favoraveis ao encontro das serpentes também
pode colaborar com a prevencdo e, consequentemente, com a diminuicdo desses
indices.

A variacdo sazonal na distribuicdo de acidentes ofidicos, relacionada ao clima,
especialmente com a estacdo das chuvas, a umidade e a temperatura do ar influencia
diretamente na ocorréncia dos acidentes. A aproximacao entre os meses de maiores
precipitacdes pluviométricas com as maiores incidéncias de acidentes ofidicos também
€ observada nos estudos de outras regifes do pais, como nos estudos de Pinho et al.
(2008), Bernarde et al. (2015), e, no Tocantins, de Leobas et al. (2016). Esses trabalhos
evidenciaram a sazonalidade como fator determinante para os acidentes ofidicos.

Os acidentes botrépicos ocorreram durante todos 0s meses nos municipios de
Araguaina, Palmas e Porto Nacional, com um crescente aumento nos meses de janeiro,
fevereiro, marco, abril e maio (chuva), e um declinio de acidentes nos meses de julho,
agosto e setembro (seca) (Tabela 4). A espécie Botrhops moojeni se torna mais ativa no
periodo chuvoso (outubro a abril), periodo que aumenta o risco de encontro desses
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animais com os humanos, e consequentemente, a incidéncia de acidentes. O aumento
dos acidentes botrépicos no periodo chuvoso também é explicado pela explosdo
populacional de anfibios que ocorre nesse periodo, o que faz aumentar a populacéao de
serpentes que se alimentam deles. E o periodo reprodutivo ideal para a espécie e para o
nascimento dos filhotes (marco, abril e maio) (ALMEIDA-SANTOS; ORSI, 2002;
BERNARDE, 2014).

O numero de registro de acidentes com serpentes do género Bothrops séo
significativos ao longo dos anos no estado do Tocantins. No periodo de 2007 a 2019, o
municipio de Araguaina apresentou o maior numero de registros (Figura 8), com total de
513 acidentes (6,5%), seguido pela capital Palmas, com total de 329 acidentes (4,2%), e
pelo municipio de Porto Nacional, com 272 acidentes (3,4%) (Figura 8).

Araguaina € o segundo municipio mais populoso do estado (146.219 habitantes),
destacando-se na criacao de gado para cria, recria, engorda e abate, na producéo leiteira
e de produtos agricolas. De 2007 a 2019, obteve um crescimento agricola de 327%,
passando de 2.832 ha para 8.656 ha de area plantada ou destinada a colheita (IBGE,
2019). Segundo Paula (2010), o municipio € referéncia em saude na regido norte do
estado do Tocantins, e dos municipios mais proximos dos estados vizinhos. Por esse
motivo, 0s pacientes, vitimas de acidentes por animais peconhentos, sdo encaminhados
para o Hospital de Doencas Tropicais (HDT), localizado no municipio, para receber o
tratamento especifico. O clima de Araguaina é influenciado pela vegetacédo da Floresta
Amazobnica. De acordo com os resultados obtidos neste estudo, 0 municipio tem
temperaturas mais amenas quando comparadas com as temperaturas de Palmas e de
Porto Nacional (Figura 11). Possivelmente esse fator esteja relacionado com o indice de
acidentes botrépicos na regido, uma vez que as serpentes encontram um habitat mais
favoravel para seu ciclo de vida. Portanto, as temperaturas da regido sao mais adequadas
para as serpentes, e 0s acidentes atingem o0s maiores indices quando essas
temperaturas estdo em torno de 26 °C, como nos anos de 2010 e 2016, e quando a
precipitacdo anual atinge em média 2.000 mm (Figuras 11 e 12). Os resultados
corroboram com o estudo de Alcantara et al. (2018), realizado na regido amazoénica, que
observaram que o acidente botropico é mais incidente quando as chuvas sao mais

intensas e quando ocorre aumento da umidade relativa do ar.
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De acordo com Bernarde (2014) e Nogueira et al. (2003), as serpentes botrépicas
reduzem sua taxa metabdlica quando sdo expostas a condi¢cdes desfavoraveis do
ambiente, como temperaturas acima de 29°C ou abaixo de 24°C. Elas restringem suas
atividades concominante com a auséncia de chuvas, quando também ocorre a diminuicao
de presas disponiveis para se alimentarem. Assim, nos meses de agosto e setembro, no
estado do Tocantins, séo registradas as maiores temperaturas do ano, com médias acima
de 29°C e os menores indices pluviométricos, consequentemente, esse periodo registrou
os menores indices de acidentes botropicos.

Araguaina possui grande atividade agropecuaria, a correlagdo com o acidente
botrépico para o municipio foi moderada para a producéo de feijao e leve para mandioca,
milho e rebanho bovino (Tabela 5). Contudo, o estudo de Paula (2010) também destaca
gue, muitos acidentes acontecem na regido urbana do municipio. As modificagcdes no
ambiente produzidas pelo homem reduzem os habitats das serpentes e fazem com que
esses animais migrem para as cidades em busca de agua, alimento e protecdo. O
enchimento do reservatorio de Estreito, por exemplo, alagou uma grande area nessa
regido, nos anos de 2010 e 2011, e pode ter provocado o deslocamento das serpentes
para a area urbana (ZANELLA et al., 2009), facilitando o encontro destas com o0s
humanos.

A capital Palmas possui importantes taxas de crescimento demografico, e € o
municipio mais populoso do estado (228.085 habitantes) (IBGE, 2015), esta entre as
capitais mais quentes do Brasil e alcancando temperaturas de até 40°C (Figura 11). O
setor de servigos € o principal da economia palmense, com 57,53%, e a agropecuaria
com 34,59% de participacdo (IBGE, 2019). Neste estudo, a incidéncia do acidente
botrépico foi comparada com a média acumulada mensalmente da temperatura,
pluviometria e umidade relativa do ar na capital, indicando correlagéo significativa, sendo
esses fatores considerados de risco para a ocorréncia dos acidentes na capital, como
demonstrado nas Figuras 11 e 12. A atividade agricola em Palmas tem como principal
publico a agricultura familiar (SEAGRO, 2018), o que pode explicar a correlagédo
moderada do acidente botropico com a producédo de feijdo. Entretanto, a capital
apresenta muitas opcOes de lazer proximos as areas verdes (cachoeiras, trilhas
ecoldgicas, areas de camping). Estas areas sdo muito frequentadas durante o lazer, pela
populacdo em geral, o que a aproxima do ambiente das serpentes. Quando a pluviometria
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foi comparada anualmente com o acidente botrépico, houve diminuicdo dos acidentes
para 0s anos com indice pluviométrico mais intensos, uma vez que é esperado que
também ocorra reducdo no uso dos espacos de lazer, no entorno da capital.

O terceiro municipio com maior registro de acidente ofidico, Porto Nacional, é
notéavel pelo potencial agropecuario, pois, em 2018, teve uma é&rea plantada de 53.677
he, um crescimento de 293% em relacdo a 2007 (18.988 ha) (IBGE, 2019), que foi
acompanhado pelo crescimento dos acidentes botropicos no municipio. De 2007 a 2016,
0 crescimento desses acidentes foi de 177% (SINAN, 2019). Embora se tenha um
aumento dos acidentes botrépicos acompanhados pelo aumento do desenvolvimento
agropecuario na regido, ndo foi observada correlacdo significativa entre as variaveis
analisadas, que pode ser explicado pelo uso de lavouras mecanizadas na producao de
soja no municipio, que distanciam o trabalhador do contato direto com as serpentes.

Neste estudo, a andlise sazonal da pluviometria, temperatura e umidade relativa
do ar, em Porto Nacional, foram estatisticamente comprovadas como fatores de risco
para ocorréncia dos acidentes botropicos (Figuras 11 e 12). Apesar do manejo
agropecuario nao ter apresentado correlacdo com os acidentes botrépicos, o plantio e a
colheita na &rea rural ocorrem no periodo chuvoso. Esse padrdo € observado para o
estado do Tocantins, o plantio ocorre no inicio das chuvas, nos meses de outubro a
novembro e a colheita ocorre entre os meses de janeiro a junho (SEAGRO, 2018). Esse
periodo coincide com os meses de maiores incidéncias dos acidentes. Esse € um fator
importante que deve ser considerado para o acidente botropico, uma vez que, 0S
acidentes também ocorrem na época destinada ao plantio e a colheita da safra agricola.

Portanto, as questfes climéaticas e a atividade agricola sdo caracteristicas
importantes a serem consideradas no acidente botropico, contudo, a variabilidade de
cada regido deve ser avaliada. Por isso, sdo necessarios estudos que possibilitem
analisar esses fatores, a fim de determinar melhor o que influencia os acidentes
botrépicos, e reduzir o impacto gerado com o acidente, no homem e nas serpentes.

Quando um individuo acidentado € encaminhado as unidades de atendimento, as
medidas terapéuticas sdo tomadas, em geral, por meio dos sintomas apresentados pelo
paciente, que logo ap6s o acidente por Bothrops moojeni apresenta um quadro
inflamatorio local. O quadro sistémico instala-se, e o disturbio na coagulagcdo, com tempo
de coagulacgéo prolongado, € um sintoma apresentado pelas vitimas em todo o pais. Isso
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acontece devido ao veneno apresentar proteinas com atividade coagulante. Varios
estudos isolaram proteinas com essas caracteristicas. Gomes et al. (2009) isolaram a
BthMP, enzima que apresentou atividade coagulante. Ja Oliveira et al. (2016) purificaram
uma enzima (BmooSP) que apresentou atividade coagulante no plasma bovino e
fibrinogénio. Morais et al. (2012) purificaram uma metaloprotease e fibrinogenolitica do
veneno de Bothrops moojeni, denominada moojenina. Aguiar et al. (2019) analisaram o
tempo de coagulacdo de 13 espécimes de Bothrops moojeni de vérias regides do Brasil
e constataram que todas apresentaram atividade coagulante. Amorim et al. (2018)
caracterizaram a Moojase, uma potente enzima coagulante do veneno da serpente
Bothrops moojeni. Oliveira et al. (2013) caracterizaram duas serinos proteases, MSP1 e
MSP2, com potencial atividade coagulante do plasma. Sartim et al. (2016) isolaram e
caracterizaram a moojenactivase (MooA), uma metaloprotease do veneno de Bothrops
moojeni, que induziu a coagulacdo do plasma humano e fibrinogénio in vitro. As
alteracbes hemostaticas sdo atribuidas a presenca dessas enzimas, isoladas e
caracterizadas no veneno Bothrops moojeni. O consumo total do fibrinogénio plasmatico
por essas enzimas € observado nos envenenamentos, causando a incoagulabilidade
sanguinea (SANO-MARTINS et al., 2009; TORRES et al., 2012; SOUSA et al., 2018).

Disturbios de coagulacdo sao sintomas classicos desencadeados pelos venenos
das jararacas. Segura et al. (2010) analisaram cinco espécies do género Bothrops da
América Latina e constataram atividades coagulantes em todos os venenos estudados.
Sousa et al. (2018) estudaram a coagulopatia dos venenos das espécies de Bothrops
atrox de diferentes regides do Brasil, Bothrops jararaca e Bothrops neuwiedi da regido
Sudeste e mostraram que todas as espécies presentes no estudo compartilham das
atividades coagulantes.

Portanto, as proteinas encontradas no veneno botrépico provocam o desiquilibrio
do sistema hemostatico e alteram a coagulacdo sanguinea, e estéo relacionadas com a
desfibrinac@o. As serino proteases (SVSPs) sdo responsaveis pela atividade coagulante
in vitro e sdo encontradas em varios venenos do género Bothrops. Nossos resultados
mostram que o veneno da espécie Bothrops moojeni do estado do Tocantins ndo apenas
causou coagulacao in vitro como também se mostrou desfibrinogenante, sendo capaz de
degradar in vivo o fibrinogénio plasmatico, tornando o sangue dos camundongos
incoagulavel (Tabela 6). No estudo de Masuda et al. (2019), os autores conseguiram
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caracterizar um agente desfibrinogenante do veneno da Bothrops moojeni, uma serino
protease, a batroxobina.

Os resultados obtidos mostram que o antiveneno botropico foi efetivo na
neutralizacdo das atividades coagulante (Tabela 6) e desfibrinogenante (Tabela 8) do
veneno de Bothrops moojeni. Os estudos de Sousa et al. (2013; 2018) também
mostraram que o antiveneno botropico foi eficiente em neutralizar as principais toxinas
do veneno de outras espécies do género Bothrops, como da Bothrops atrox, Bothrops
neuwiedi e Bothrops jararaca, em relacdo a sua atividade coagulante.

A atividade hemorragica é o efeito sistémico que causa mais complicacbes
envolvidas nos acidentes dos envenenamentos botropicos, e pode ocorrer distante do
local da picada, e € dependente da quantidade de veneno inoculado (FRANCA;
MALAQUE, 2003). O choque cardiovascular e a faléncia renal aguda s&o causados pela
hemorragia, que é atribuida aos componentes especificos do veneno, denominados
hemorraginas, uma fragdo do veneno botropico classificado como uma metaloprotease,
gue é responsavel pela atividade hemorragica por causar o rompimento dos capilares,
devido a sua acéo direta sobre as paredes desses vasos, fazendo com que aumentem a
permeabilidade deles. Este estudo mostrou que o veneno da espécie do Tocantins,
Bothrops moojeni, possui atividade hemorragica (Figura 13), corroborando com o0s
estudos de Aguiar et al. (2019), Nadur-Andrade et al. (2012) e Segura et al. (2010).

O antiveneno botrépico foi eficiente na neutralizacdo da ativade hemorragica.
Sousa et al. (2013) demostraram que o antiveneno botropico também foi eficiente em
neutralizar as principais toxinas do veneno de Bothrops atrox e Bothrops jararaca na
atividade hemorragica. Segura et al. (2010) e Oliveira (2014) também obtiveram
resultados satisfatorios na neutralizacéo da ativade hemorragica.

O veneno de Bothrops moojeni apresenta uma diversidade de enzimas
proteoliticas que induz resposta inflamatéria, apresentando atividade edematogénica,
gue age liberando mediadores quimicos como citocinas, causando aumento da
permeabilidade das membranas e, consequentemente, extravasamento de liquido para
0 espaco extracelular (FERNANDES et al., 2013; MASUDA et al., 2019). Gomes et al.
(2009) conseguiram purificar e estudar uma metaloprotease do veneno de Bothrops
moojeni, que denominaram BthMP. Seus resultados mostraram que essa metaloprotease
apresenta alta atividade proteolitica. Ja Santos-Filho et al. (2008) conseguiram isolar e
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caracterizar, em seus estudos, a BmooTX-I do veneno de Bothrops moojeni, que foi
capaz de induzir edema na pata de camundongos em baixas concentragdes.

Neste estudo, foi possivel observar que o veneno induziu o edema na pata de
camundongos (Figura 15), corroborando com outros estudos realizados em serpentes da
mesma espécie em diferentes regides do pais (NADUR-ANDRADE et al., 2012; GOMES
et al., 2009). E em outras espécies do mesmo género, como Bothrops Atrox (Strauch et
al., 2019), foi possivel observar que o antiveneno botropico foi eficaz em neutralizar a
atividade edematogénica.

Cabe destacar que, em nossos ensaios de neutralizacdo, as toxinas do veneno de
Bothrops moojeni foram total ou parcialmente neutralizadas no periodo de incubagdo com
0 antiveneno botrdpico e, posteriormente, inoculadas nos animais. No acidente botrépico,
0 quadro inflamatorio se manifesta logo apds o acidente e dificilmente € revertido. Nesse
caso, 0 tempo que o paciente leva para acessar o atendimento hospitalar € fundamental
para minimizar o quadro clinico do envenenamento, bem como estudos que possam
alcancar uma terapia mais eficiente para as complicacfes locais.

O veneno avaliado nesta pesquisa foi capaz de degradar diretamente a fibrina,
provocando halos de lise na atividade fibrinolitica, quando aplicado em placas de fibrina
(Figura 18). Esse resultado é compativel com os trabalhos de Oliveira et al. (2013), que
caracterizaram a BmooSP isolada do veneno de Bothrops moojeni com atividade
fibrinolitica; e de Gomes et al. (2009), que conseguiram purificar e estudar uma
metaloprotease do veneno de Bothrops moojeni, a BthMP, que também apresenta
atividade fibrinolitica, provocando halos de lise quando aplicada em placas de fibrina. A
Moojase, caracterizada nos estudos de Amorim et al. (2018), também foi capaz de induzir
a fibrindlise de coagulos de fibrina formados in vitro do veneno de Bothrops moojeni.

Ja a fosfolipase A2, da classe Il, possui acdo téxica sobre o tecido muscular,
responsavel por lesar fibras musculares esqueléticas, ocasionando a liberacdo de
mioglobina e enzimas para o sangue, como creatino quinase (CK), que pode ser
detectada no plasma, como um marcador. Os pacientes vitimas de acidentes botropicos
apresentam necrose do tecido muscular, marcado pelo aumento plasmatico da enzima
creatino fosfoquinase (CK) (MOURA-DA-SILVA et al., 1991; MASUDA et al., 2019). A
atividade miotoxica neste estudo foi observada em camundongos envenenados, pois
houve aumento plasmatico de 3,7 vezes da enzima CK quando comparado ao grupo
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controle (Figura 19). No ensaio de miotoxicidade, Moslaves et al. (2017) observaram
aumento dos niveis plasméticos de CK pelo veneno da espécie Bothrops moojeni (3892,0
+ 340,0 U/L), enquanto os venenos de Bothrops atrox (Colombia e Peru), Bothrops
neuwiedi (Bolivia) e Bothrops jararaca induziram incrementos mais baixos. Queiroz et al.
(2011) isolaram do veneno de Bothrops moojeni a miotoxina fosfolipase A2, denominada
BmooMtx, que liberou creatina quinase e provocou intensa mionecrose, com infiltrado
visivel de leucdcitos e células musculares danificadas 24 horas apos a administracéo do
veneno. Santos-Filho et al. (2008), mostraram em seus estudos, que a enzima BmooTX-
I, presente no veneno de Bothrops moojeni, induziu aumento da atividade CK e foi capaz
de danificar membranas de células musculares. Salvador et al. (2019), caracterizaram
uma toxina do veneno de Bothrops moojeni, a MjTX-1, com efeito miotdxico. Segura et al.
(2010), avaliaram a atividade miotéxica de diferentes espécies botropicas, que resultou
em diferente quantificagéo de variagdes entre eles, corroborando com nossos resultados.

Portanto, os resultados experimentais apresentaram algumas complicacdes
desencadeadas pelo veneno da espécie Bothrops moojeni, do estado do Tocantins, e foi
possivel validar a terapia com o antiveneno botrépico para essas atividades. Contudo
pessoas ainda estdo morrendo em decorréncia das complicagdes desencadeadas pelo
envenenamento. Por isso, sdo necessarios estudos que avaliem melhor as causas
desses Obitos e alternativas coadjuvantes que possam ajudar na terapia com o

antiveneno tendo em vista a variabilidade da composicao desses venenos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

- O presente trabalho buscou conhecer o perfil epidemioldgico dos pacientes acidentados
por serpentes do género Bothrops. Foi verificado um perfil epidemioldgico classico que
se reproduz nos acidentes ofidicos de todo o Brasil. Ha predominancia de acidentes para
0 sexo masculino, na faixa etaria mais ativa da populacao, de gravidade leve a moderada.
Os municipios de maior numero de acidentes foram Araguaina, Palmas e Porto Nacional,

que também s&do 0s municipios com maior numero de populagéo.

- A avaliacdo de alguns dos fatores ambientais, associados ao numero de acidentes
botrépicos, outra proposta deste trabalho, possibilitou verificar as condi¢cdes favoraveis
ao encontro com esses animais. A ocorréncia do acidente botropico esta relacionada aos
fatores climaticos sazonais, como pluviosidade, temperatura do ar e umidade relativa do
ar. E Araguaina foi o municipio que apresentou maior correlacdo dos fatores
agropecuarios com os acidentes ofidicos. Contudo, sugere-se cuidado redobrado no
periodo de chuva, principalmente para os municipios de maior incidéncia dos acidentes.
No periodo de chuva, a vegetacao cresce rapidamente, recomenda-se limpeza frequente
dos espacos préoximos as residéncias para reduzir a possibilidade de abrigo para esses
animais. Ainda, evitar exposicdo de alimentos atrativos para os animais que fazem parte
da cadeia alimentar das serpentes. O uso de equipamentos de protecéo (botas e luvas)

faz-se necessario para prevenir o contato direto com a serpente.

- O veneno de serpentes Bothrops moojeni do estado do Tocantins apresentou atividades
coagulante, fibrinolitica, desfibrinogenante, edematogénica e hemorragica, no estudo das
atividades locais e sistémicas desencadeadas pelo veneno. O antiveneno botrépico
fornecido pelo Instituto Butantan foi eficiente na neutralizacdo dessas atividades.
Portanto, o antiveneno botrdpico foi validado para o veneno da espécie Bothrops moojeni,

gue ocorre no territorio tocantinense.

- Cabe destacar que ainda sé@o necessarios estudos para detalhar as causas dos 6bitos
gerados nesses acidentes e 0s possiveis tratamentos coadjuvantes a terapia com
antiveneno, a fim de minimizar os impactos gerados pelo acidente botrépico.
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