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Resumo Abstract

Objetivos: Desde 1930, os venenos das principais familias
de serpentes tém sido implicados como causadores de reagdes
alérgicas. Esta condicdo tem sido observada em herpetologis-
tas profissionais e amadores, entretanto, pouco se conhece a
respeito da prevaléncia dessa doenga entre esses trabalhado-
res, e seus determinantes. Os objetivos deste estudo foram
avaliar a prevaléncia e os preditores da alergia ao veneno ofidi-
co entre bidlogos expostos ao veneno de Bothrops jararaca
(VBJ), e demonstrar o envolvimento de um mecanismo IgE-
mediado neste tipo de doenga ocupacional.

Métodos: Bidlogos expostos ao VBJ foram avaliados por
questionarios e testes imunoldgicos. A presencga de sensibiliza-
¢ao ao VBJ foi determinada pela quantificagdo da IgE-especifica
pelo teste ImmunoCAP. Os alérgenos foram caracterizados por
Western blot e ensaios de inibicdo do ImmunoCAP.

Resultados: Dos 40 bidlogos avaliados, 7 (17,5%) apre-
sentaram IgE especifica ao VBJ. Destes, seis tinham sintomas
tipicos de reacdo alérgica IgE-mediada quando expostos ao
VBJ. A sensibilizagcdo ao veneno foi associada com tempo de
atividade (P=0,016), niveis elevados de IgE total (P=0,034) e
com tarefas especificas, sobretudo a limpeza de caixa de ser-
pente (P=0,005), alimentagdo de serpente (P=0,039), extra-
¢do de veneno (P=0,042), manuseio de veneno em péb
(P=0,033) e limpeza da sala de cativeiro (P=0,005).

Conclusdes: A exposicdo ao VBJ pode resultar em alergia
ocupacional em bidlogos por mecanismo IgE-mediado. A pre-
valéncia desta condigdo parece ser elevada nesse grupo de tra-
balhadores e o exercicio de tarefas especificas, niveis de IgE
total acima de 100 kU/I e o tempo de exposicdo séo preditores
de sua ocorréncia.
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Objectives: Since 1930, venoms from the major snake fa-
milies have been implicated as cause of allergic reactions. This
condition has been observed in amateur and professional her-
petologists. However, only limited information is available on
the prevalence of the disease among those workers and their
determinants. The aim of this study was to evaluate the preva-
lence and predictors of snake venom allergy among biologists
exposed to Bothrops jararaca venom (BJV) and to demonstrate
the involvement of IgE-mediated mechanisms in this occupa-
tional disease.

Methods: Biologists exposed to BJV were assessed for sna-
ke venom-related allergy using questionnaires and immunolo-
gical tests. Presence of BJV sensitization was determined by
quantification of specific IgE using the ImmunoCAP assay. Al-
lergens were classified using the Western blots and inhibition
assays.

Results: Of the 40 herpetologists evaluated, 7 (17.5%)
presented specific IgE antibodies to BJV. Of those, 6 presented
typical symptoms of an IgE-mediated allergic reaction when
exposed to BJV. Venom sensitization was associated with
length of employment (P=0.016), high levels of total IgE
(P=0.034), and specific tasks, mainly snake cages cleaning
(P=0.005), snake feeding (P=0.039), snake venom extraction
(P=0.042), handling of dried venom (P=0.033), and snake
room cleaning (P=0.005).

Conclusions: Exposure to BJSV may result in occupational
allergy in biologists by IgE-mediated mechanisms. The preva-
lence rate of this condition appears to be high among these
workers and specific tasks, total IgE level above 100 kU/I, and
length of employment were predictors of its occurrence.
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Introducéo

Os venenos ofidicos estdo entre os mais complexos ve-
nenos do mundo animal. Ndo sdo substancias simples, mas
compostos que contém diversas substancias, incluindo uma
variedade de proteinas, enzimas e peptideos, cada um com
multiplicidade de efeitos em varios sistemas organicos®.
Nas serpentes do género Bothrops, estes efeitos sao carac-
terizados por processo inflamatério local, levando a forma-
¢do de edema, bolhas e necrose no sitio da picada, e por
alteragdes sistémicas incluindo hemorragias, coagulopatia,
insuficiéncia renal e distirbios hemodinamicos®. O género
Bothrops é responsavel pela maioria dos acidentes ofidicos
na América Latina, destacando-se a espécie Bothrops jara-
raca nas regifes Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil*®
(figural).

Figura 1 - Bothrops jararaca.

Enquanto as reacgfes alérgicas aos venenos de outros
animais, como abelhas e vespas, sdo bem conhecidas e
extratos purificados e padronizados desses venenos estao
disponiveis tanto para o diagnéstico quanto para a imuno-
terapia®, as reacdes alérgicas causadas pelos venenos
ofidicos s&o incomuns® e, sobre estas, ha poucos estudos
na literatura, a maioria restringindo-se a descrigbes de
casos clinicos.

Por outro lado, a alergia ocupacional tem sido reconhe-
cida como um importante problema entre trabalhadores,
principalmente os expostos as moléculas de alto peso mo-
lecular, que podem causar sensibilizacdo por mecanismos
IgE-mediados®. Esta condigéo é bem descrita em trabalha-
dores em contato com animais de laboratério e padeiros
expostos ao trigo e a alfa-amilase®®. Considerando o po-
tencial alergénico dos venenos ofidicos®, a alergia a estes
venenos pode ser um importante agravo ocupacional entre
trabalhadores que manuseiam serpentes ou seus venenos.

Os objetivos deste estudo foram avaliar a prevaléncia da
alergia ao veneno de Bothrops jararaca (VBJ) entre biolo-
gos expostos a serpente ou ao seu veneno, apontando 0s
possiveis fatores preditores para o seu desenvolvimento, e
demonstrar o envolvimento de um mecanismo IgE-media-
do neste tipo de doencga ocupacional.

Métodos
Delineamento do estudo e populagédo

Um estudo do tipo observacional transversal foi realiza-
do a partir de amostra de 40 bidlogos, do total de 43, de
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trés unidades do Instituto Butantan, durante o més de no-
vembro de 2005.

O critério de inclusdo no grupo de estudo foi unicamente
a exposicdo aos venenos ou as serpentes do género
Bothrops. As seguintes razdes implicaram na escolha desse
género de serpente: a importancia epidemiolégica dos aci-
dentes botrépicos no Brasil e o freqiente manuseio desses
animais e de seus venenos pelos profissionais do Instituto
Butantan.

Todos os participantes eram adultos e assinaram o ter-
mo de consentimento livre e esclarecido. O projeto obteve
prévia aprovacdo da comissdo de Etica para Analise de Pro-
jetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospi-
tal das Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo, sob o numero 1039/03.

Questionario

Os 40 trabalhadores foram submetidos a questionario
contendo questdes sobre a historia pessoal de alergia, his-
téria ocupacional (tempo de atividade e tarefas especifi-
cas), acidentes sofridos com picadas de serpentes, contato
de veneno em mucosas e sintomas alérgicos relacionados
ao trabalho.

A histéria pessoal de alergia foi considerada positiva
quando presente o relato de sintomas alérgicos classicos
como dispnéia, chiado no peito, coriza, espirros, lacrimeja-
mento, prurido ocular ou prurido cutaneo, relacionados a
exposi¢do aos alérgenos comuns como poeira, animais do-
meésticos ou mofo. Trabalhadores foram considerados ten-
do sintomas alérgicos relacionados ao trabalho quando
responderam positivamente a questdo: “Vocé tem sinto-
mas de alergia (e.g., asma, rinite, conjuntivite ou urticaria)
quando em contato com a serpente e/ou seu veneno, du-
rante o seu trabalho?”.

Estimativas da exposicdo as serpentes e/ou aos seus
venenos foram obtidas considerando-se cada uma das on-
ze tarefas que os bidlogos executavam no exercicio profis-
sional e que envolviam o contato direto com esses produ-
tos. As seguintes questfes foram utilizadas: “quantos dias
por semana vocé executa ou executava [determinada tare-
fa]?” e “por quantos anos vocé vem executando ou execu-
tou [determinada tarefa]?”. Para cada tarefa foi calculado
um indice de exposicdo como uma variavel continua e ob-
tida multiplicando-se a frequéncia (dias/ano) pelo tempo
de exposicao (anos).

Determinacao da IgE total e especifica

Dosagens das IgE séricas especificas para os alérgenos
inalantes comuns (poeira doméstica, acaros, fungos e epi-
télios de cdo e gato), foram realizadas utilizando-se os tes-
tes ImmunoCAP (Pharmacia Diagnostics AB, Uppsala, Sué-
cia) comercialmente disponiveis. Para o VBJ, foi desenvol-
vido um ImmunoCAP especialmente para este estudo pela
MIAB (Uppsala, Suécia). Conforme as especificagdes do fa-
bricante, os resultados foram considerados positivos para
valores maiores que 0,35 kU/I.

As dosagens séricas da IgE total foram realizadas por
nefelometria e consideradas alteradas para valores acima
de 100 kU/I.

Critério de atopia

Individuos foram considerados atépicos quando presen-
te a histéria pessoal de alergia, associada a positividade a
pelo menos um dos testes ImmunoCAP para antigenos
inalantes comuns.

Antigenos

Extrato bruto liofilizado de VBJ (Laboratério de Herpeto-
logia, Instituto Butantan, SP, Brasil) foi dissolvido em solu-
¢éo salina tampé&o PBS com pH 7,4 e estocada em freezer
a temperatura de -20 °C até a sua utilizagéo.
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Determinacao da 1gG especifica (ELISA)

O titulo de anticorpos 1gG anti-VBJ foi determinado pela
técnica de ELISA com algumas modifica¢ées'®. Para a sen-
sibilizacdo das placas de poliestireno, foram colocadas em
cada pogco 100 pl de solugdo contendo 10 pg/ml de VBJ,
diluido em tampéo alcalino. As placas foram incubadas por
18 horas, a 4 °C, e submetidas a trés lavagens com PBS
contendo 0,05% de Tween 20. Apé6s a adicdo de 200 ul de
solugdo bloqueadora (tampéo alcalino contendo 3% de
BSA) em cada poc¢o, foram incubadas por duas horas, a
37°C. Ap6s um novo ciclo de lavagens, adicionou-se a cada
pogco 100 pl dos soros (dilui¢cdo inicial de 1:100) diluidos
em tampao de incubacao (PBS pH 7,4, contendo 0,05% de
Tween 20 e 1% de BSA) e realizada nova incubacgédo por
uma hora a 37 °C. Ap0Os trés lavagens, as placas foram in-
cubadas por uma hora a 37 °C com o conjugado imunoen-
zimatico anti-1gG humano marcado com peroxidase, diluido
(1:1000) com o tampéao de incubacgédo. Apds novo ciclo de
lavagens, a reacédo foi revelada pela adigdo de mistura cro-
mogena mais substrato da enzima, e interrompida pela
adicdo de H,SO, 30%. A intensidade da reacao foi deter-
minada por leitura da absorbancia através do leitor de
placas Titertek Multiskan Plus a 492 nm. O titulo de anti-
corpos representou a reciproca da diluicio maxima do so-
ro, capaz de resultar em uma leitura de absorbancia maior
que 0,050.

Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS
(SDS-PAGE) e Western blots

As proteinas do VBJ foram separadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE), conforme
descrito por Laemmli'!, utilizando-se o gel de empacota-
mento e o gel de resolucdo nas concentragbes de 4% e
12,5%, respectivamente. Nesse processo, aliquotas de
veneno (5 pg) foram diluidas em um mesmo volume de
tampado de amostra (tampédo TRIS/HCI 125 mM, pH 6,8,
contendo 2,5% de SDS, 20% de glicerol e 0,05% de azul
de bromofenol), e aplicadas no gel. Uma parte do gel foi
corada com Coomassie blue e outra parte foi transferida
para uma membrana de nitrocelulose sob corrente cons-
tante de 385 mA, durante duas horas, de acordo com a
técnica descrita por Towbin et al*?.

Para a caracterizacdo imunoenzimatica das proteinas
presentes na membrana de nitrocelulose, tiras de 5 mm
foram incubadas previamente durante uma noite com so-
lugdo bloqueadora (tampé&o TRIS-salina pH 7,5 contendo
5% de leite em p6 desnatado Molico-Nestlé-SP), a 4°C, e
depois com soros dos pacientes diluidos (1:4) em solugédo
bloqueadora por duas horas, a temperatura ambiente.
Apo6s lavagem com TRIS-salina, foram incubadas com con-
jugado anti-lgE humano marcado com peroxidase (Sigma
Chemical Company; St. Louis, MO, USA), diluido (1:100)
em solugdo bloqueadora, por duas horas, a temperatura
ambiente, e os componentes antigénicos revelados pela
adicdo do cromégeno, em presenga de HoO2 0,03%. A re-

acao foi interrompida por sucessivas lavagens com agua.

Como controles negativos, foram utilizados soros de
voluntarios que nunca haviam entrado em contato com
serpentes ou seus venenos.

Ensaio de inibicdo da IgE especifica (inibicdo do
ImmunoCAP)

Para o ensaio de inibicdo da IgE VBJ- especifica, utili-
zou-se o teste de inibigdo do RAST com algumas modifica-
¢cBes'*!*. Resumidamente, amostras de 75ul de soros de
dois individuos com altos niveis de IgE VBJ- especifica (Im-
munoCAP >100 kU/I) foram incubadas separadamente com
aliquotas de 225ul dos venenos de Bothrops jararaca e de
Crotalus durissus durissus, diluidos em PBS, em concentra-
¢Oes finais variando de 5 mg/ml até 5 pcg/ml, a 37 ©C, por
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uma hora. Em seguida, a IgE VBJ- especifica foi quantifica-
da em cada aliquota pelo teste ImmunoCAP.

A porcentagem de inibicdo foi calculada utilizando-se a
seguinte férmula:

% de inibigdo = (1 — Fs / Fo)

onde: Fs é o valor da fluorescéncia obtida com soro sem a
incubacao prévia com o veneno, e F, é o valor da fluores-
céncia da amostra de soro incubada previamente com
veneno.

Analise estatistica

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verifi-
car a normalidade das distribui¢cbes dos valores das varia-
veis numéricas. O grau de associagdo entre a presenca de
sintomas alérgicos e a presenca de sensibilizagcdo ao VBJ
(i.e., ImmunoCAP positivo) foi estabelecido empregando-se
o teste de Fischer, assim como para o estabelecimento de
associacdes entre o desenvolvimento da sensibilizacdo e a
maioria dos fatores preditores. O V de Caramér foi utilizado
como medida dos graus dessas associa¢cfes. A associacao
entre o tempo de exposi¢cdo ocupacional e o desenvolvi-
mento de sensibilizagdo ao VBJ foi verificada através da
analise de variancia de um fator (ANOVA). Para a analise
de correlacdo entre os resultados da IgE-especifica (Immu-
noCAP) e da IgG-especifica (ELISA) para o VBJ foi empre-
gado o coeficiente de correlagdo de Spearman (rs). Para o
estabelecimento das associa¢des entre os indices de expo-
sicOes, relacionados ao exercicio das tarefas especificas, e
a sensibilizagdo ao VBJ, foi utilizado o teste de Mann-Whit-
ney. Todos os valores de P mencionados neste artigo foram
baseados em hipdteses bilaterais, e os valores menores
que 0,05 foram considerados estatisticamente significati-
VOS.

O pacote estatistico SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) para Windows (versdao 13.0, 2004; Statistical
Products and Service Solution Inc., Chicago, IL, USA) foi
utilizado em todas as analises estatisticas.

Resultados

Dos 40 trabalhadores, 21 (52,5%) eram do género fe-
minino. A média de idade do grupo foi de 34,3 + 11,5 anos,
e o tempo total de atividade no emprego variou de um a
35 anos (mediana 4,5 anos). Dezessete (42,5%) individuos
foram considerados atépicos, 18 (45,0%) apresentaram
IgE sérica total acima de 100 kU/I, e dez (25,0%) referi-
ram sintomas alérgicos quando expostos ao VBJ.

Grupo de trabalhadores sensibilizados ao veneno

As caracteristicas dos individuos sensibilizados ao VBJ
sdo apresentadas na tabela 1. Dos 40 trabalhadores, sete
(17,5%) apresentaram ImmunoCAP positivo para VBJ, com
valores variando entre 0,4 kU/I e acima de 100 kU/I. Des-
tes, seis tinham histéria positiva de sintomas alérgicos re-
lacionados a exposicdo ao VBJ. O Unico com histéria nega-
tiva tinha, no entanto, conjuntivite relacionada a exposi¢ao
ao veneno de Crotalus durissus (cascavel). Foi demonstra-
da associacdo positiva entre ImmunoCAP positivo para VBJ
e sintomas alérgicos relacionadoa a sua exposicdo (P <
0,001, V= 0,65). Os titulos de IgG especifica ao VBJ foram
positivos em nove individuos e variaram entre 80 e 1280;
seis destes tinham sintomas alérgicos relacionados a expo-
sicdo ao veneno. Foi observada correlacdo positiva entre os
niveis séricos de IgG e do ImmunoCAP venenos-especificos
(Spearman rg = 0,74, P < 0,001).



Alergia ao veneno de B. jararaca em bi6logos

Rev. bras. alerg. imunopatol. — Vol. 30, N° 6, 2007 243

Tabela 1 - Trabalhadores sensibilizados ao veneno de Bothrops jararaca: sintomas, titulo de IgG especifica e resultados do

teste ImmunoCAP

Sintomas alérgicos relacionados a exposi¢do ao
veneno de B. jararaca

Trabainador | o e oAy | jovareen coivay

0,85 160
4 12,4 320

0,4 -
13 > 100 320
28 8,85 80
31 > 100 1280
40 40,9 160

Nenhum?*
Rinite
Rinite, urticaria
Urticaria
Rinoconjuntivite, asma, urticaria
Anafilaxia

Anafilaxia

* ku/l;

T Titulo: reciproca da diluigdo méaxima do soro capaz de resultar em leitura de absorbancia maior que 0,100 a 492 nm; (-) para

valores < 40;
* Conjuntivite desencadeada pelo veneno de Crotalus durissus.

Individuos sensibilizados X ndo sensibilizados

A tabela 2 mostra a comparacgéo entre os individuos que
apresentaram ImmunoCAP positivo para o VBJ (sensibiliza-
dos) e os que apresentaram o teste negativo (n&o sensibili-
zados).

Pela ANOVA foi verificada associagéo positiva e significa-
tiva entre o tempo de exposi¢cdo ocupacional (ap6s trans-

formagédo logaritmica) e o desenvolvimento de sensibiliza-
¢ao ao VBJ [F(1,38)=6,3, P= 0,016)]. Nao houve associa-
céo estatisticamente significativa entre a presenca de ato-
pia e ImmunoCAP positivo para VBJ (P= 0,113, V= 0,27).
Por outro lado, associacao positiva e significativa foi obser-
vada entre ImmunoCAP positivo para o VBJ e niveis séricos
de IgE total acima de 100 kU/I (P= 0,033, V= 0,38).

Tabela 2 - Comparagdo entre os trabalhadores n&o sensibilizados (ImmunoCAP negativo) com aqueles sensibilizados

(ImmunoCAP positivo) ao veneno de Bothrops jararaca

Numero de individuos
Tempo de atividade (anos): mediana,(intervalo interquartil)
Sexo: M/F (n)
Atopia*: n (%)
IgE > 100kU/L: n (%)
Sintomas relacionados ao trabalho: n (%)
Rinite: n (%)
Conjuntivite: n (%)
Asma: n (%)
Urticaria: n (%)
Picada de serpente: n (%)
Contato do veneno com mucosas: n (%)

N&o sensibilizados Sensibilizados
33 7
3 (2-13,5) 14 (9-30)
14/19 5/2
12 (36,6) 5 (71,4)
12 (36,6) 6 (85,7)
4 (12,1) 6 (85,7)
3(9,1) 5 (71,4)
3(9,1) 3 (42,9)
1 (3,0) 3 (42,9)
3(9,1) 5(71,4)
6 (18,2) 2 (28,6)
6 (18,2) 2 (28,6)

F = feminino; M = masculino.

* Atopia definida como a presenca de histéria pessoal de alergia e pelo menos um teste ImmunoCAP positivo para os inalantes comuns.

Sintomas alérgicos relacionados ao trabalho

Correlagdes positivas foram demonstradas entre a pre-
senca de ImmunoCAP positivo para VBJ e rinite (P= 0,002,
V= 0,59), urticaria (P= 0,002, V= 0,59) e sintomas asma-
ticos (P= 0,013, V= 0,50), porém nédo em relagcdo a con-
juntivite (P= 0,055, V= 0,36).

Acidentes por picadas de serpente e por contato

do veneno em mucosas

Dos 40 bidlogos, oito (20,0%) ja tinham sido picados
por serpentes do género Bothrops e oito (20,0%) ja ti-
nham sofrido contato do veneno com mucosas (olhos ou
boca). No entanto, ndo foram encontradas associacdes
entre a presenca de ImmunoCAP positivo para o VBJ e

acidentes por picadas (P= 0,611, V= 0,10) ou por contato
de veneno com mucosas (P= 0,611, V= 0,10). Também
nado houve associagdo entre a presencga de IgG veneno-es-
pecifica e acidentes por picadas (P= 0,348, V= 0,18).

Indices de exposicédo

A associacdo entre os indices de exposi¢cdes relacionados
a cada tarefa especifica e a presenca de ImmunoCAP posi-
tivo para o VBJ foi verificada pela aplicacdo do teste de
Mann-Whitney (tabela 3). Algumas tarefas tiveram asso-
ciagdo positiva com a sensibilizagdo ao VBJ: “limpeza de
caixa de serpente”, “alimentacdo de serpente”, “extracao
de veneno”, “manuseio de veneno em po6” e “limpeza de
sala de cativeiro”.
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Tabela 3 - Associagfes entre os indices de exposi¢cdes relacionados as tarefas especificas e a sensibilizagdo ao veneno de

Bothrops jararaca (ImmunoCAP positivo)

Indices de exposigdo Mann-Whitney
Tarefa especifica (intervalo interquartil) U teste
Sensibilizado N&o sensibilizado U z P
Limpeza de caixa de serpente 1584 (1368-4800) 240 (96-1224) 15,5 2,78 0,005
Alimentacgédo de serpente 192 (96-2208) 48 (24-312) 28,0 2,06 0,039
Extracdo de veneno 342 (57-1884) 12 (2-96) 18,0 2,03 0,042
Manuseio de veneno liquido 60 (30-1464) 48 (9,5-516) 35,5 0,55 0,583
Manuseio de veneno em pé 1104 (300-1704) 84 (4,5-672) 6,5 2,13 0,033
Limpeza de sala de cativeiro 1200 (648-3120) 180 (48-348) 10,0 2,87 0,005
Fixacdo de serpente 12 (12-12) 96(48-288) 1,5 1,39 0,163
Captura de serpente 22,5 (13,5-31,5) 12 (4-30) 28,0 1,04 0,298
Recepcao de serpente 1056 (1056-1056) 288 (96-2040) 3,0 0,64 0,522
Limpeza de cativeiro 576 (576-576) 144 (72-576) 1,0 0,93 0,351
Dissecgéo de serpente 384 (384-384) 288 (96-1440) 3,0 0,22 0,827
Identificagdo dos alérgenos 205.73
Para estabelecer os padrdes de ligagdo da IgE especifica 133.08 -
aos componentes do VBJ, as proteinas do veneno foram
inicialmente separadas por eletroforese em gel de poliacri- 83.91 -
lamida com SDS (SDS-PAGE) e submetidas aos ensaios de
Western Blots. Diferentes componentes de varios pesos
moleculares, variando entre aproximadamente 30 a maior
que 205 kDa, foram reconhecidos pela IgE (figura 2) pre- 41.56
sentes nos soros dos trabalhadores n® 13 e n® 31 (Immu-
noCAP > 100 kU/I). Nos dois casos, um componente de 3135 l
aproximadamente 32 kDa foi reconhecido com maior inten-
sidade. Nenhum dos soros utilizados como controle negati-
VO reagiu com os componentes do veneno.
Inibicdo do ImmunoCAP
O teste de inibicdo do ImmunoCAP foi realizado utilizan- 7.2
do-se os soros dos trabalhadores n® 13 e n® 31. A figura 3 )
mostra que a inibicdo foi total com o VBJ e parcial com o 0
de Crotalus durissus. E 13 31

(%o inibigdo) A

Figura 2 - Western blot das proteinas do veneno de Bothrops ja-
raraca com anti-1gE e soro dos trabalhadores n® 13 e n°® 31. Os
numeros a esquerda indicam a mobilidade dos marcadores de
massa molecular. (E) eletroforese do veneno de Bothrops jararaca
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Figura 3 - Inibicdo do ImmunoCAP. Inibicdo das dosagens dos anticorpos da classe IgE especificos ao veneno de Bothrops jararaca
(ImmunoCAP) observada no soro dos trabalhadores n® 13 (A) e n°® 31 (B) ap6s absorgcédo com diferentes concentra¢cdes do veneno botrépico

(linha cheia) e veneno crotalico (linha pontilhada)
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Discussao

O primeiro caso de sensibilizagdo alérgica ao veneno
ofidico descrito data de 1930 e, desde aquela época, os
venenos de todas as principais familias de serpentes tém
sido implicados como causadores de reacdes alérgicas™*®.
O desenvolvimento deste tipo de hipersensibilidade tem
sido descrito apds recorrentes exposi¢cdes aos venenos
através de picadas'*'®?° e, presumivelmente, de repetidas
inalagdes ou contato desses venenos com a pele ou mem-
branas mucosas™'®?*?®, Esta condi¢do tem sido observada
entre profissionais que manuseiam as serpentes e/ou 0s
seus venenos, mas pouco se conhece a respeito da preva-
Iéncia dessa doenca entre esses trabalhadores, seus deter-
minantes, extensdo de reac6es cruzadas entre os diferen-
tes venenos ofidicos e natureza molecular dos alérgenos
envolvidos.

O diagnéstico da hipersensibilidade ao veneno ofidico é
baseado em dois critérios: histéria clinica que relaciona
temporalmente a reagdo alérgica com o contato com o
veneno, e a deteccdo de anticorpos IgE venenos-especifi-
cos por testes cutaneos ou de testes sorolégicos. Embora
descrito na literatura médica o uso de testes cutaneos para
o diagnédstico da alergia aos venenos de serpentes®!*'%
eles ndo foram utilizados neste estudo devido a inerente
toxicidade do VBJ, que mostra exuberante atividade infla-
matéria local, além da possibilidade do desencadeamento
de reagdes anafilaticas com um antigeno nao padronizado
para o uso clinico. Para a deteccédo “in vitro” de anticorpos
IgE especificos ao VBJ, optou-se pelo desenvolvimento de
um teste ImmunoCAP, por ser um dos testes mais sensi-
veis para a deteccdo de IgE especifica disponiveis para a
pratica clinica®®.

Dos 40 trabalhadores expostos, em sete foi constatada
a presenca de IgE VBJ-especifica (prevaléncia = 17,5%).
No entanto, este valor de prevaléncia pode estar subesti-
mado, pois é possivel que alguns individuos ndo tenham
feito parte da amostra por ja terem abandonado a ativida-
de devido a gravidade dos sintomas alérgicos relacionados
ao trabalho.

Seis dos sete trabalhadores com ImmunoCAP positivo
referiram sintomas tipicos de reacdes alérgicas IgE-media-
das quando expostos ao VBJ. O Unico desses sete que a
que ndo referiu sintomas alérgicos desencadeados pelo
contato com o VBJ, referiu, no entanto, sintomas com o
veneno de cascavel (género Crotalus). Isto pode indicar a
presenca de alérgenos comuns aos venenos dos dois gé-
neros de serpentes (ambos pertencentes a familia Viperi-
dae), como anteriormente sugerido por Mendes et al**. Foi
demonstrada correlagéo positiva entre a presenca de sinto-
mas alérgicos relacionados a exposicdo ao VBJ e o teste
ImmunoCAP positivo (P < 0,001). Isto sugere que o teste
sorolégico ImmunoCAP, altamente reprodutivel e facilmen-
te disponivel para uso clinico, possa ser utilizado rotineira-
mente para a monitorizagdo de individuos expostos ao VBJ.

Associacdo positiva e estatisticamente significante foi
observada entre a sensibilizacdo ao VBJ e a referéncia de
sintomas alérgicos de urticaria, rinite e asma. Entretanto,
esta associagdo néo foi verificada com sintomas de conjun-
tivite. Provavelmente alguns sintomas de conjuntivite re-
latados foram provocados pela acdo inflamatéria local do
VBJ?® e ndo por mecanismos IgE-mediados.

Diversos estudos tém mostrado que a intensidade de
exposicdo aos alérgenos, o nivel sérico elevado de IgE total
e a histéria pessoal de atopia sdo fatores predisponentes
de sensibilizagcdo em outras doencgas alérgicas ocupacionais
como a hipersensibilidade a proteinas de alto peso molecu-
lar em trabalhadores expostos aos animais de laboratério e
em padeiros®®. Neste presente estudo, foi possivel de-
monstrar a associacdo entre a sensibilizacdo ao VBJ e o
tempo total de trabalho na atividade (P= 0,016), que pode
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ser considerado um indicador simples da intensidade acu-
mulativa de exposigcdo, e o nivel sérico de IgE total maior
que 100 ku/I (P= 0,033), mas ndo com a presenca de
atopia (P= 0,113), provavelmente devido ao nimero rela-
tivamente pequeno de participantes.

Este é o primeiro estudo a descrever relagdes entre o
desenvolvimento de sensibilizacdo ao veneno ofidico e ni-
veis de exposigdo, por andlises das diversas tarefas asso-
ciadas ao manuseio das serpentes e/ou seus venenos, e
dos acidentes decorrentes de picadas ou do contato do
veneno com membranas mucosas. Aqui foi demonstrada
associacdo com significancia estatistica entre a sensibiliza-
¢do ao VBJ e as tarefas “limpeza de caixa de serpente” (P=
0,005), “alimentacdo de serpente” (P= 0,039), “extracao
de veneno” (P= 0,042), “manuseio de veneno em p6” (P=
0,033) e “limpeza de sala de cativeiro” (P= 0,005). Estes
dados estdo de acordo com alguns casos clinicos descritos
na literatura que sugerem o contato direto por via inalat6-
ria, sobretudo com o veneno em pd, como possivel via de
sensibilizacdo alérgica ao veneno ofidico®'®??5. Quanto
aos acidentes provocados pelas picadas das serpentes e 0s
pelo contato do veneno com as membranas mucosas,
apontados como possiveis fatores de risco para o desenvol-
vimento de sensibilizagédo alérgica ao veneno ofidico em al-
gumas descricdes de casos clinicos publicadas'#6-20:27:28
néo foram verificas estas associa¢des neste estudo.

Por outro lado, a aplicagéo da técnica de ELISA no estu-
do de venenos ofidicos tem permitido a identificacdo de
anticorpos antiveneno da classe 1gG no soros de pacientes
picados pelas serpentes peconhentas'®*°. Entretanto, a as-
sociacdo entre a histéria de acidentes por picadas de ser-
pentes e titulos séricos de 1gG VBJ-especifica ndo foi com-
provada neste estudo. E provavel que os niveis séricos de
1gG VBJ-especifica sejam decorrentes de outras vias de
sensibilizacdo, como a inalagéo e o contato repetitivo das
membranas mucosas com o veneno. Em seis dos sete tra-
balhadores com sensibilizagdo alérgica ao VBJ, detectou-se
a presenca de IgG veneno-especifica, o que ja tinha sido
observado em outros estudos® %,

Pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida o
VBJ foi decomposto em numerosas proteinas. Apo6s a reali-
zacdo do Western blot, utilizando-se amostras de soros dos
trabalhadores n°13 e n°31, observou-se que 0s anticorpos
séricos da classe IgE reconheceram diversos componentes
do VBJ. Nos dois casos, um componente de aproximada-
mente 32 kDa foi reconhecido com maior intensidade pelos
anticorpos, podendo ser um dos alérgenos principais pre-
sentes no veneno. Naturalmente, isto precisara ser de-
monstrado com as amostras de soros de outros trabalha-
dores sensibilizados.

Os ensaios de inibicdo do ImmunoCAP para o VBJ mos-
traram inibicdo completa com o VBJ, confirmando a especi-
ficidade da reacado positiva do ImmunoCAP. O veneno de
Crotalus durissus, por sua vez, produziu uma inibicdo par-
cial, sugerindo a existéncia de alérgenos comuns entre os
dois venenos. Estes achados estdo de acordo com as ob-
servacBes de Mendes et al**, que sugeriram a ocorréncia
dessa reagdo cruzada ao verificarem, por testes cutaneos
de transferéncia passiva, a existéncia de pacientes com
teste positivo com venenos que nunca haviam tido contato
prévio. Alonso et al.?°, com o RAST de inibicdo, também
sugeriram a existéncia de epitopos comuns entre esses
venenos, entretanto, estes achados merecem futuras in-
vestigacoes.

Finalmente, a extrema toxicidade do VBJ provavelmente
torna inviavel o tratamento dos trabalhadores sensibiliza-
dos com imunoterapia, da forma como é realizada hoje pa-
ra o tratamento dos pacientes alérgicos as picadas de Hy-
menoptera®®. Sendo assim, a inexisténcia de um trata-
mento de dessensibilizagdo eficaz e seguro, tornam funda-
mentais as medidas de vigilancia médica e de prevencédo a
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exposi¢do ocupacional aos venenos no ambiente de traba-
lho. Os trabalhadores reconhecidamente alérgicos aos ve-
nenos ofidicos devem ser encorajados a evitar qualquer
futuro contato com as serpentes e/ou seus venenos. Caso
isto ndo seja possivel, devem ser orientados quanto as
medidas preventivas de exposicdo (uso de equipamentos
de protecgdo individual como luvas, botas, aventais, gorros
e mascaras apropriadas, além de medidas de controle am-
bientais), conscientizados quanto a possibilidade de rea-
¢Oes alérgicas graves, como a anafilaxia, e treinados a
utilizar kits de auto-administracdo de adrenalina®’.

Concluindo, este estudo sugere que o VBJ pode ser con-
siderado uma fonte potencial de alérgenos para o desen-
volvimento de alergia ocupacional em biélogos que manu-
seiam as serpentes e/ou 0s seus venenos. A prevaléncia
desta doenca parece ser alta neste grupo de trabalhadores.
Foi demonstrado o envolvimento de mecanismo de hiper-
sensibilidade IgE-mediado na sua génese. O desempenho
de tarefas envolvendo o contato intimo como a serpente ou
com 0 seu veneno, como a limpeza da caixa de serpente, a
alimentacdo da serpente, a extracdo do veneno, o0 manu-
seio do veneno em pé e a limpeza da sala de cativeiro, sdo
fatores de exposicdo predisponentes ao desenvolvimento
desta sensibilizagéo.
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