Mem. Inst. Batantan

J7: 139-148, 1973

ESTUDOS SOBRE A FIXACAO ELETIVA E QUANTITATIVA DO
VENENO DE CROTALUS DURISSUS TERRIFICUS NOS TECIDOS
NERVOSO, RENAL, HEPATICO E MUSCULAR DE
MUS-MUSCULUS Linnaeus, 1758,

WALTER BANCHER *
RAYMUNDO ROLIM ROSA®*"
REYNALDO SCHWINDT FURLANETTO ***

RESUMO — 0Os autores demonstraram este veneno exerca complexa acio nes-
uma fixacao quantitativa do veneno de tas wvarias estruturas, durante o enve-
Crotalus durissus fﬁ?'i‘ifiﬂ"ﬂh‘ EE]]’J‘I‘E dife- nﬂnﬂmgntﬂ E:‘Rpﬂl'in'lﬂntﬂ.l.
rentes tecidos de Mus-musculus, em ter-
mos de DLS50 fixadas por grama de
tecido. Fixacoes quantitativas sobre os UNITEEMOS — Fixacao de wveneno
tecidos nervoso, hepatico, renal e mus- crotalico sobre tecides animais. Veneno
cular em ordem decrescente foram ob- crotalico. Veneno de Crotalus durissus
servadas meostrando gue provavelmente terrificus,

INTRODUCAO

O veneno de Crotalus durissus tervificus tem sido descrito como possuidor
de uma intensa acio hemolitica, neurotoxica e nefrotoxica. Sio numerosos os
trabalhos demonstrando comprometimentos na inducao do estimulo nervoso
provocados pelo envenenamento experimental, Houssay et al (1922) Houssay
& Hug (1928), Brazil (1954), Brazil et al (1966) Cheymol (1969 e 1971);
comprometimentos renais também tém sido descritos no decurso do envenena-
mento crotilico tanto experimental como em acidentes humanos. Amorim e
Mello (1854) Amorim et al (1951-1960 e 1969) Rodrigues Lima (1965), Ha-
dler & Brazil (1966); alteracoes da pressao arterial, Vellard & Huidobro (1941)
e Brazil (1954) entre outros. Entretanto nao encontramos dados na lteratura
sobre a aciao deste veneno no tecido hepitico, bem como nada encontramos;
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que pudesse demonstrar de forma quantitativa a agao eletiva deste veneno
sobre os tecides nervoso, renal, hepatico e muscular de camundongos. Tendo
em vista que as lesdes e acgoes até aqui descritas na literatura, nada informam
de quantitativo sobre a fixacio eletiva nos varios tecidos como parte de um
complexo da intoxicagio experimental pel> envenenamento crotilico, deci-
dimos, baseado nos moldes do trabalho classico de Wassermann & Takaki
(1898) determinar em varios tecidos isolados qual a quantidade absoluta de
veneno fixado. Relagoes de fixagoes qualitativas entre a toxina botulinica e o
tecido cerebral foi demonstrada por Kempner & Schepilewski (1898) enquanto
que Myers (1899) demonstrava uma relacao entre o veneno de Cobra e o
tecido supra-renal. Nos nossos trabalhos resolvemos estudar se realmente tam-
bém o veneno de Crotalus durissus terrificus se fixava de forma diferente nos
rarios tecidos estudados; em se confirmando a nossa suspeita, outros trabalhos
seguiriam procurando demonstrar por técnicas anatomopatologicas, associada
as técnicas de imunofluorescéncia, quais os diferentes sitios de fixacio deste
veneno nos diferentes tecidos.

MATERIAL E METODOS

Doze camundongos pesando entre 18 e 22 gramas eram mortos com
¢ter sulfurico e imediatamente ap6s eram removidos o encéfalo, o rim, o
figado e 0s musculos esqueléticos da regiao das patas posteriores; cada tecido
coletado era colocado em placa de Petri estéril e a seguir rigorosamente pesado.
Uma quantidade proxima de 5,0 gramas de cada tecido era em seguida tritu-
rada até ficar reduzida a um estado pastoso. Apos esse processo era adicio-
nado ao triturado obtido, uma quantidade variavel de veneno crotalico, crota-
mina positivo, equivalente a um determinado nimero de DL50 conforme a
experiéncia em causa. A DL 50 do veneno de Crotalus durissus terrificus®
era calculada pelo método de Reed Muench (1938) de acordo ccm Rolim Rosa
et al (1973). No presente trabalho a DL530 do veneno era de 3,64 pg.

O veneno era cuidadesamente misturado com o triturado de tecido e
levado a estufa a 37°C por 60 minutos com homogeiniza¢io do preparado a
ada 10 minutos. A seguir o material era centrifugado a 10.000 rpm durante
2 horas a 4°C para a separacio do sobrenadante. Este era convenientemente di-
Inido a fim de se determinar o ntimero de DL530 de veneno crotalico livre,
isto ¢, nao fixadas ao tecido.

Experiéncias-piloto mostraram-nos que trabalhando-se com tecido nervoso
em velocidades inferiores de centrifugacao, ndao ocorria o depdsito total das

P

* Hoge (1955) (1971) demonstra que as cascavéis encontradas no Brasil pertencem as

feguintes subespécies: Crotalus durissus terrvificus (Laurenti — 1768) — C. d. collilineatus
{Amaral 1926y — . d. cascavella (Wagler — 13824y — (. d. marajoensis (Hoge —
1360) e . d. ruraima (Hoge — 1965).

Segundo estas observacdes inferimos que, na realidade, os trabalhos nos quais consta
o0 nome Crotalus terrificus terrvificus deveriam referir-se a outras subespécies ou mais
provavelmente, & mistura dos venenos de . d. terrificus e . d. collilineatus (Belluomind,
1972 ).
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células do tecido, e, assim sendo a inoculacio do sobrenadante puro sem diluir,
por via venosa acarretava sempre a morte imediata do animal, seguramente
nio pela agio do veneno, comprovada pela auséncia total de sintomas de
envenenamento crotdlico. Tendo-se em vista o pouco volume com que tra-
balhavamos e a impossibilidade de filtracio em membranas Millipore, resol-
vemss, no caso de se utilizar tecido nervoso, inocular o sobrenadante puro por
via intraperitoneal. Nos demais casos, a inoculagio era sempre feita por via
venosa,

RESULTADOS

Ensaios relativos a fixacio quantitativa do veneno sobre o tecido encefalico.
¢a0 g

TABELA I

Ao tecido encefdlico recém obtido de camundongos de 18 a 22 g foram
adicionadas 20 DL50 de veneno por grama de tecido e a seguir o prepa-
rado foi incubado por 60 ninutos a 37°C. Centrifugado a 10.000 rpm, o
sobrenadante obtido foi convenientemente dilnido, tentando-se detectar a
guantidade de veneno livre inoculando-se em camundongos.

: _ DL50 Observacoes
dil. sb. V. inc e P——— :
ki 12h 24h 48h
=1 il 2 5,0 0/6 0/6 N/6
1:25 v 2,0 0/6 0/6 0/6
1:5 v 1,0 0/6 0/6 0/6
1:10 N 0.5 0/6 0/6 D/6
Observagoes: dil. sb. = diluigio do sobrenadante feita em solugao de
NaCl 0,85%.
v. inc. = via de inoculacdo: IP = intraperitoneal.
V = via venosa.
DL30 presum. = doses letais 50 presumivelmente pre-

sentes no sobrenadante inoculado, se
nao houvesse fixagio do veneno pelo te-
cido. O numerador indica o nimero de
animais mortes ¢ o denominador o ni-
mero de animais inoculades. O volume
inoculado foi sempre de 0.5 ml.

Ii’stas observacces sao validas para as demais tabelas.
Visto ter havido absorcao tstal de 20 DL50 por grama de tecido, decidimos
trabalhar nas mesmas condigdes descritas na Tabela I, com quantidades maio-

res de veneno por grama de tecido encelilico recém obtido. As tabelas de nu-
meros 11, III e IV mostram os resultados obtidos.
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TABELA 1II

Ao tecido encefdlico triturado foram adicionadas 75 DL50 de veneno por
grama de tecido, tudo no mais conforme a Tabela I.

dil. sb V. inc Al s i e,

e 1Z2h 24h 48h
151 IP 12,5 0/6 0/6 0/6
1:1,25 IP 10,0 0/6 0/6 0,6
1:2,5 Vv 0,0 0/6 D/6 /6
1:0 v 2,5 0/6 0/6 0/6

TABELA III

Ao tecido encefdlico recém obtido e triturado foram adicionadas 270 DLEO
de veneno por grama de tecido, tudo no mais conferme a Tabela I.

dil. sb. v. ine. B L B —— IDNREYRE S s by
bk 12h 24h 48h

1:1 P 45,0 3/6 6/6 -
1:2 v 22 5 0/6 0/6 0/6
1:3 V 15,0 0/6 0/6 D/6
1:4 A 11,25 0/6 0/6 0/6

TABELA 1V

Ao tecido encefdalico recém oblido foram adicionadas 360 DL50O de veneno
por grama de tecido, tudo no mais conforme a Tabela I.

dil. sb. v. inc. DS v akliaa A tR et bl

Al 12h 24h 48h
1:1 P 60,0 4/6 6/6
1:1.29 IP 48.0 3/6 6/6 —_—
1:25 v 24 0/6 2/6 2/6
1:5 v 12.0 0/6 0/6 0/6

Pelos resultados expostos nas Tabelas I, 11, III e IV pode-se verificar que
nas nossas condi¢oes experimentais o encéfalo do camundongo ¢ capaz de
fixar cerca de 24 DL30 de veneno de Crotalus durissus terrificus por grama de
tecido.

Ensaios sobre a fixacao guantitativa do veneno sobre o tecido renal.

Conforme visto nos ensaios realizados com o encéfalo, foram também
necessarias varias tentativas com ntmeros varidve's de DL530 adicionadas a
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cada grama de tecido renal a fim de se poder avaliar a sua capacidade de
tixacio do veneno. Acreditando que seria ftastidioso repetir todos os protocolos
preliminares, somente apresentaremos aqui a Tabela que nos forneceu o resul-
tado deseiado, isto é, aquela que permitiu a avaliagio procurada,

TABELA V

A 50 g de tecido renal recém obtidos de camundongos de 18 a 22 g
foram adicionadas 360 DL50 de veneno por grama de tecido e tudo no
mals conforme a Tabela I.

dil. sb. v. inc. DL50 kil —
PLEAUTE, 12h 24h 48h

1:2,5 v 24,0 4/6 6/6 =
1:5 v 12,0 4/6 5/6 5/6
1:10 v 6,0 0/6 3/6 3/6
1:20 v 3.0 0/6 1/6 1/6
1:30 A 2.0 0/6 0/6 0/6

Pelos resultados expostos na Tabela V pode-se verificar que nas nossas
condigbes experimentais o rim do camundongo ¢é capaz de fixar cerca de 6 DL5)
de veneno de Crotalus durissus terrificus, por grama -de tecido.

Ensaios sobre a fixacao quantitativa do veneno sobre o tecido muscular,
Pelas mesmas razoes expostas no ensaio anterior, apresentamos aqui so-
mente a tabela experimental que permitiu avaliar a fixagao do veneno pelo te-
cido muscular.
TABELA VI
A 5.0 g de tecido muscular recém obtido de camundongos de 18 a 22 0

foram adicionadas 360 DL50 de veneno por grama de tecido e tudo no
mais conforme a Tabela I.

dil. sh. v. inc. LLalm ——-—--iﬁﬁjlwaqﬂés —
L 12h 24h 48h

1:2,5 \'4 24,0 6/6 i —

1:5 v 12,0 6/6 = e

1:10 v 6.0 5/6 6/6 =

1,20 v 3,0 1/6 0/ 6 5/6

1:30 v 2.0 0/6 3/6 3/6

Pelos resultados expostos na Tabela VI pode-se verificar (que, nas nos;as
condigoes experimentais, o tecido muscular de camundongo ¢ capaz de fixar
ao redor de 2 DL50 de veneno de Crotalus durissus terrificus, por grama de
tecido. P
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Ensaios sobre a tixacao quantitativa do veneno sobre o tecido hvpﬁti-:u.

Pelas mesmas razdes expostas no ensaio sobre a fixacio quantitativa do
veneno sobre o tecido renal apresentamos aqui somente a tabela experimental
que permitiu avaliar a fixacdo do veneno pelo tecido hepitico.

TABELA VII

A 5,0 g de tecido hepdtico recém oblido de camundongos de 18 a 22 g
foram adicionadas 270 DL5N de veneno por grama de tecido e tudo no
mais conforme a Tabela I.

dil. sb. V. inc. DLS0 it nirai ??TTG?EH_— .
PREE . 12h 24h 48h

1kl vV 450 6/6 :
1:2 v 22.5 5/6 6/6 —
1:3 Vv 15,0 1/6 1/6 4/6
1:4 Vv 11,25 0/6 0/6 0/6

Verifica-se aqui que nas nossas condi¢coes experimentais, o tecido hepitico
de camundongo ¢ capaz de fixar ao redor de 15 DL50 de veneno de Crotalus

durissus terrificus, por grama de tecido.
Entendemos ser conveniente apresentar a Tabela VIII reuninds os resul-

tados dos varios ensaios relativos a fixacio eletiva quantitativa do veneno de

L
Crotalus durissus terrificus sobre os diferentes tecidos por nés experimentados.
TABELA VIII

Comparacdo entre a fivacdo guantitativa do veneno sobre os tecidos
nervoso, renal, hepdtico e muscular de camundongos.

Numero de DL5) fixadas aproximadamente por

Tecido grama de tecido

Nnervoso 24

renal 6

hepatico 15

muscular 2
DISCUSSAO

Parece ser esta a primeira vez que se demonstra tluuntihltiv:un[‘nt[r haver
fixagdo do veneno crotilico em varios tecidos do camundongo. Em toda a li-
teratura consultada sio descritas lesoes anatomopatologicas sobretudo no te-
cido renal; nao conhecemos ainda descrigoes anatomopatolégicas de lesces do
tecido nervoso que evidentemente devem existir face a sintomatologia do en.
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venenamento (Rosenfeld 1969 e 1971) e face a observagio da Tabela VIIL.
Esta tabela mostra uma maior afinidade do veneno para o tecido nervoso do
que pelo tecido renal; tal resultado nao se cantrapde aos trabalhos de Amorim
& Mello (1954) e Amorim et al. (1951-1960 e 1969) visto que estes autores
encontraram em casos humanos e experimentais, lesdes renais, atribuindo a
ocorréncia da morte como uma conseqiiéncia de sindrome do nefron inter-
mediario. Face aos nossos resultados, podemos nesta aliura dos nossos conheci-
mentos, pressupor que as lesoes do encéfalo devam contribuir também de
modo preponderante no evento mortal.

Segundo Cheymol et al. (1969), a acio do veneno contendo crotamina
sobre a tibra muscular, pr'ndu?indﬂ sua contragio, seria devida a uma despo-
larizagdo direta. Este efeito ¢ taquitilatico. O veneno sem crotamina produ-
durissus terrificus, por via venosa, em camundongos (Mus- mu.s.';ufus) de 18
ziria um blogueio neuromuscular induzindo lentamente a uma ac¢ao irreversi-
vel. Este efeito seria devido principalmente a acao direta a fibra muscular
e também, quando sac usadas grandes doses de veneno, a um bloqueio dos
receptores especificos da membrana post-sinaptica.

Cheymol et al. (1971), trabalhando com camundongos, galinhas e ratos,
verificaram que o veneno “in natura” ¢ mais toxico que a crotamina pro-
duzindo contracoes tipicas e uma paralisia no camundongo e, somente paralisia
em E,a]m]mm A crotamina induz a contragdes no Eﬂmunduné}n mas nao 1::-1Dd 1Z
efeitos em galinhas. Em preparagoes neuro musculares em galinhas “in situ” o
veneno “in natura” leva lentamente a uma paralisia irreversivel. A crotamina,
nas mesmas condigoes, nao leva nem a paralisia nem a contragio. Nos ratos,
em preparagoes neuromusculares “in situ”, o veneno “in natura® e a crotamina
mostraram efeitos semelhantes. Contragoes eram conseguidas com altas doses,
geralmente seguidas por uma paralisia reversivel da fibra muscular. No rato, a
acio da crotamina situar-se-ia 20 nivel da membrana da fibra muscular. Uma
mudanca na permeabilidade dos fons Ca ou Na provocariam contragoes. Estas
contracoes induziriam a um efluxo do ion K responsavel pela segunda fase da
acao crotaminica.

Nossos resultados obtidos com tecido muscular nao nos permitem afirmar,
pela pequena fixagao eletiva encontrada nesse tecido, se tal fixacio se deve
realmente ao tecido muscular ou a sua inervagio, que nio foi por nés removida.

Nio encontramos dados na literatura sobre a acio do veneno crotilico no
tecido hepatico. Os resultados das Tabelas VII e VIII nos permite supor que
deva haver grande comprometimento hepatico no envenenamento crotilico,
talvez até mesmo maior do que aqueles observados no parénquima renal.

Trabalho de Bancher (1972) mostra ser possivel, detectar por técnicas de
imunocfluorescéncia zonas de fixacio eletiva do veneno crotilico no encéfalo
e no parénquima renal.

Resultados ainda nao publicados e obtidos por Bancher, Rolim Rosa e
Furlanetto (1972), apos inoculacoes de doses elevadas de veneno de Crotalus
a 22 g, que provocam a morte do animal em menos de quatro horas, com sin-
tomatologia do envenenamento, revelaram, através de técnicas de imunofluo-
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rescéncia, zonas de fixacao do veneno em diferentes areas do encéfalo e au-
séncia de zonas de fluorescéncia no paréngquima renal. Este fato experimental
sugere a hipotese de que o veneno, na dependéncia da dose inoculada, exerca
uma acio neurotoxica muito intensa e que, por si s, seria capaz de levar o
animal a morte, independentemente de qualquer lesao renal.

Atualmente prosseguimos na mesma linha de pesquisa procurando evi-
denciar pelas técnicas anatomopatologicas e de imunofluorescéncia quais o3
diferentes sitios de fixagio do veneno nos varios tecidos aqui estudados.

CONCLUSOES

Considerando-se os resultados obtidos nas condigoes de nosso trabalho,
acreditamos ser licito concluir que:

1. O tecido nervoso do camundongo (Mus-musculus) tem elevada ca-
pacidade de fixar o veneno de Crotalus durissus terrificus, crotamino
positivo, ao redor de 24 DL50 por grama de tecido.

Lo

A fixa¢ao daquele veneno pelo tecido renal é em termos de DI
50 cerca de quatro vezes menor daquela apresentada pelo tecido
nervoso.

3.. O tecido hepatico revelou-se capaz de fixar mais veneno do que o
tecido renal, isto é, cerca de 15 DL50 por grama de tecido.

4. Parece que o tecido muscular lmdc fixar relativamente pequenas quan-
tidades de veneno.

SUMMARY — The authors showed a
quantitative fixation of Crotalus duris-
sus terrificus venom on different tissuesg
of Mus-musculus by establishing the
quantity of LD50 fixed by each gram of
tissue.

Quantitative fixations were observed
on nervous, hepatic, renal, and mus-

cular tissues in decreasing order show-
ing a probable complex action of
this venom on these various structures
during the experimental poisoning,

UNITERMS — Fixation of Crotalus ve-
nom on animals’' tissues. Crotalus ve-
nonm. Crotclus durissus terrificus venom,
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