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RESUMO

Atualmente ocorrem aproximadamente 22000 acidentes ofidicos por ano
no Brasil, sendo no estado de Santa Catarina registrados pelo @entro d
Informacdes Toxicoldgicas localizado no Hospital Universitario da
Universidade Federal de Santa Catarina, 618 ocorréncias no ano de
2009. O génerdBothrops é responsavel por aproximadamente 90%
destes acidentes. Nenhum caso de ofidism@ptirropstem registro na
literatura relativamente ao estabelecimento do chamado estress
oxidativo, somente em outros ofidios peconhentos ndo pertencentes ao
género, onde ocorrem igualmente processos inflamatorios relacionados.
O presente trabalho consiste na andlise do estresse oxidativo e
monitoramento do status antioxidante nos processos de dano presente no
sangue de pacientes vitimas de picadas com espécies do género
Bothrops.O monitoramento dos pacientes ocorreu a partir da entrada na
emergéncia do Hospital Universitario até 30 dias apos, sendo 0s grupos
divididos em relacdo ao tempo de seguinte forma: tempo O (t0), tempo
24 horas (t24h), tempo 7 dias (t7d) e tempo 30 dias (t30d). Foram
examinadas as atividades das enzimas catalase (CAT), superoxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutage (GR
e glutationa S-transferase (GST), e as defesas antioxidantes nao
enziméticas, como o0s conteddos de glutationa reduzida (GSH) e
vitamina E. Foram dosados também os marcadores de dano, como a
lipoperoxidacao (niveis de TBARS), proteina carbonilada (PC) e ainda
atividade da mieloperoxidase (MPO) como marcador inflamatério. Nas
determinacgdes iniciais em relagdo ao grupo controle (individuos
saudaveis) observou-se aumento da atividade das enzimas CAT, GR e
GPx e a diminuicdo de outras como SOD e GST, e também foi
verificada a deplecdo da concentragdo de GSH, enquanto nos
marcadores de dano houve aumento na concentracdo de TBARS e
diminuicdo da proteina carbonilada em relacdo ao grupo controle. Em
relacéo aos grupos em fungéo do tempo, ndo houve diferenca estatistica
nos distintos paradmetros examinados. O conjunto de respostas dos
biomarcadores de estresse oxidativo permite afirmar que o acident
ofidico promoveu um acentuado estresse oxidativo sistémico em suas
vitimas.

Palavras-chaves: Acidente ofidico. Bothrops. Estresse oxidativo.
Antioxidante.



ABSTRACT

Systemic oxidative stress in patients victims of snakebites by
Bothrops

During 2009 approximately 22,000 victims of snakebites occurred in
Brazil, and in 2009 the state of Santa Catarina recorde 681 atishs
Centro de Informacbes Toxicologicas at the Hospital Universitari
Universidade Federal de Santa Catarina. The géuthrops is
responsible for approximately 90% of such accidents. No case of
shakebite byBothropshas been recorded in the literature regarding the
establishment of oxidative stress, only in other snakes not belonging to
this genus, where there also induced inflammation. The present work
consists of the analyses of oxidative stress and monitoring of the
antioxidantstatusin the blood of patients victims of snakebites from
Bothrops species. Patient monitoring started from the emergency
entrance at the Hospital Universitario and up to 30 days, with groups
divided as follow: time 0 (t0), time 24 hours (t24h), time 7 day&l] t

and time 30 days (t30d). The activities of catalase (CAT), sumroxi
dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase
(GR) and glutathione S-transferase (GST), and contents of non-
enzymatic antioxidant defenses, such as reduced glutathione (GSH) and
vitamin E were examined. Markers of oxidative damage such as lipid
peroxidation (TBARS), protein carbonyl (PC) and also the activity of
myeloperoxidase (MPO) as an inflammatory marker were also
measured. Initial determinations compared to the control group (healthy
subjects) revealed increased activity of CAT, GR and GPx andafec
activities of SOD and GST together with the depletion of GSHettsit
while markers of oxidative damage showed increased concentrations of
TBARS and decrease concentrations of protein carbonyl compared to
the control group. Regarding the temporal effect there was noistdtist
differences among the groups in the distinct parameters analysed. The
responses obtained in the biomarkers of oxidative stress indicateeha
Bothropsbitesnike promoted a pronounced systemic oxidative stress in
the patients.

Keywords: SnakebitesBothrops Oxidative stress. Antioxidant.
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1 INTRODUCAO
1.1 ACIDENTE OFIDICO

Os envenenamentos causados pelas picadas de
serpentes (acidente ofidico) constituem um grave problema nos
paises tropicais, devido a sua alta incidéncia, gravidade e
sequelas, que mesmo com a neutralizacdo do veneno através do
soro antibotropico, os danos causados aos tecidos locais
geralmente ndo sdo evitados, e exigem a notificacdo obrigatoria
ao Ministério da Saulde e suas secretarias estaduais (RAVEI
et al., 2008). No Brasil tais envenenamentos tém os primeiros
registros datados da época dos jesuitas (CARDOSO et. al, 2003)
sendo que o primeiro estudo epidemiolégico acerca de acidente
ofidico tem data de 1901 e foi realizado por Vital Brazil,
culminando este estudo na produgdo do soro antiveneno. Junto
com as ampolas era distribuida uma espécie de ficha de
notificacdo usada para relatar dados sobre o acidente em que tal
soro fora usado. Esta ficha foi chamada de Boletim para
Observacao de Accidente Ophidico (BOCHNER,
STRUCHINER, 2003).

Atualmente ocorrem aproximadamente 22000
acidentes ofidicos por ano no Brasil (OLIVEIRA et al., 2008),
sendo no estado de Santa Catarina registrados pelo CIT/SC, 618
ocorréncias no ano de 2009, constituindo, 549 casos em humanos
ndo havendo nenhum o6bito registrado (Quadro 1). O género
Bothrops é responsavel por aproximadamente 90% destes
acidentes (OLIVEIRA et al., 2008). Até o presente momento
nenhum caso de acidente ofidico [Bmthropstem registro na
literatura relativamente ao estabelecimento do chamadosestres
oxidativo, causado pelas chamadas espécies reativas de oxigénio
(EROs), somente os poucos relatados em outros ofidios
peconhentos ndo pertencentes ao género (YAMAZAKI et al.,
2008), em que ocorrem igualmente processos inflamatorios
relacionados.

Como o veneno botrépico € uma mistura complexa
enzimatica e de proteinas toxicas, o processo inflamatério
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frequentemente resulta em uma resposta crbnica, em que as
metaloproteinases tém demonstrado importante papel nesta acao
local do veneno (MOURA-DA-SILVA et al.,1996; CLISSA et
al., 2001). Esta reacédo inflamatoria aguda resulta de um grande
influxo de leucécitos, liberagcdo de citocinas, de metabdlitos
nitrogenados e também de EROs (PETRECEVICH et al., 2000;
ZAMUNER et al., 2001).

No Brasil cerca de 321 espécies compdem a fauna
de serpentes, sendo classificadas em torno de 75 géneros, em 9
familias (CARDOSO et. al, 2003). Destas, as famiiapidaee
Viperidaeséo as que reunem espécies denominadas peconhentas.
Esta determinagéo se refere a producédo de toxinas em glandulas
especializadas e com capacidade de inoculagdo do veneno,
causando graves intoxicacdes em homens e animais. Os géneros
destacados na familMiperidae,sdo oBothrops inclusas todas
as jararacas, jararacussu, cruzeira ou urutu e cotiare, 0 género
Crotalus sendo a cascavel em destaque, e o géracbesis
sendo a surucucu a mais popular. Na famitiapidae as
serpentes com interesse clinico sdo as corais, principalmente o
géneroMicrurus sp. No estado de Santa Catarina, as serpentes
causadoras de acidentes s@o as jarardethrops jararacy,
jararacussuBothrops jararacussy cascavel €rotalus durissus
e a coral verdadeirdlicrurus spp) (CIT\SC).



16

Quadro 1: Numero de atendimentos registrados no Centro de
Informac6es Toxicoldgicas de Santa Catarina no ano de 2009.

Intoxicacoes

Classe Humana | Animal | Informacéo Total

Animais Peconhentos 2593 20 272 2885
Aranhas 1195 1 89 1225
Lagartas 569 1 114 684
Serpentes 549 15 54 618
Outros 187 2 11 200
Escorpides 91 1 36 128

Fonte CIT/SC
1.1.1 GénerdBothrops

Este género representa o0 grupo que mais causa
acidentes ofidicos das serpentes peconhentas, compreendendo
cerca de 30 espécies, distribuidas por todo o territério nacional.
As principais especies saBothrops atrox, B. erythromelaB.
jararaca, B. jararacussu,B. moojeni e B. alternatus. Sao
conhecidas popularmente por: jararaca, ouricana, jararacussu,
urutu-cruzeira, jararaca-do-rabo-branco, malha-de-sapo, patrona,
surucucurana, combdia, caicara, e outras denominagdes. Estas
serpentes habitam principalmente zonas rurais e periferias de
grandes cidades, preferindo ambientes Umidos como matas e
areas cultivadas e locais onde haja facilidade para proéfeide
pequenos roedores (paibis, celeiros, depoésitos de lenha). Tém
habitos predominantemente noturnos ou crepusculares (antes do
nascer do sol e apdés o por-do-sol). Podem apresentar
comportamento agressivo quando se sentem ameacadas,
desferindo botes sem produzir ruidos (CARDOSO et. al, 2003).

Popularmente conhecida como jararaca, esta espécie
tem colorido muito varidvel desde tons castanho claros até
coloracdo quase que completamente preta, mas séo caraogeristic
os desenhos semelhantes a “V” invertido ou gancho de telefone
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(Figura 1). Tém corpo delgado medindo aproximadamente 1
metro. Agil, sobe com facilidade em arbustos e telhados baixos.
Tém grande capacidade adaptativa, ocupando e colonizando areas
silvestres, agricolas, suburbanas e até urbanas (CIT/SC).

Figura 1: Géner®othrops(B. jararaca, B. jaraca e B. jararacussu)
1.1.2 Veneno botropico

De acordo com o Ministério da Saude, o veneno
botrépico € classificado através de sua atividade como sendo
inflamatdrio agudo, proteolitico, coagulante e hemorragico.

Sua atividade inflamatoria € decorrente de fracdes
bioquimicas variadas como, por exemplo, fosfolipase A2,
proteases, bradicinina, leucotrienos, prostaglandinas, etc. Este
guadro se da provavelmente em funcdo da interacdo destas
fracbes, mas também apresenta uma grande variabilidade
(FRANCA, MALAQUE, 2003; ZYCHAR et al., 2010). Com
variedade complexa de componentes o0 veneno também atua sobre
0 sistema hemostatico (OLIVEIRA et al., 2008), interferindo nos
processos de coagulacdo através de substancias que podem
inativar o fator X, protrombina e fibrinogénio (FRANCA,
MALAQUE, 2003). No caso da atividade hemorragica as
metaloproteinases ofidicas (SVMP) sdo responsaveis por esta
atividade. Estas enzimas degradam fibrinogénio e hidrolizam as
proteinas da matriz (FOX, SERRANO, 2005; KAMIGUTI, HAY,
ZUZEL,1996; MARUYAMA et al.;1992). A principal SVMP

s

componente do veneno botrépico é a jararagina, uma
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metaloproteinase com caracteristica PIlll (formada por dominio
catalitico, dominio desintegrina e dominio rico em cisteina).
Além da potente acdo hemorragica esta enzima também pode ser
responsavel por processar o precursor do Fator de Necrose
Tumorala (TNF- @), citocina esta correlacionada a dermonecrose
(MOURA-DA-SILVA et al.,1996; CLISSA et al., 2001).

Os efeitos de todas as atividades citadas
anteriormente podem ser observados sistemicamente ou no local
da picada. Sendo que, nas primeiras horas ap0s a picada ja sédo
evidenciadas manifestacbes locais como edema, dor intensa e
equimose que evoluem para toda a extensdo do membro afetado.
Estes sintomas podem permanecer por até 6 horas apds a picada.
Bolhas com contelido seroso ou sero hemorragico também podem
surgir, de acordo com a evolucédo e levar a necrose (Figura 2). As
complica¢Bes locais quando surgem, sdo decorrentes da necrose
ou de infeccdo secundéria acarretando em déficit funcional do
membro ou amputagdo (MINISTERIO DA SAUDE - BRASIL,
2001; LOUREIRO, 2002). Uma série de outros sintomas também
podem se instalar no paciente, tais como: nauses, vOmito,
sudorese, cefaléia, gengivorragia, hematése, hematdria,
hipotensdo arterial, taquicardia, oliglria, andria, hipotensao
arterial, hipovolemia e hemorragia cerebral podendo levar a
morte (LOUREIRO, 2002; YAMASAKI et.al., 2008).

De acordo com o alto grau inflamatério e dano aos
tecidos que o veneno botrépico induz no paciente, podem estar
associados a uma elevada geracdo de Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs), geralmente provocando um estresse oxidativo
nos sitios afetados (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2006)s
EROS sao formadas principalmente através da reducao parcial do
oxigénio até a 4gua, que ocorre através de sucessivas reacdes na
cadeia de transporte de elétrons mitocondrial em consequéncia do
préprio metabolismo oxidativo celular, e também nas vias da
xantina oxidase, da sintese de prostaglandinas no reticulo
endoplasmético e no sistema citocromo P-450 redutase
microssomal, entre outros (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2006;
BERRA, MENCK, 2006). Outra fonte formadora sdo os
fagdcitos, que destroem células infectadas por bactérias ou virus,
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pela via da NADPH oxidase em células fagociticas (neutrdfilos,
mondcitos, macréfagos e  eosindfilos) (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2006).

Em decorréncia disso, as defesas antioxidantes em
pacientes de acidente ofidico estdo aparentemente comprometidas
por um acentuado estresse oxidativo, mostrando depleg¢do de
antioxidantes e com formacdo de EROs (YAMAZAKI et al.,
2008).

Figura 2: Reac®es locais ao veneno botrépico

1.2 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

As EROs séo geradas principalmente através de
produtos intermediarios do metabolismo celular oxidativo, pela
reducdo incompleta do oxigénio a agua. Esta terminologia é
usada para incluir ndo s6 as espécies radicalares, mas também a
espécies que nao possuem elétrons desemparelhados, mas que séo
reativas por causa de sua instabilidade, como o peréxido de
hidrogénio (HO,) e o oxigénio singlete’@,) (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2006).
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Figura 3: Reducéo tetravalente do oxigénio até agua e formacéao
das EROs durante este processo
Fonte: Ferreira, Matsubara (1997).

Em funcdo da configuracdo eletrdnica, o oxigénio
tende a receber um elétron de cada vez (Figura 3, sendo que
nestas reacdes de transferéncia alguns elétrons escapam
(aproximadamente 2%) e acabam reagindo com o oxigénio
molecular resultando na forma¢do de compostos intermediarios
altamente reativos (BOVERIS, CADENAS, 1997; CHANCE,
SIES, BOVERIS, 1979; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2006).

A transferéncia de um elétron para @ froduz o primeiro
intermediario reativo, o anion superoxido,() o qual sofre
dismutacdo espontanea a perdxido de hidrogéni®.jH O
peréxido de hidrogénio sofre uma reacdo de quebra das ligacdes
entre os atomos de ,Oformando o radical hidroxil "QH),
catalisada por metais de transicdo (reacdo de Fenton) ou pela
combinacdo do © com o HO, (reacdo de Haber-Weiss)
(BOVERIS, CADENAS, 1997; CHANCE, SIES, BOVERIS,
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1979; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2006). O radical hidroxil é

um radical livre de oxigénio altamente reativo e apresenta uma
alta atividade de reacdo com os constituintes celulares, oxidando
residuos de aminoacidos, alterando forma e funcionalidade de
proteinas e enzimas, podendo também levar a uma alteracdo
guimica das bases puricas e pirimidicas, quebrando a fita de DNA
(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2006).A reacdo das EROs com
macromoléculas celulares resulta em peroxidacdo lipidica e
lesbes de membrana, inativacdo enzimatica, mutagénese e
carcinogénese (MORENO et al., 1980). A peroxidacgéo lipidica é
um conjunto de reacbes de EROs em cadeia que causam
degeneracao das membranas celulares (KAPPUS, 1987).

Existem outras formas de EROs envolvidas no dano
celular formadas nas reacbes de propagacdo, como os radicais
peroxil (ROO) e alcoxil (RO), além de espécies reativas
derivadas do nitrogénio, também chamadas de Espécies Reativas
de Nitrogénio (ERNs), como o peroxinitrito (ONQQuue é
derivado da rapida reacdo entre o anion superéxido) (© o
oxido nitrico {NO), e igualmente caracterizado por sua acgéo
deletéria (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2006; NAVILIAT et
al., 2005).

Assim sendo, a formacéo das EROs e ERNs podem
originar-se tanto pela via exdgena quanto endégena. Como fontes
exdégenas incluem-se principalmente a luz ultravioleta, nos
comprimentos de onda maiores que 280 nm — UVA e UVB,
radiacdo ionizante e agentes quimicos xenobibticos como
farmacos, tabagismo, entre outros. Entretanto, devido ao processo
de respiracdo celular que ocorre nas mitocbndrias para gerar
ATP, a formacdo destas espécies reativas também acomtece d
modo enddgeno, sendo também produzidos pelos macréfagos e
neutréfilos atuando na defesa do organismo contra bactérias e
fungos, entre outros processos analogicos (CECARINI et al.,
2007).

Contudo, para minimizar os efeitos deletérios
associados a constante formacdo das EROs, os organismos
aerobicos foram dotados de distintas e diversas defesas
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antioxidantes enziméaticas e ndo enziméaticas (BOVERIS,

CADENAS,

1997).

Quadro 2: Caracterizacdo das principais EROs formadas in

Vivo

Intermediario

Comentério

Meia-vida

Sitios de formacio

Radical superdxido

Perdxido de hidrogénio

Radical hidroxil

Radical alcoxil

Radical peroxil

Oxigénio molecular
Simpleto. ('4,0,)

Formado a partir da redugio
parcial do oxigénio molecular por
1 elétron.

Formado a partir da redugdo
parcial do oxigénio molecular por
2 elétrons.

Formado a partir da redugio do
oxigénio molecular. por 3
elétrons nas reactes de Fenton
e Haber-Weiss. catalisada por
metais.

Radical orginico centrado no
oxigénio.
Formado a partir  de
hidroperdxidos organicos

Primeiro estado excitado do
Oigénio Molecular com nivel de
energiade 22 keal/mol acima do
estado fundamental ou oxigénio
tripleto ('O ).

Decomposicio enzimdtica na  Reagdes de

autoxidagio

velocidade aproximada de 5 X envolvendo flavoproteinas e

10° M*sec” em pH 7.0.

Decomposigio

ciclos redox.

Vias catalisadas por oxidases, e

10® segundos

10r® segundos

7 segundos

10%se gundos

pela superoxido dismutase.

Locais adjacentes 4 formagio de
dnion superoxido/peroxido de
hidrogénio na presenca de
metais, principalmente ferro;
produto de reagiio do dxido
nitrico com o radical superoxido.

Intermedidrio na peroxidacio de
lipidios de membrana.

Intermedirio na peroxidagiio de
lipidios de membrana.

Sem sitios metabélicos
definidos.

Fonte: (SIES, 1985; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2006).

1.3 DEFESAS ANTIOXIDANTES

As  substancias

para

serem

consideradas

antioxidantes devem ser capazes de retardar ou inibir a oxidacao
de substratos oxidaveis, mesmo em concentracdes relativamente
baixas (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2006).
Como protecdo, as células sdo dotadas de um
sistema de defesa que pode atuar em duas linhas bésicas, sendo
uma detoxificadora do agente oxidante, antes que ele cause a
lesdo, constituida por glutationa reduzida (GSH), superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e
vitamina E; e a outra linha, atuando de forma a reparar as
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moléculas modificadas por EROs, constituida principalmente
pelo &cido ascérbico (vitamina C), glutationa redutase (GR) e
pela glutationa peroxidase (GPx) (FERREIRA, MATSUBARA,
1997).

Entre as principais defesas antioxidantes
enzimaticas celulares estdo incluidas a superéxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT), e a glutationa peroxidase (GPx), que
constituem a primeira linha de defesa enddgena de neutralizacéo
das EROs. Através delas, as células tentam manter baixas as
guantidades do radical superdxido e de peroxido de hidrogénio,
evitando assim, a formacéo do radical hidroxil, que embora de
vida curta e reduzida concentracdo, € extremamente reativo e
danoso as células (BOVERIS, CADENAS, 1997).

Além destas defesas, as células apresentam ainda
enzimas coadjuvantes e importantes na acdo antioxidante como a
glutationa redutase (GR) e o0 conjunto das glutationa S-
transferases. A GR é a enzima responsavel pelo mecanismo de
reducdo da glutationa oxidada (GSSG) a glutationa reduzida
(GSH), mantendo elevada a razdo GSH/GSSG nas células
(HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2006). As glutationa S-
transferases (GSTs), embora ndo atuem diretamente contra as
EROs, constituem outra importante defesa celular, pois estdo
associadas a biotransformacgéo de xenobiontes, como herbicidas,
inseticidas e outros agentes carcinogénicos, isto €, fontes
potenciais de EROs. Conjugando o tripeptideo glutationa na
forma reduzida (GSH) a xenobiontes através da agdo das enzimas
catalizadoras, tais compostos tém sua solubilidade aumentada
facilitando assim a excrecdo (HALLIWELL, GUTTERIDGE,
2006). As células possuem moléculas de baixo peso molecular
que também sdo chamados de antioxidantes n&o-enzimaticos,
classe esta onde estdo incluidos compostos endégenos como a
glutationa reduzida (GSH), o acido Urico, bilirrubina, horménios
sexuais, coenzima Q; e outros antioxidantes chamados de
exdgenos ou nutricionais, como a vitamina E, C e A (e também
carotendides como o licopeno efecaroteno), flavondides e
outras pequenas moléculas derivadas de fontes vegetais
(SCANDALIOS, 1997; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2006).
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O tripeptideo GSH, o tiol ndo protéico mais
abundante nas células dos mamiferos e demais organismos
aerdbhios, possui a capacidade de captar EROs via auto-oxidagéo e
pode ser encontrado em concentracdes elevadas em todos os
tecidos que usam o metabolismo oxidativo, compartimentos
celulares e sub-celulares (WILHELM FILHO, TORRES,
MARCON, 2000). E o principal substrato de enzimas como a
GPx e a GST.

O desequilibrio entre estas defesas antioxidantes e
0S mecanismos que causam condi¢cdes oxidativas nos organismos
vivos, provoca uma variedade de mudancas fisioldgicas,
chamadas coletivamente de estresse oxidativo (CROFT, 1998;
SIES, 1985).

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO

A condicao fisiologica da célula exige equilibrio
entre as condi¢cdes pro-oxidantes e antioxidantes, sendo o
rompimento deste equilibrio denominado de estresse oxidativo
(SIES, 1985), tendo como conseqiiéncia danos as moléculas
como DNA, lipidios, proteinas e carboidratos (SIES, 1985, 1993;
CROFT, 1998). O estresse oxidativo pode resultar ndo apenas de
uma maior concentracdo de EROs, sem um aumento paralelo das
defesas antioxidantes, mas também pode ocorrer devido a uma
diminuicdo das defesas antioxidantes sem o aumento das EROs,
ou ainda, pelo aumento das EROs concomitantemente a uma
diminuicdo das defesas antioxidantes (SIES, 1985).

Em geral, a geracdo de EROs em niveis fisiol6gicos
atua na regulagcdo da sinalizacdo celular e da expressao génica
(BOVERIS, CADENAS, 1997; BARZILAI, YAMAMOTO,
2004). Entretanto, mesmo em condi¢Bes fisiologicas as EROs
causam danos as biomoléculas, como proteinas, carboidratos,
lipidios e DNA (EVANS, COOKE, 2004) e acentua-se em
condicbes de estresse oxidativo (SIES, 1985). No entanto,
enquanto lipidios, proteinas e carboidratos podem ser removidos
via degradagdo, o mesmo ndo deve ocorrer com o DNA, em
funcdo das informacdes genéticas das células. O acumulo de
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lesGes no DNA pode levar a conseqiiéncias sérias para a célula,
relacionadas a mutagénese e carcinogénese (MOREL. et al
2001).

Os danos oxidativos induzidos nas células e tecidos
tém sido relacionados com a etiologia de véarias doencas
degenerativas como a aterosclerose, Alzheimer; inflamagbes
cronicas, diabetes mellitus cardiopatias entre outras (SIES,
STAHL, 1997; SORG, 2004; HALLIWELL, GUTTERIDGE,
2006; NORDBERGER, ARNER, 2001; GRIENDLING,
FITZGERALD, 2003).

1.4.1 Dano ao DNA

A reacdo entre as bases do DNA e as EROS pode
levar a inducdo de danos oxidativos, eventualmente ocasionando
defeitos no processo de replicacdo que podem resultar em
mutacbes ou erros de transcricdo  (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2006). Isto pode ocorrer devido a oxidacdo
direta dos acidos nucléicos ou na formacgédo de quebras em uma
ou nas duas cadeias de DNA.

S&o inlmeras as alteracdes que podem ser causadas
pelas EROs, especialmente pelo radical hidroxil, que é conhecido
por reagir prontamente com todos os componentes da molécula
de DNA. Um bom exemplo desta interacdo € a reacdo entre o
‘OH com a guanina, formando a 8-hidroxiguanina, que é usada
como um indicador de dano oxidativo ao DNA e carcinogénese
(VALKO et al., 2006). No caso de o dano exceder a capacidade
de reparo ao DNA, as lesdes podem culminar na morte celular ou
em mutacbes no genoma (COSTA et al, 2003; EVANS,
COOKE, 2004).

1.4.2 Peroxidacao Lipidica

A peroxidagdo lipidica constitui uma reacdo em
cadeia nos acidos graxos poliinsaturados das membranas
celulares, alterando a permeabilidade, fluidez e integridade das
mesmas (BOWLES et al., 1991; GOODE et al., 1995).
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Os acidos graxos poliinsaturados (AGPI)
caracterizam-se por possuirem mdltiplas ligacdes duplas entre os
atomos de carbonos, tornando-se excelentes alvos ao ataque dos
radicais livres, principalmente ‘®H. A interacdo lipidio-radical
gera peroxidos, iniciando a reducdo de outro &cido graxo,
caracterizando assim, a reagdo em cadeia (GUTTERIDGE,
HALLIWELL, 1990).

Estas reacbes em cadeia quando ndo terminadas,
ocorrem continuadamente, destruindo fases lipidicas, alterando
especialmente  membranas e modificando particulas de
lipoproteinas (SIES, 1985), e possuem 3 etapas: iniciacao,
propagacdao e terminagdo (THOMAS, 2003).

A degradacdo dos produtos compreende o0s
derivados da decomposicdo de hidroperoxidos como alcoois,
cetonas e aldeidos sendo, o malondialdeido (MDA) componente
majoritario, cuja dosagem é realizada através do teste do &cido
tiobarbitdrico (TBA). Trata-se de uma técnica amplamente
utilizada,sendo o MDA o indicador especifico da ocorréncia de
lipoperoxidacédo (BIRD, DRAPER, 1984).

1.4.3 Dano as proteinas

A oxidagdo de proteinas é definida como a
modificacdo covalente de uma proteina, induzida diretamente
pelas EROs, ou indiretamente pela reacdo de produtos
secundarios do estresse oxidativo (ULRICH, CERAMI, 2001).
Deve-se ressaltar que niveis elevados de carbonilacdo protéica
sdo indicadores ndo somente de estresse oxidativo, mas também
de doencas derivadas do metabolismo protéico (DONNE, et al
2003).

A exposicdo das proteinas ao ataque de EROs
resulta em mdltiplas modificagdes que incluem a oxidacdo dos
grupos das cadeias laterais de aminoacidos, fragmentacgéo,
modificacdes na hidrofobicidade e na conformacéao e formacédo de
NOVOS grupos reativos, como os grupos carbonil. Além disso, este
processo pode resultar na perda da estrutura ou inatividade
enziméatica das proteinas (HAWKINS, DAVIES, 2001).



27

Como um marcador estavel de oxidacdo protéica a
quantificacdo de proteinas carboniladas pode ser usada para
medir a extensdo do dano oxidativo (DONNE et al., 2003), por
ser a principal consequéncia da oxidacdo protéica. As cadeias
laterais de todos os residuos de aminoacidos sdo suscetiveis a
acdo das EROs, principalmente a prolina (Pro), arginina (Arg),
lisina (Lis) e treonina (Tre). Os grupamentos carbonil (C=0)
(presentes em aldeidos e cetonas) sdo produzidos pela oxidacao
destas cadeias laterais de aminoacidos e também podem ser
gerados através da clivagem oxidativa das proteinas, tanto por
oxidacdo das cadeias laterais de glutamato, quantoapor
amidacao, levando a formacdo de um peptideo no qual o
aminoacido N-terminal est4 bloqueado por um derivado
cetoaci. Do mesmo modo, derivados carbonil reativos
(cetoaminas e cetoaldeidos), gerados como consequéncia da
reacao de acucares redutores, podem levar a formacéo de grupos
carbonil (DONNE et al., 2003).

1.5 O ACIDENTE BOTROPICO E O ESTRESSE OXIDATIVO

Até o presente momento, nenhum caso de acidente
botrépico tem registro na literatura relativamente ao
estabelecimento do chamado estresse oxidativo, somente em
outros ofidios peconhentos ndo pertencentes ao género ou a
familia (YAMAZAKI et al, 2008), onde ocorrem igualmente
processos inflamatérios e estresse oxidativo relacionados. Em
decorréncia disso, as defesas antioxidantes em pacientes de
ofidismo estdo aparentemente comprometidas por um acentuado
estresse oxidativo, mostrando deplecdo de antioxidantes
(YAMAZAKI et al, 2008).

Nos processos inflamatérios crénicos como ocorre
em determinadas doencas, como a Doenca de Chagas, ficou
evidenciado pelo nosso grupo de pesquisa, quetabus
antioxidante e o estresse oxidativo no sangue de pacientes
chagéasicos crbnicos sédo diretamente proporcionais ao
comprometimento da doenca (OLIVEIRA, 2004; OLIVEIRA
al., 2007). Destarte, é de se esperar que pacientes de acidente
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botrépico exibam um quadro semelhante em termos de processo
inflamatério agudo, pelo aumento de determinados
biomarcadores de estresse oxidativo, como os niveis elevados de
lipoperoxidacdo, uUnico biomarcador jA& mencionado na literatura
neste particular (YAMAZAKIet al.,2008).

Monitorando os pacientes internados no HU, pode-
se fazer uma avaliagdo da extensdo e profundidade do possivel
guadro de estresse oxidativo e inflamatério, com intuito de
melhor entendimento destes processos. Numa etapa subseqiente
do presente estudo, pretende-se analisar a eficacia de uma
suplementacdo antioxidante com vitaminas E e C durante o
periodo de internacdo e apos 4-6 meses do acidente ofidico. Com
isto, intenciona-se atenuar tanto o processo oxidativo como
inflamatério, uma vez que estas vitaminas antioxidantes
aumentam o poder redutor sistémico, melhorando as defesas
antioxidantes dos pacientes.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o statusantioxidante e o dano oxidativo no
sangue de vitimas de acidente ofidico hospitalizadas, durante os
dias de internamento e até 30 dias apds a entrada na emergéncia
do HU.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Verificar as diferencas nos niveis intraeritrocitarios das
defesas antioxidantes enzimaticas (CAT, SOD, GPx, GR e GST)
presentes no sangue dos pacientes durante o periodo de
internacdo e até 30 dias apés o dia do acidente ofidico.

b) verificar as diferencas das defesas antioxidantes nao
enziméticas de GSH, de vitamina E, durante o periodo de
internacdo e até 30 dias ap6s o dia do acidente ofidico.

c) verificar o comportamento dos indicadores de dano
oxidativo, niveis plasmaticos de TBARS e proteina carbonilada
nestes pacientes durante o periodo de internacdo e até 30 dias
apos o dia do acidente ofidico.

d)avaliar a atividade da mieloperoxidase, um marcador do
processo inflamatério, presente no sangue dos pacientes vitimas
de ofidismo durante o periodo de internagéo e até 30 dias apds o
dia do acidente ofidico. Sendo em todos os casos acima citados,
comparativamente aos controles e igualmente em termos
temporais.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 SELECAO DOS PACIENTES

Os pacientes selecionados para este estudo tiveram
atendimento junto ao Centro de Informacdes de Toxicolégicas
(CIT) do Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sé&o
Thiago/UFSC, apds internacdo causada por acidente ofidico
envolvendo tanto a espédimthrops jararacacomo aBothrops
jararacussu Apés a confirmacéo do diagndstico realizada pela
equipe médica do HU/UFSC (historia e exame fisico), foram
realizados exames clinicos complementares fundamentais para a
classificacdo dos pacientes, e coletadas amostras de sangue dos
mesmos nos seguintes periodos: 1) durante a internacéao; 2) apés a
primeira semana do acidente; 3) depois de decorrido um més do
acidente ofidico.

3.1.1 Critérios de inclusao

Foram incluidas no estudo as vitimas de acidentes
por Bothrops spp.atendidas no periodo das 7:00 as 23:00 h,
dentro de 24 horas apos o acidente, seguidos da confirmacao do
diagnostico por avaliagéo clinica (histéria e exame fisico) e/ou
identificacdo do agente e/ou exames laboratoriais (TP e TTPA)
com indicacdo do Soro Antibotropico e que concordaram em
participar da pesquisa.

3.1.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo os pacientes que
pretendiam mudar-se para outro estado no periodo de
acompanhamento; pacientes com déficit cognitivo ou com
consequéncias clinicas que impossibilitaram o fornecimento de
dados, tais como: sangramento e dor intensos, sono induzido por
medicacdo, etc.



31

A inclusdo ou ndo do paciente no projeto foi de
espontanea vontade do paciente, quando este assinava o termo de
consentimento livre e esclarecido apresentado.

3.1.3Dados obtidos

Foram colhidas amostras de 20 pacientes vitimas de
acidente ofidico sendo 19 amostras em tempo 0 (t0) ou seja, apoés
receber o soro antibotrépico, com tempo médio de 2 horas pés-
acidente ofidico, na admissao do paciente no HU. No tempo de
24 h (t24) foram 16 pessoas, em 7 dias (t7) 14 amostras colhidas,
e em tempo de 30 dias (t30) foram 10 amostras colhidas.
Nenhuma amostra foi excluida, e todos os pacientes assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido. Como grupo controle,
foram coletadas amostras de 22 pacientes randomicamente
recrutados do Banco de Sangue do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Santa Catarina, sob responsabilidade do
Dr. Jovino Ferreira dos Santos.

3.1.4Defini¢cdes

A confirmacao do diagnéstico ocorreu por avaliagéo
clinica (histéria, exame fisico e/ou identificacdo do agente)
realizada pelos médicos que atendem na emergéncia do CIT/HU.
As amostras de sangue dos pacientes foram coletadas para
realizacdo de exames clinicos complementares fundamentais para
acompanhamento e avaliacdo dos pacientes.
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3.1.4.1 Protocolo clinico para tratamento de acidente ofidico

Administracdo, o mais rapido possivel, do soro
antibotropico (SAB) por via intravenosa. Na falta deste, pode ser
administrado ainda associacdes antibotrépico-crotalica (SABC)
ou antibotrépicolaquética (SABL).

A posologia pode variar entre 2 e 12 ampolas do
antiveneno. No caso do teste de coagulabilidade manter-se
alterado, é indicado dose adicional de 2 ampolas do soro.
Medidas gerais sdo tomadas comanter elevado e estendido o
membro picado; prescricdo de analgésicos para alivio da dor;
manter o paciente hidratado e ha indicacdo de uso de antibitticos
no caso de evidéncia de infeccdo (FUNASA; 2001).

3.2 CONSIDERACOES ETICAS

Para a realizacdo deste ensaio clinico longitudinal
de coorte, o presente protocolo foi encaminhado e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Santa
Catarina, em abril de 2009, protocolo N°. 099/09 CEP (Anexo A).
O protocolo experimental atendeu ao que determina a Resolucao
n° 196/1996, do Conselho Nacional de Saude, sobre pesquisas
clinicas bem como principios éticos, cientificos e técnicos
consoantes com os padrdes de aceitacdo internacional para
ensaios clinicos (normas déood Clinical Practick Cada
paciente preencheu o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Apéndice A).

3.3 EQUIPAMENTOS

As pesagens foram realizadas em balanca analitica
marca Ohaus® modelo AR2140. Os valores de pH foram
medidos com pH-metro marca Digimed®, modelo DM20. A
avaliacdo das defesas antioxidantes enzimaticas, conteudos de
GSH e outros marcadores de estresse oxidativo foi realizada com
o auxilio de um espectrofotdmetro UV-visivel, duplo feixe,
marca/modelo GBCUV 916 acoplado a um software apropriado e
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a um termostatizador eletrdnico (sistema Peltier). A agati da
vitamina E foi realizada em aparelho HPLC SCL 10 AVP
Shimadzu®, Detector SPD-M10AVP ShimadzwDiede Array
Detector A MPO foi determinada em leitor de Elisar§anon-
Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA)

3.4 REAGENTES

A enzima GR, os reagentes &cido tiobarbitdrico
(TBA), acido ascérbico, albumina, 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
(CDNB), 5,5 -ditiobis-2-4cido nitrobenzéico (DTNB), d@-
tocoferol, epinefrina, nicotinamina adenina dinucleotideo fosfato
na forma reduzida (NADPH), GSH, GSSG;( e tert-butil
hidroperoxido foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St.
Louis, USA). O kit utilizado para dosagem de proteinas totais foi
da marca Analiza (Brasil). Todos os outros reagentes usados
foram de grau analitico.

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

A analise estatistica empregada nos marcadores foi
andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey—
Krameradmitindo um nivel de significancia minimo ple 0,05.

O emprego do tested de Student sera realizado entre a
determinacao inicial e apds os intervalos (dias) dentro de cada
grupo em pauta. E também admitiu um nivel minimo de
significancia dep < 0,05.

3.6 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Imediatamente apods a coleta de amostra sangiinea
de cada individuo (via venosa, em tubos com anticoagulante
(EDTA) e sem anticoagulante), aliquotas de sangue foram
precipitadas em acido tricloroacético 12% (1:4, v:v) e estocadas
imediatamente em nitrogénio liquido (-170°C), até a realizacéo
da andlise de GSH. Os tubos foram centrifugados a §000
durante 3 min. Apds este processo do tubo sem anticoagulante foi
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separado o soro, e descartado os eritrécitos. Do tubo com EDTA
foi separado o plasma e os eritrocitos foram transferidos para
outro tubo, onde foi adicionado agua destilada (1:4, v:v) para
promover hemodlise. As amostras foram imediatamente estocadas
em nitrogénio liquido até sua posterior analise. Esta etapa de
preparagcdo das amostras foi realizada no Hospital Univessitari
da Universidade Federal de Santa Catarina. Posteriormente, este
material foi enviado para o laboratério de Ecofisiologia
Respiratéria, da Universidade Federal de Santa Catarina,
acondicionado em botijao de transporte contendo nitrogénio
liguido, o que confere integridade as amostras, ja que estudos
mostram que tidis ndo protéicos e enzimas antioxidantes
permanecem estaveis em nitrogénio liquido por 6 meses
(PALACE et al., 1990).

3.7 DEFESAS ANTIOXIDANTES E MARCADORES DE
ESTRESSE OXIDATIVO

3.7.1 Defesas antioxidantes enzimaticas
3.7.1.1 Superdxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi medida em 480 nm, de
acordo com o método de Misra & Fridovich (1972), modificado
por Boveris e colaboradores (1983), mediante a oxidacdo da
adrenalina (mudancga de pH 2,0 para pH 10,0), que produz o
anion superdéxido e um croméforo réseo, o adrenocromo. Quando
a amostra era colocada na cubeta a enzima (SOD) presente nesta
aliguota retardava sua formacao. Numa cubeta contendo 1,95 ml
de tampdo glicina 50 mM, pH 10,2, foram adicionadosi5@e
adrenalina 60 mM (mantida em pH em torno de 2,0, gelo e frasco
ambar para evitar a oxidagdo). A velocidade inicial de formacao
do adenocromo foi monitorada durante cerca de 100 s do inicio
da reagdo, com acréscimo de absorbancia a cada intervalo de 15 s
em torno de 0,013-0,015 unidades, para entdo adicionar
diferentes aliquotas da amostra, geralmente em torno de 50 a 100
pl, dependendo da concentracdo e atividade da enzima presente
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nesta aliquota. O tempo total de monitoramento da reacao foi de 3
min. Curvas de 4 ou 5 pontos permitiram avaliar indiretamente a
atividade enzimatica da SOD, medidas em duplicata. Os valores
da SOD (U SOD mt foram expressos em termos de atividade
da enzima, em que uma unidade arbitraria de SOD ¢é definida
como a quantidade de SOD necessaria para diminuir & metade a
velocidade de formacédo do adrenocromo (MISRA, FRIDOVICH,
1972). As amostras foram tratadas por uma mistura de
cloroférmio: etanol (3:5 v:v), e em seguida por adicdo de agua
destilada; apés as amostras foram agitadas vigorosamente e
centrifugadas (5000 g durante 4 min) para retirar a hemoglobina
presente nos lisados e impedir a geragéo e interferéncia do anion
superéxido artefatual no ensaio (MISRA, FRIDOVICH, 1972).

3.7.1.2 Catalase (CAT)

A atividade da enzima catalase foi analisada
segundo Aebi (1984), que se baseia na velocidade de degradacéo
do peréxido de hidrogénio, solucéo fresca de 10 mM em tampéo
fosfato 50 mM pH 7,0 preparada no dia da analise.
Posteriormente em 2 mL desta solucdo em cubeta foram
adicionados 2@QL do lisado e procedeu-se a leitura em 240 nm,
durante os primeiros 5-10 segundos. Todas as amostras foram
analisadas em duplicatas e os valores expressos em mmbl min
mlI™. Diluicdes finais minimas de 500 vezes impediram a ac&o
peroxidativa das hemoglobinas presentes nos lisados (AEBI,
1984).

3.7.1.3 Glutationa Peroxidase (P

Para a determinagédo da atividade desta enzima foi
utilizado o método de Flohé, Gunzler (1984) em queull@e
amostra e 10yl de tert-butilhidroperéxido (t-BuOOH) séao
colocados em 1 ml de um meio de reacdo. Este meio de reacdo
(50 ml) é composto de 25 ml de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0, 8,6
mg de NADPH, 10 ml de &cido dietilenotriaminopentacético
(DPTA) 5 mM pH 7,0, 15 ml de &gua destilada, 24 mg de GSH,
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3,8l de GR 5U e 10Qul de KCN 50 mM. O KCN ¢ adicionado
momentos antes do ensaio. O método baseia-se em dismutar o
tBUOOH pela oxidacdo de GSH e formacdo de GSSG, catalisada
pela GPx. Sendo que a medida consiste na oxida¢éo (diminuicao
da absorbancia) do NADPH medido em 340 nm, uma vez que o
NADPH é utilizando na regeneragédo de GSH pela GR. Portanto,
a velocidade de oxidacdo do NADPH é proporcional a velocidade
de producdo de GSSG a partir de GSH catalisada pela GPx
presente na amostra. Os valores foram expressesnemn min ™

ml™. O KCN adicionado ao ensaio evita a interferéncia do anion
superéxido no ensaio e a superavaliagdo da enzima devido a
oxidac&o da hemoglobina (FLOHE, GUNZLER, 1984).

3.7.1.4 Glutationa Redutase (GR)

O método utilizado foi o de Calberg & Mannervick
(1985), que verifica, em 340 nm, a taxa de oxidacdo do NADPH,
devido a formagédo de glutationa reduzida, a partir da GSSG, pela
acdo da GR, enzima presente na amostra. O ensaio € realizado em
um meio de reacdo (50 ml) contendo tampéo fosfato 0,1 M pH
7,0; 8,6 mg de NADPH; 32,7 mg de glutationa oxidada, 10 ml de
DPTA 5 mM pH 7,0 e 15 ml de 4gua destilada. A atividade da
enzima foi analisada em duplicata e os valores foram expressos
emumol min*ml™,

3.7.1.5 Glutationa S-transferase (GST)

A atividade da GST foi medida em 340 nm, de
acordo com Habig e colaboradores (1976). A amostra foi
adicionada a um meio contendo 10l de 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno 0,1 M (CDNB), 10 de GSH 0,1 M e 97{Q1l de
tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, sendo que na cubeta de referéncia
utilizou-se 980ul de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0, 0 de 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno 0,1 M (CDNB) e i0de GSH 0,1 M.

Esta técnica tem como principio o uso de 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) como substrato, para que a enzima
presente na amostra conjugue a GSH ao CDNB e forme um
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cromoforo detectavel em 340 nm, atividade esta monitorada
durante 60 s. As analises foram feitas em duplicatas e ogwvalor
expressos emumol min* mi™. Lisados concentrados foram
diluidos para evitar densidades dpticas elevadas na cubeta, o que
poderia interferir na avaliagdo da cinética enzimética, medida
em duplicata.

3.7.2 Andlise das Defesas Antioxidantes ndo Enzimaticas
3.7.2.1 Glutationa Reduzida (GSH)

A concentracdo de GSH no sangue total foi
determinada através dos tidis ndo protéicos, jA& que a GSH
representa aproximadamente 95% destes tidis (BEUTLER et al.,
1963). Para avaliar a concentragdo eritrocitaria de pequenos tibis
em precipitado acido (TCA 12%, 1:4, v.v), foi empregado o
método de Beutler e colaboradores (1963). A adicdo de 0,2 ml de
acido 2-nitrobenzdico 2,5 mM (DTNB) nas cubetas contendo 1,9
ml de tampéo Tris-HCL 0,2 M pH 8,0 e 0,1 ml da amostra,
permitia, apos cerca de 3 min e agitacéo intermitente da cabeta
obtencdo maxima de formacédo do anion tiolato (TNB) de cor
amarela, mensuravel emyA Os valores medidos em duplicata
foram expressos epmol mL™

3.7.2.2 Vitamina E

A determinagcdo quantitativa da vitamina E foi
realizada através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), através de deteccao UV, em 292 nm, segundo o método
de Nicoletti e colaboradores (2001). Etanol (100 foi
adicionado em um tubo com tampa, seguido deul @@ plasma,
agitou-se em vortex por 10 s e adicionou-se 1l08e hexano.
Agitou-se em vortex por mais 45 s e centrifugou-se a 800 g por 5
min. O sobrenadante (aproximadamente pl5foi transferido
para um tubo e o hexano foi evaporado em nitrogénio. Foram
adicionados entdo, o dietileter (26 e metanol (75ul) e
injetou-se 50Ul deste extrato no sistema cromatogréafico. As
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colunas foram eluidas isocraticamente com metanol e o fluxo foi
de 1 ml miint. A concentracdo plasmatica detocoferol foi
determinada através de uma curva-padrao.

3.7.3 Determinacao dos Marcadores de Dano
3.7.3.1 Lipoperoxidacdo tecidual — TBARS

A avaliagdo da peroxidacao lipidica endégena foi
realizada em triplicata, através da deteccdo em mm dos
derivados de seus produtos de oxidacdo, através de substancias
gue reagem com o &cido tiobarbitdrico (TBARS), destacando-se
como produto majoritario=(90%) o malondialdeido, ou MDA,
produzindo uma base de Shiff de coloracdo rosa (BIRD &
DRAPER, 1984). As fracdes do plasma foram precipitadas com
acido tricloroacético (TCA) a 12% e agitadas vigorosamente. Em
seguida, incubadas em tampéao Tris-HCI 60 mM 7,4 (0,1 mM
DPTA) e acido tiobarbitarico (TBA) 0,73% durante 60 min a 100
°C. Apb6s, o material foi resfriado durante 30 min a 5 °C e
centrifugado (5 min a 1000§) e a absorbancia do croméforo de
cor résea medida em 535 nm, sendo o0s valores expressos em
nmol mr™.

3.7.3.2 Proteina Carbonilada

O dano oxidativo a proteinas por carbonilacdo foi
determinado pelo método proposto por Abraham, Reznick &
Packer (1994). Foram adicionados 220do plasma em 60QL
de DPNH (2,4-dinitro fenil hidrazina). Incubou-se por 1 hora a
temperatura ambiente no escuro, com agitagdo a cada 15 min.
Adicionou-se 60QuL de TCA 20 %, com agitacdo e banho de
gelo por 10 min, seguido de centrifugacédo (5 min a 5§00
descartando o sobrenadante. fgdlets foram lavados por trés
vezes consecutivas com etanol-acetato de etila (1:1, v:yl800
seguida de centrifugagcdo por (5 min a 5@)0Ao final, os
pellets foram secos com auxilio de um cotonete. Adicionou-se
ainda, 600uL de guanidina incubando-se em banho-maria a 37
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°C por 1 hora. A leitura foi feita em 360 nm. A concentracdo de
proteinas totais foi determinada segundo a técnica do biureto,
através de kit proteinas totais Analiza, expressa em g/dL. A
concentracao de proteina carbonilada foi expressa em nniol mg

3.7.4 Determinacao da Mieloperoxidase

As amostras de soro foram coletadas e armazenadas
em nitrogénio liquido. Nos dias dos experimentos, as amostras
foram descongeladas em temperatura ambiente. Volumes de 20
pL da amostra foram transferidos para cubetas e a reacgdo
bioguimica iniciada com a adicdo de 150 de meio tampéao
(165uL de o-dianisidina 2HCI, 54 de HO,30%, HO destilada
e NaHPO, 50 mM). Apds 15 min de incubacdo a temperatura
ambiente, a reacdo enzimética foi interrompida com a adicdo de
15 pL de azida sddica 1% (RA®t al, 1993). Incubou-se por
mais 10 minutos a temperatura ambiente para posterior leitura das
densidades 6ticas a 450 nm em leitor de Elisa (Organon-
Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA). Curvas-padrdao com
concentracdes conhecidas da MPO (0,7-140 mUYmambém
tiveram suas densidades d&ticas determinadas, permitindo a
quantificagdo dos valores desconhecidos. Os valores da MPO
foram expressos em mU i_com o auxilio da equacao de reta.
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4 RESULTADOS
4.1 CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

Quadro 3. Caracteristicas da amostra

Caracteristicas % Média = DP
Controle  Pacientes Controle Pacientes

Sexo

Masculino 58,33 70

Feminino 41,67 25

Crianca - 5

Idade (anos) 39,91+11,76 41,3+ 16,73

Coleta antes SAB 30 - 69,8 + 13,82

Resultados expressos em percentual e média = DP

4.2 DETERMINACAO DAS DEFESAS ANTIOXIDANTES
ENZIMATICAS

4.2.1 Atividade da SOD

No momento de entrada na emergéncia do HU
(tempo 0), bem como apds 1, 7 e 30 dias do acidente ofidico, os
valores da atividade da SOD nos pacientes vitimas do acidente
botrépico se mostraram com baixa atividade, ficando abaixo de
100 USOD/ml e com isso, apresentaram uma variagdo com alta
significancia *** (p<0,001), em comparagdo com que 0s niveis
da superoxido dismutase em individuos saudaveis que ficaram
acima de 200 USOD/ml. Nenhuma diferenca significativa foi
detectada entre os distintos tempos de coleta (Gréficol).
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Gréfico 1: Atividade da Superédxido dismutase (SOD) no sangue
de individuos saudaveis (banco de sangue - grupo controle) e nos
3 tempos de coleta apdés entrada na emergéncia HU/UFSC e
retornos (7 e 30 dias).

4.2.2 Atividade da CAT

No ato do internamento (tempo 0), a CAT
apresentou atividade em torno de 14 pumollmm.* , no qual
ficou em torno deste valor nesta mesma faixa durante as 24 horas
de internamento, bem como apdés 7 e 30 dias. Ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os periodos analisados
Em relacdo ao grupo controle, os aumentos apresentaram
significancia de ** (p< 0, 01) para os tempos de chegada (t0) e 24
horas e de * (p< 0,05) para 7 dias apés o acidente ofidico.
Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre os distintos
tempos de coleta (Gréfico 2).
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Gréfico 2: Atividade da Catalase (CAT) no sangue de individuos
saudaveis (banco de sangue - grupo controle) e nos 3 tempos de
coleta apds entrada na emergéncia HU/UFSC e retornos (7 e 30
dias).

4.2.3 Atividade da GPx

A atividade da GPx obteve uma alta com indice
significativo de ** (p< 0,01), no ato do internamento (tempo 0)
em relacdo ao grupo controle (banco de sangue) e de * (p< 0,05)
para 7 dias ap6s o acidente ofidico. Nenhuma diferenca
significativa foi detectada entre os distintos tempos de coleta
(Grafico3).
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Gréfico 3: Atividade da Glutationa peroxidase (GPx) no sangue
de individuos saudaveis (banco de sangue - grupo controle) e nos
3 tempos de coleta apdés entrada na emergéncia HU/UFSC e
retornos (7 e 30 dias).

4.2.4 Atividade da GR

A atividade da GR em pacientes examinados em
todos os intervalos de tempo, 0, 1, 7 e 30 dias, mostraram
tendéncia de alta ficando a atividade em torno de 1 pmol. min
!mL?, quando comparados ao grupo controle. Nenhuma
diferenca significativa foi detectada entre grupos (Gréfico 4).
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Gréfico 4: Atividade da Glutationa redutase (GR) no sangue de
individuos saudaveis (banco de sangue - grupo controle) e nos 3
tempos de coleta apds entrada na emergéncia HU/UFSC e
retornos (7 e 30 dias).

4.2.5 Atividade da GST

Nos individuos vitimas de acidente ofidico a
atividade de GST foi avaliada e mostrou-se muito diminuida
(abaixo de 0,5 pmol.mihmL™?), comparativamente ao grupo
controle (p<0,001) em todos os tempos de coleta. Nenhuma
diferenca significativa foi detectada entre os distintos tempos de
coleta (Grafico 5).
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Grafico 5: Atividade da Glutationa S-transferase (GST) no
sangue de individuos saudaveis (banco de sangue - grupo
controle) e nos 3 tempos de coleta ap6s entrada na emergéncia
HU/UFSC e retornos (7 e 30 dias).
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4.3 DETERMINACAO DAS DEFESAS ANTIOXIDANTES
NAO ENZIMATICAS

4.3.1 Glutationa Reduzida (GSH)

Em comparacao aos individuos do grupo controle,
as coletas de pacientes com acidente ofidico realizadas em todos
0s tempos mostraram uma diminuicdo de alta significancia ***
(p<0, 001), para os conteudos de GSH no sangue total, em torno

de 60%. Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre os
distintos tempos de coleta (Gréfico 6).
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Grafico 6: Concentracéo de Glutationa reduzida (GSH) no extrato

acido do sangue de individuos saudaveis (banco de sangue -
grupo controle) e nos 3 tempos de coleta apds entrada na
emergéncia HU/UFSC e retornos (7 e 30 dias).

4.3.2 Vitamina E

Todos os tempos examinados no grupo de pacientes
picados, tiveram uma diminuicdo altamente significativa ***
(p<0,001), quando aplicado o indice de variancia, excecdo do
periodo de 30 apds a picada que apresentou uma diminuicdo de
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p<0,05) ,em comparacdo ao grupo controle. Nenhuma diferenca
significativa foi detectada entre os distintos tempos de coleta
(Grafico 7).
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Gréfico 7: Concentracédo de vitamina E no plasma sanguineo de
individuos saudéaveis (banco de sangue - grupo controle) e nos 3

tempos de coleta ap6s entrada na emergéncia HU/UFSC e
retornos (7 e 30 dias).
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4.4 DETERMINACAO DOS MARCADORES DE DANO

4.4.1 TBARS

Considerando as determinacdes da concentracdo em
funcdo do tempo, ndo foi observada nenhuma alteracdo
significativa ha concentracdo de TBARS, quando aplicada analise
de variancia. Em relagdo ao grupo controle, os niveis mostraram-
se elevados revelando apenas uma discreta tendéncia de
diminuicédo da concentracdo no tempo de 24 horas e 7 dias apés a
picada, aumentando novamente ap6s 30 dias decorridos.
Nenhuma diferencga significativa foi detectada entre os distintos
tempos de coleta (Gréfico 8).
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Grafico 8: Concentracdo de sustancias que reagem com o acido
tiobarbitirico TBARS no no sangue de individuos saudaveis
(banco de sangue - grupo controle) e nos 3 tempos de coleta apés
entrada na emergéncia HU/UFSC e retornos (7 e 30 dias).
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4.4.2 Proteina Carbonilada

Considerando as determinagfes iniciais, ndo foi
observada nenhuma alteracdo significativa na concentracdo de
proteina carbonilada quando aplicada andlise de variancia seguida
pelo teste de Tukey. Contudo, apresentou uma tendéncia de
diminuicdo de concentracdo 24 hs e 7 dias apds o acidente
ofidico, tornando a se igualar em 30 dias (Grafico 9).
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Grafico 9: Concentracdo de proteina no sangue de individuos

saudaveis (banco de sangue - grupo controle) e nos 3 tempos de
coleta apos entrada na emergéncia HU/UFSC e retornos (7 e 30
dias).
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4.5 MPO

Considerando as determinacdes iniciais, foi
observada uma tendéncia de aumento na concentragdo de
mieloperoxidase (MPO) dos pacientes vitimas de acidente ofidico
guando relacionados ao grupo controle. Entretanto, quando
aplicada andlise de variancia seguida pelo teste de Tukey, nao
apresentou alteracdo estatistica significante. Nenhuma diferenca
significativa foi detectada entre os distintos tempos de coleta
(Grafico 10).
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Grafico 10: Concentracdo de mieloperoxidase (MPO) no sangue
de individuos saudaveis (banco de sangue - grupo controle) e nos
3 tempos de coleta ap6s entrada na emergéncia HU/UFSC e
retornos (7 e 30 dias).
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5 DISCUSSAO

De acordo com as andlises feitas neste trabalho, os
grupos envolvendo pacientes vitimas de acidente botrépico
apresentaram a SOD com atividade muito diminuida
relativamente ao grupo controle (banco de sangue). Esta resposta
poderia estar associada ao processo hemorragico que o veneno
causa, pois de acordo com Ferreira e Matsubara (1997), em
processos hemoliticos decorrentes de agressao térmica o0s
globulos vermelhos humanos apresentam queda da atividade da
SOD.

Em outro estudo, realizado por Oury e
colaboradores (2002), foi relatado que o aumento da atividade
proteolitica de proteases ativadas resultou em uma diminui¢do da
SOD alveolar devido a remocao proteolitica do dominio de
ligacdo de heparina relativamente a SOD. Por outro lado, Ueda et
al.(2008) demonstraram que os niveis de SOD pulmonar foram
diminuidos pela administracao intravenosa com TiNE#tando
estudos anteriores em que a producéo in vitro de SOD de
fibroblastos da pele humana e células musculares lisas
vasculares, é diminuida quando tratada CONF-,
gerando outra hipétese, em que a baixa atividade de SOD poderia
estar relacionada a acdo das metaloproteinases presentes nos
veneno de Bothrops, tanto por sua atividade proteolitica, como
pela via de atividade precursora de TédF-

Contrariamente ao comportamento da SOD, a
atividade da CAT mostrou um aumento significativo na
comparagdo com o0s controles, principalmente para os tempos
préximos ao acidente ofidico, provavelmente devido ao aumento
da geracao de peroxido de hidrogénio, substrato especifico desta
enzima, causado provavelmente pela atividade inflamatoria
decorrente da peconha (FRANCA, MALAQUE, 2003). A
catalase é uma das principais enzimas de defesa celulam#aenz
atua na primeira linha de neutralizacdo ao perdxido de
hidrogénio, juntamente com a GPX, evitando assim, a formacao
do radical hidroxil via reacBes de Fenton e/ou Haber-Weiss
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(BOVERIS, CADENAS, 1997)De acordo com Zamuner e
colaboradores (2001), os venenos botrépicos induzem um
acumulo de leucdcitos no local da picada, onde tem lugar
uma importante via metabdlica ativada por fagocitose em
leucdcitos e a consequente geracdo exacerbada de EROs,
incluindo o peroxido de hidrogénio. De fatoawnento na
producdo deH202 em leucdcitos peritoneais de camundongos
estimulados com o veneno total de B. jararaca observado por
Zamuner e col. (2001), estd relacionado com aumento da
producdo de mieloperoxidase associada ao acumulo de
neutréfilos nos tecidos (KUEBLER et al., 1996). Coerentemente,
0 veneno botropico aumentou a producdo de perakido
hidrogénio em tdbulos renais proximais de ratos
(CASTRO et al., 2003).

Assim como a atividade da catalase, as
determinacdes iniciais da atividade da GPx ndo apresentaram
diferencas temporais significativas entre os grupos de individuos
picados, embora tenha apresentado um aumento significativo em
relacdo ao grupo controle, sugerindo aumento das defesas
antioxidantes perante o aumento de EROs, tanto pela provavel
exacerbacdo ja mencionada da producadid®?2 como pelo
aumento da geragdo de hidroperéxidos, apesar de que nao foi
detectado um aumento signficativo nos niveis de TBARS.

A enzima GPx é, a exemplo da catalase, responsavel
pela conversdo do H202, mas também de outros hidroperéxidos
até H20, através da utilizacdo e oxidacao da glutationa reduzida
(GSH), formando a forma oxidada da glutationa (GSSG)
(CHANCE et al., 1979). De modo interessante, 0s aumentos nas
atividades da GPx verificados em todos os tempos pos acidente
ofidico, ocorreram apesar da deplecdo dos niveis de GSH,
substrato imprescindivel a sua atividade (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2006). O inverso ocorreu com a atividade da
GST, como sera detalhada adiante, que exibiu atividades muito
diminuidas apds o acidente ofidico, de forma paralela a deplecéo
dos niveis de GSH.
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Em comparacdo aos individuos do grupo controle
(abaixo de 0,5 pmol.min-1.mL-1), a atividade da GR nos grupos
experimentais apresentou um aumento significativo (em torno de
1 pmol.min-1.mL-1), ndo tendo sido detectadas diferencas
significativas entre os diferentes tempos pés acidente botrépico,
de acordo com o comportamento verificado nos resultados
referentes as outras enzimas antioxidantes. Sendo a GR uma
flavoproteina que permite a continua conversdo de GSSG para
GSH, via oxidagdo do NADPH para NADP (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2006), sugere-se que este aumento foi em
consideracdo aos niveis depletados de GSH encontrados em todos
0s tempos poés-acidente botropico, provavelmente para manter as
concentracdes de tal antioxidante estaveis.

A deplecdo da concentracdo da GSH poderia estar
envolvida com o aumento dos niveis plasmaticos de dNF-
relacdo ja encontrada também em cultura de células presentes no
processo inflamatorio (ISHII et al., 1992; PHELPS et al., 1995).
De acordo com Clissa e colaboradores (2001), a jararagina
liberou TNF&a e interleucinas no local e no soro de camundongos
gue receberam injecdes desta toxina, a qual estd presente no
veneno botropico.

Ambas as tentativas de justificativas acima descritas
poderiam também estar relacionadas com o fato das atividades da
GST estarem muito diminuidas em comparagdo com O0s
individuos oriundos do grupo controle do banco de sangue.
Adicionalmente, a GST também regula a sintese de leucotrienos e
prostaglandinas, assim como a resposta imune e inflamatéria,
além de participar na eliminacéo de hidroperoxidos, entre outros
produtos produzidos de forma endégena ou mesmo oriundos do
metabolismo de xenobidticos (HALLIWELL & GUTTERIDGE,
2006).

No caso de pacientes vitimas de acidente botropico,
fica evidente a elevacdo plasmatica de citocinas, comodl BF-

IL6, que podem causar lesdo hepatica, além de aumentar a
producdo de EROs (OLIVEIRA JR, 2004). Como um dos
principais efeitos pré-inflamatérios endoteliais do TédFecorre

a inducdo da expressdo de moléculas de adesdo, de outras
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citocinas, de fatores de coagulacdo e da enzima Oxido nitrico
sintetase tipo induzivel (INOS), responsavel pela sintese de 6xid
nitrico.

Através da expressdo dos fatores de coagulacdo
ocorre também a supressdo da atividade anticoagulante,
culminando em um bloqueio do suprimento sangiiineo e necrose
dos tecidos afetados. O TNF-também ativa leucdcitos
inflamatdérios como macrofagos, neutrofilos, mondcitos e
linfécitos, e induz os fagdcitos mononucleares e outros tipos de
células a produzirem citocinas pré-inflamatérias (IL-1, IL-6 e
préprio TNF), contribuindo assim, para o acumulo de leucdcitos
no sitio inflamatério (Clissa et al.,2001), e aumentando
localmente a geracdo de EROs (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2006).

Em funcéo deste aumento de EROs, a diminui¢do da
concentracdo de vitamina E nos pacientes picados poderia estar
relacionada a sua mobilizacdo e ao aumento de seu catabolismo e
a sua funcdo antioxidante de sequestrar EROs, mas salientando
gue sua participacdo mais importante € evitar as reacdes de
propagacdo junto as membranas celulares e de organelas
(MINGJIAN et al., 1992; MAGHIT et al., 2000). Neste particular
e mais especificamente, a vitamina E é considerada a primeira
linha de defesa da peroxidacao lipidica protegendo acidos graxos
poliinsaturados nas membranas celulares do ataque de EROs pelo
sequestro de radicais peroxil (RO e alcoxil (RQ),
acarretando no término da reacdo em cadeia da lipoperoxidacao
por formar um aducto néo radicalar (SIES, 1991; HALLIWELL
& GUTTERIDGE, 2006).

Considerando as determinacdes da concentracdo em
funcdo do tempo, ndo foi observada nenhuma alteracdo
significativa na concentracdo de TBARS, mostraram-se elevados,
revelando apenas uma discreta diminuicdo néo significante, da
concentracdo no tempo de 24 horas e 7 dias apdés a picada,
aumentando estes niveis novamente apds 30 dias decorridos.
Geralmente sdo encontrados niveis mais elevados de
lipoperoxidacdo em processos inflamatorios (e.g. YADAV et al.,
2002), ao contrario dos resultados aqui obtidos. Entretanto, os
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niveis inalterados de TBARS verificados no presente trabalho,
poderiam estar refletindo a deplecdo de vitamina E, indicando
que esta importante linha de defesa antioxidante foi efetiva na
protecdo ao dano lipidico. Em estudos recentes de nosso grupo,
pacientes chagasicos tratados com suplementacao antioxidante de
combinacdo de vitaminas E e C, sem ou com tratamento com
benzonidazol, durante 6 meses, também mostraram esta relagéo
inversa entre lipoperoxidacgéo e niveis de vitamina E (MACAO et
al., 2007; RIBEIRO et al., 2010).

No caso da avaliagdo dos conteldos de proteina
carbonilada, determinando o dano oxidativo as proteinas nas
determinagdes iniciais, ndo foi observada nenhuma alteracdo
significativa na concentracdo de PC, quando aplicada analise de
variancia seguida pelo teste de Tukey. Apenas apresentou uma
tendéncia de diminuicdo de concentracdo nos grupos de tempo
24h e tempo 7dias, tornando a aumentar em 30 dias apés o
acidente ofidico.

Com a ativacdo e degranulacdo das células
inflamatdrias, a mieloperoxidase, uma heme proteina secretada
por células fagociticas, particularmente pelos neutréfilos
(GOLDBLUM et al., 1985), produz o &cido hipocloroso (HOCI),
um potente agente oxidante citotéxico (RAJAGOPALAN et al.,
1996; HEINECKE, 1998) e que possui importante acao
antimicrobiana e outros corpos estranhos, incluindo componentes
da peconha botropica (KLEBANOFF et al.,, 2005).
Caracterizando o processo inflamatério e 0 estresse oxidativo
inerentes ao acidente ofidico de origem botrdpica, o acumulo de
neutréfilos no tecido apds a injecdo de jararagina foi descrito por
Costa e colaboradores (2002), caracterizando uma defesa contra
um dos constituintes da peconha botrépica.

De acordo com as andlises desenvolvidas neste
trabalho, foi observada uma tendéncia de aumento na
concentracdo da MPO nos pacientes vitimas de acidente ofidico
quando comparados aos controles, notadamente apds 7 e 30 dias.
Esta diferenca temporal poderia ser explicada pelo fato de nos
tempos iniciais de até 24 horas apds o acidente ofidico a lesao
endotelial ndo ter sido ainda estabelecida, o que corrobora os
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resultados de tendéncia de aumento de atividade apés 7 e 30 dias
decorridos.

Resumidamente, relativamente aos individuos do
grupo controle, os pacientes vitimas de acidente botropico
mostraram um quadro de estresse oxidativo acentuado, refletido
nas atividades eritrocitarias aumentadas da CAT, GR e GPx,
enquanto que as enzimas SOD e GST mostraram atividades
diminuidas em comparacdo aos controles. Ainda nesta
comparagdo com individuos saudaveis, relativamente as
determinagdes nao-enzimaticas, a concentracdo sanguinea de
GSH apresentou uma queda acentuada comparativamente ao
grupo controle, igualmente indicando um estresse oxidativo,
aspecto também verificado na deplecao dos niveis de vitamina E
plasmaticos. No caso da avaliagcdo de dano oxidativo, tanto as
determinacdes de lipoperoxidacdo (TBARS) como as de
proteinas carboniladas (PC), ndo houve diferencas significativas,
tanto na comparacdo como o0s controles como nas coletas pés-
acidente botropico. A atividade da mieloperoxidase (MPO)
mostrou apenas uma tendéncia de aumento (ndo significativa)
relativamente ao grupo controle, sugerindo o status inflamatério
decorrente do veneno botropico.
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6 CONCLUSOES

v Os resultados obtidos neste trabalho sugerem uma
condicdo de estresse oxidativo acentuado nos pacientes vitimas
de acidente botr6pico, em comparag¢do com individuos do grupo
controle.

v" Na comparacao entre os distintos tempos de coleta pos-
acidente ofidico, ndo foi constatada nenhuma diferenca
significativa, indicando que o quadro de estresse oxidativo foi
mantido e ndo atenuado, pelo menos dentro do periodo de um
més pods-acidente.
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7 PERSPECTIVAS

v Sendo os acidentes ofidicos grandes causadores de
sequelas capazes de gerar incapacidade temporaria ou definitiva
para o trabalho e para as atividades habituais de lazer, os
resultados obtidos no presente trabalho indicam varias
possibilidades futuras, tais como:

v A ampliacdo de estudos relacionados para os demais
centros de informagdes toxicol6gicas de todo o pais.

v’ Dar prosseguimento ao estudo com a intervengdo
antioxidante através de suplementacdo vitaminica, visando
atenuar os sintomas e sequelas nos pacientes de acidente
botrépico.

v' Se a intervencao antioxidante for efetiva, implementar a
suplementagdo como protocolo clinico para tratamento dos
acidentes botrdpicos, adicionalmente a terapia usual.

v/ Avaliar o dano ao DNA, a quantidade d¢O pelo
nitrito/nitrato e a nitragdo de proteinas (niveis de 3-
nitrotirosina), como marcadores adicionais de dano oxidativo
adicionais.

v" Disponibilizar os dados obtidos através de publicacdo em
revista cientifica congénere, ampliando os atualmente escassos
estudos relacionados ao estresse oxidativo em acidente ofidico
comBothrops spp
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APENDICES

APENDICE A: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO

PROJETO: ANALISE DO ESTRESSE OXIDATIVO E
MONITORAMENTO DO STATUS ANTIOXIDANTE DE
PACIENTES DE OFIDISMO ATENDIDOS NA
EMERGENCIA DO HOSPITAL UNIVERSITARIO DA UFSC

Responsaveis: Danilo Wilhelm Filho, residente na Rodovia SC
405, 435A, Fazenda Rio Tavares, Floriandpolis. Telefone: 048-
32374145.

Juliana de Ornellas Strapazzon, residente na Rua Vereador
Levino Dressel, 38, Gloria, Joinville. Telefone: 047
30273231/047-96161073.

Estas informacfes estdo sendo fornecidas para sua
participacdo voluntaria neste estudo, que tem como objetivo
avaliar o estresse oxidativo e monitoramento si@tus
antioxidante de pacientes de acidente ofidico atendidos na
emergéncia do Hospital Universitario da UFSC.

Esta pesquisa tem como principal beneficio
monitorar os niveis de marcadores de estresse oxidativo que ird
ajudar a esclarecer os danos causados pelo veneno nas defesas
antioxidantes. Assim, com estes resultados podemos orientar a
conduta adequada futuramente para evitar complicacbes
provocadas pelo veneno da cobra.

Os pesquisadores, Danilo Wilhelm Filho e Juliana
de Ornellas Strapazzon fardo a consulta de seu prontuario,
coletando informacdes, dentre estas: idade e exames bioquimicos.
Para avaliacéo do estresse oxidativo, seré realizada umadmelet
sangue de 05 ml a mais na sua coleta de rotina durante o
internamento, com material descartavel.
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A avaliacdo do seu prontuario médico e dos
resultados dos exames somente serd realizada pelos
pesquisadores envolvidos na pesquisa e médicos responsaveis
pelo seu tratamento. Todos os resultados serdo de uso exclusivo
desta pesquisa. Salientamos que as consultas ao seu prontuario
obedecerdo a Resolugdo CNS 196/96, as disposi¢des legais e
normativas em vigor no Brasil, como Cédigo Civil, Codigo de
Defesa do Consumidor, Codigo de Etica Médica, entre outros,
além da autorizacéo prévia da instituicdo, onde estéo localizados
0S prontuarios.

Vocé tem a liberdade de querer participar desta
pesquisa ou n&o, no caso de aceitagdo, poderd retirar seu
consentimento a qualquer momento, sem nenhum prejuizo a
continuidade de seu tratamento.

N&do h& despesas pessoais para o participante em
qualquer etapa do estudo, ndo existindo também, compensacéo
financeira relacionada a sua participacdo. Havendo comprovacao
de que tenham ocorrido danos causados diretamente pela
pesquisa, vocé terd direito a tratamento médico na instituicao,
assim como as indenizagfes legalmente estabelecidas.

A qualquer momento vocé tera acesso aos
resultados parciais da pesquisa, bem como a qualquer dado
referente ao resultado dos exames de sangue.

Todos os dados coletados assim como os resultados
desta pesquisa serdo publicados e divulgados no meio cientifico
sem qualquer identificacdo pessoal, mantendo sigilo e
preservando a sua privacidade.

Esse documento sera assinado em 2 (duas) vias por
ambas as partes, uma pelo pesquisador responsavel e outra por
voceé.

Eu, ,
acredito ter sido suficientemente informado a respeito do estudo
citado com as informac¢fGes que foram lidas para mim ou por
mim. Discuti com a pesquisadora Juliana Strapazzon sobre a
minha decisdo em participar deste estudo. Ficaram claros os
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propésitos do estudo, os procedimentos realizados, sem
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo € isenta de despesas e que a garantia de acesso a
tratamento hospitalar sera independente de minha

participacdo ou ndo na pesquisa. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar meu consentimento a
qualquer momento, antes ou durante o0 mesmo, sem penalidades
ou qualquer prejuizos.

Data: [/

Assinatura do Paciente

Data: [/

Assinatura dos Pesquisadores
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ANEXOS

ANEXO A, PARECER DO COMITE DE ETICA DE

PESQUISA COM SERES HUMANOS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DE SANTA CATARINA

Pré-Reitoria de Pesquisa e Extensao
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEPSH

$10

J2

Campus Prof. Jodio David Ferreira Lima — CEP 88040-500
Trindade - Floriandpolis - Santa Catarina - Brasil | www.cep.ufsc.br / +55 (48) 3721-9206

PARECER CONSUBSTANCIADO - PROJETO N° 099/09

I — Identificagdo:

Titulo do Projeto: Andlise do estresse oxi
emergéncia do Hospital Universitario da 17
Area: Ciéncias da Satde - Farmacia
Pesquisador Responsdvel: Danilo Wilhelm Filho

Pesquisador Principal: Juliana Strapazzon

Data colcta dados: maio de 2009 a dezembro de 2009.

Instituicio onde a pesquisa sera conduzida: Hospital Universitéario da UFSC.
Data de apresentacao ao CEPSH: 15.04.2009

ativo e monitoramento do status de pacientes de ofidismo atendidos na
[E

il - Objetivos:
Geral:

Acompanhar durante os dias de internamento os biomarcadores de estresse oxidativo em vitimas de ofidismo (picadas
de cobra) hospitalizadas.

Especificos:

) monitoramento das vitimas de picada de jararaca cm toda o pafs durante o periodo de internagdo.

b) acompanhamento dos indicadores de estresse oxidativo nestes pacientes durante o periodo de hospitalizacao.

11 - Sumadrio do Projeto:

O projeto pretende analisar e avaliar os chamados biomarcadores de estresse oxidativo (enzimas antioxidantes e outros
nao enzimdticns) presentes no sangue das vitimas de picadas de cobra jararaca, atendidas na emergéncia do Hos 1
Universitario da UFSC. Havera consulta de prontudrio para coleta de informagdes sobre o paciente (idade e exames
Guimicos). além de uma coleta de sangue extra (5 ml). junto com a coleta normal.

IV — Comentario:

O projeto. nos seus fundamentos acad€micos, esta bem definido ¢ cumpre com todos os requisitos téenicos exigidos.
Além disso. mostra-se bem instruido, com todas as especificacdes necess 50. tendo sido incluidos os
documentos solicitados. Em relagdo ao Termo de Consentimento, este apresenta-se numa lingnagem compativel com
os possiveis pacientes. com redagdo correta e clara. Voto, portanto, pela aprovagio do Projeto

V — Parecer CEPSH:
(X)) Aprovado

PAR
Tendo em vista o expostu, somos de parecer favoravel & aprovacao do referido projeto.

informamos gue o parecer dos relatores foi aprovado, em reuniio deste Comité na data de 27 de abril de 2009.

RELATORIO PARCIAL E-ADENDO:

Em fevereiro de 2010 recebemos relatério parcial informando gue foram coletadas amostras de sanguc dec 12
pacicnics, porem apenas 9 retornaram apés a intcrnagio para novas coletas ¢ dosagens dos biomarcadores do estresse
oxidativo.

As conclusdes parciais comprovaram o desequilibrio dos antioxidantes, por isso os pesquisadores solicitam a inclusio
de outros procedimentos na pesquisa. quais sejam: randomizag@o e divisao em dois grupos. um deles recebera
suplemento com Vitamina E (800mg) e Vitamina C (500mg) e o outro grupo recebera placebo durante 30 dias para
posterior mensuracao dos biomarcadares.

© CEP aprova apenas o relatorio parcial, porém o adendo & pesquisa s6 podera ser aprovado mediante
apresentaciao de um novo de TCLE contendo as informag¢des e esclarecimentos sobre a medicagdo e placebo: e de um
nove or¢amento sobre os custos e financiamento para os suplementos manipulados. pois nao podera onerar os
pacientes (participantes}, nem o Hospital Universitario por ser este de carater pablico.




