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INDUCAO DE PANCREATITE
HEMORRAGICA AGUDA NO CAO POR VENENO
ESCORPIONICO DE T. SERRULATUS
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RESUMO: Doses subletais de veneno total de T. serrnlatus induzem no
pancreas do cio degeneragtes caracteristicas do desenvolvimento e implan-
tagiio da pancreatite hemorragica aguda. Estas degeneragdes variam desde
vacuolizacio das células acinares até aquelas caracteristicas da pancreatite
hemorriagica aguda: hemorragias, leucocitose, esteatonecrose, e degene-
ragoes vasculares e dos loébulos pancreaticos. Os resultados obtidos suge-
rem que para a instalacio da pancreatite aguda induzida pelo veneno
escorpionico nao hid necessidade de acentuada redugio dos grianulos de
zimogénio das células pancreiticas,

UNITERMOS: Pancreatite hemorriagica Aguda; Veneno Escorpidnico de
T. serrulatus; Histopatologia.

INTRODUGAO

Waterman, 1938 (23), e Bartholomew, 1970 (1), relataram a ocorréncia
de pancreatite aguda em acidentes humanos causados pelo escorpido T. trinitatis.
Resultados preliminares de nosso laboratorio mostraram que o veneno do escor-
pido T. serrulatus induz alteracOes patologicas no pancreas do cio que vio
desde degeneracoes vacuolares das células acinares pancredticas até aquelas
caracteristicas da pancreatite hemorragica aguda, (19).

O veneno de T. serrulatus induz a liberacdao de acetilcolina de varios tecidos
nervosos (8, 14, 3) e a liberacio de catecolaminas das terminacoes das fibras
pos-ganglionares simpaticas (6, 7, 22) e das adrenais, (15). A Tityustoxina,
substancia polipeptidica obtida por fracionamento do veneno total de T. serru-
latus, reproduz os efeitos do veneno total (13,8).

O veneno de T. serrulatus, por suas propriedades bioquimicas e farmaco-
logicas parece constituir-se em excelente ferramenta no estudo da etiopatogénia
da pancreatite. Além de induzir pancreatite sem manipulacio mecinica do pan-
creas, temos a possibilidade de testar se as alteragcOes patologicas pancreaticas
sdo devido a agdo do veneno ao nivel do sistema nervoso (através de mecanis-
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mos colinérgico ou adrenérgico ou ambos) ou através de mecanismo que niao
envolva, necessariamente, o sistema nervoso. Neste trabalho relatamos as alte-
racoes patologicas induzidas no pancreas do cao pelo veneno total de T. serrulatus.

MATERIAL E METODOS

55 ciaes adultos normais (10-15 Kg de peso corporeo) foram submetidos
a jejum de 24 horas antes dos experimentos. Em certos casos, o jejum conti-
nuou durante o transcorrer do experimento e em outros somente o jejum prévio
foi respeitado.

O veneno total de T. serrulatus foi obtido por extracdo elétrica e mantido
a 0°C em dessecador. Em todos os experimentos ele foi dissolvido em solugao
salina 0,9% e usado no mesmo dia. A inoculagdo do veneno sempre foi por via
venosa. Os animais controle eram injetados com salina. Todos os animais
foram sacrificados com éter etilico intravenoso.

A potencialidade do veneno usado é 500 microgramas, dose minima para
cobaia de 500 gramas. Cinco microgramas deste veneno causam salivacio e
outros sintomas de intoxicacdo caracteristicos da toxina 20 minutos apds suu
inoculacdo intraperitonial em camundongos de 20 gramas. Este teste também
permite avaliar a potencialidade do veneno (10).

Logo apos 4 morte do animal, o pancreas e demais Orgios eram retirados
e imediatamente fixados em Formol e Bouin. Pequenos fragmentos dos orgaos
foram incluidos em parafina e os cortes obtidos foram corados pelos métodos
da Hematoxilina, Eosina e Mallory-Masson.

RESULTADOS

a) Efeitos de doses letais de veneno

Oito caes foram inoculados com uma tnica dose de veneno (0,5-1,0 mg/Kg
p.c.). Estes animais apresentaram fortes sinais de intoxicacdo 10 minutos apos
a inoculacdo do veneno: salivacdo, lacrimacao, respiracao dificil, evacuagio, vo-
mito, sudorese, urina, tremores, ficando o animal totalmente prostrado. Os
animais morreram em menos de 6 horas apos a inoculacio do veneno.

Macroscopicamente, os 6rgaos nio apresentaram alteracoes notaveis, a nao
ser o intestino que, em muitos casos, apresentou-se com limen preenchido por
muco tinto de sangue.

A andlise histopatologica do pancreas mostrou degeneragées microvacuola-
res parenquimatosas dos elementos acinares e algumas pequenas hemorragias
nos septos interlobulares. Os acinos normais e os comprometidos com degene-
racoes vacuolares apresentaram-se carregados com granulos de zimogénio.

b) Efeitos de uma tnica dose subletal de venéno
Os resultados deste item estio resumidos na tabela 1.

Grupo 1 - A fim de verificar se o veneno, logo apds a sua inoculacdo indu-
zia alteracoes patologicas e a liberagdo de zimogénio das células acinares pan-
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creaticas, trés caes foram inoculados com uma dose subletal e sacrificados 1-3,5
horas apos a inoculacao.

Grupo 2 - Dezoito caes foram inoculados com uma dose subletal e sacrifi-
cados 24-48 horas apos a inoculacao.

Doses subletais de veneno induzem o aparecimento de sinais de intoxica-
cao 30 minutos apds a sua inoculacio, embora em intensidade menor do que
no caso das doses letais. Macroscopicamente, os Orgaos niao apresentaram alte-
racoes notaveis. Somente um animal do grupo 2 apresentou fortes sinais de into-
xicacao e lamen intestinal preenchido por muco tinto de sangue.

Os animais do grupo | apresentaram em varias regioes do pancreas aumento
da eosinofilia e diminuicao da basofilia citoplasmatica das células acinares. Os
acinos apresentaram-se carregados de zimogénio e 0s vasos sanguineos conges-
tionados e dilatados.

O grupo 2 apresentou: dois casos de Pancreatite Hemorragica Aguda (PHA),
quatro casos em que o quadro patologico sugere instalacao da PHA e nos de-
mais, somente pequenas hemorragias interlobulares foram notadas. Nestes dois
animais citados encontrou-se quadro tipico da PHA: necrose do tecido adiposo
e das dreas parenquimatosas, intensas hemorragias interlobulares e intralobula-
res. Completa o quadro exsudato redondo celular rico em polimorfonucleares,
trombose vascular, vasos sanguineos necrosados, ductos pancreaticos dilatados
com epitélio ulcerado e intensa hiperemia (Figs. 1, 2, 3 e 4).

Quadro patologico que sugere instalacao de PHA foi encontrado em trés
animais. Varias regioes do pancreas apresentaram intensas hemorragias perifé-
ricas e interlobulares. Nestas regioes apresentam acinos em necrose degenera-
¢oes em vasos sanguineos, inicio de leucocitose e intensa hiperemia (Fig. 5). E
interessante notar que em todos os animais do grupo 1 e 2, os dcinos pancrea-
ticos normais apresentaram-se carregados de zimogenio.

c¢) Efeitos de doses subletais cumulativas

Os resultados deste item estao resumidos na Tabela 2. A sintomatologia
externa e a analise macroscopica dos orgaos sao semelhantes aquelas ja descritas
para doses subletais (item b).

Grupo 1 - trés animais foram inoculados com 2 doses de veneno (interva-
los de 24 horas entre elas) e sacrificados oito dias apos a segunda dose.

Grupo 2 - trés animais foram inoculados com 3-5 doses de veneno (interva-
valo de 24 horas entre elas) e sacrificados 24 horas apos a ultima inoculagio.

Grupo 3 - trés animais foram submetidos a tratamento semelhante ao do
grupo 2 e sacrificados oito dias apds a tltima inoculacao.

Grupo 4 - Dois animais foram inoculados com duas doses de veneno (inter-
valo de 24 horas entre elas) e sacrificados 31 dias apos a segunda inoculacao.

Os animais destes grupos receberam alimentacao 24 horas apos a primeira
inoculacao.

Quadro patologico que sugere instalagdo de PHA foi encontrado em vérias
regioes do pancreas de um animal do grupo 2. Em um animal do grupo 4 o
pincreas apresentou varios processos inflamatorios caracterizados por fibrose e
calcificagdo. Estes processos ocupavam regioes correspondentes a um lobulo pan-
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3
Fig. 3 — Pancreas (Col. H. E. % 177,4). Observa-se vasodilatagio apresentando zonas de necrose da parede

vascular com edema e hemorragia intersticial.
Fie. 4 — Pancreas (Col. H.E. % 155). Pancreatite Hemorrigica Aguda. Foco de Esteatonecrose e Calcificagio

¢ leucocitose.
Fig. 5 — Pincreas (Col. H.E. % 249.5). Instalagio de Pancreatite Hemorrigica Aguda. Hemorragias inter-

lobulares e degeneracies nos dcinos pancreaticos.
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TABELA 1

EFEITOS DE UMA UNICA DOSE SUBLETAL DE VENENO DE
T. SERRULATUS SOBRE O PANCREAS DO CAO

Veneno

Grupo Néﬁcgﬂ mg/kg S‘i{‘i_ll{;{_';;dﬂ Histopatologia do péancreas
1 1 0,11 1 degeneracao citoplasmaética da CA*
1 1 0,06 3,5 degeneracao citoplasmatica da CA*
1 1 0,11 3:5 degeneracao citoplasmatica da CA*
2 1 0,05 24 PHA**
2 I 0,07 24 NORMAL
2 3 0,08 24 NORMAL
2 1 0,08 24 instalacio de PHA
2 2 0,09 24 NORMAL
2 1 0,1 24 NORMAL
2 1 0,07 48 NORMAL
2 1 0,08 48 NORMAL
2 2 0,12 48 NORMAL
2 1 0,13 48 instalacao de PHA
2 I 0,17 48 PHA**
2 1 0,19 48 instalacao de PHA
2 1 0,22 48 instalacao de PHA
2 1 0,25 48 NORMAL
*CA = Célula acinar

** PHA = Pancreatite Hemorrdgica Aguda

TABELA 2

EFEITOS DE DOSES SUBLETAIS DE VENENO DE T. SERRULATUS
SOBRE O PANCREAS DO CAO

Grino N.°de | Veneno | N.°de | Sacrificado Histopatologia
P caes mg/ ke doses (dias) * do pancreas
1 1 0,078 2 8 NORMAL
1 1 0,10 2 8 NORMAL
1 1 0,11 2 8 NORMAL
2 1 0,06 5 [ NORMAL
2 1 0,09 5 1 NORMAL
2 1 0,09 3 1 instalacio PHA**
3 1 0,07 ¥ 8 NORMAL
3 1 0,08 5 & NORMAL
3 1 0,13 3] 8 NORMAL
4 1 0,08 2 31 processos inflamatorios
4 1 0,11 2 31 NORMAL

* Periodo de tempo transcorrido apés a ultima dose de Veneno e o sacrificio do
animal
** PHA = Pancreatite Hemorrigica Aguda.




EﬁIfﬁl(]I]hDrL j-{:- E:- SII.I\'?EIRh F.':', J.F. ‘[!:.'I. S— I]"I.llll.f;:l(] (I.'I |l:.'|.]'lrr!":.|li1.l'. ]u‘mnrrﬁgirsl i!!'{l.l[]il Tih fiﬂ- POT WCICID
escorpionico de T. serrulatus. Mem. Inst. Bulantan, 40/41:1-9, 1976/77.

credtico. Nos demais animais nada foi notado de anormal. Em todos os casos
0s acinos pancreaticos normais apresentaram-se carregados de granulos de zimo-
génio.

DISCUSSAO

Doses subletais de veneno de T'. serrulatus induzem diminuicao da basofilia
perinuclear e aumento da eosinofilia citoplasmatica nas células acinares pancred-
ticas, logo apds a sua inoculacdo (1-3,5 horas). Doses letais do mesmo veneno
induzem degeneragoes vacuolares no citoplasma da celula acinar. Estas degene-
racoes provocadas pelo veneno escorpionico, também foram encontradas nas
etapas iniciais da instalacio de PHA induzida por Etionina (11, 12, 16, 17 ¢
18). A degeneracdo vacuolar induzida por Etionina na célula acinar pancreitica
tem sido interpretada como sendo degeneracoes das membranas do reticulo endo-
plasmatico (16, 17).

Em 339 dos animais inoculados com uma tnica dose subletal e sacrifi-
cados 24-48 horas depois, encontramos lesdes pancredticas severas: necrose lipo-
litica e protéica, intensas hemorragias interlobulares e intralobulares, leucoci-
tose, edema e degeneracoes nos vasos sanguineos. Neste grupo tivemos 2 casos
de PHA e 4 casos de instalacio de PHA. A Tabela 1 mostra que neste grupo
nao houve relaciao entre a concentragio de veneno usada e a lesio pancreitica
encontrada.

Em 11 animais inoculados com viarias doses subletais de veneno encontra-
mos somente um caso de instalacio de PHA. Em outro animal sacrificado 30
dias apos a ultima inoculacio encontramos abcessos inflamatorios caracteriza-
dos por fibrose e calcificacio, semelhantes aqueles encontrados no pancreas de
animais tratados com etionina (18) ou no pancreas de pacientes humanos, que
tiveram crises de pancreatite aguda (20). A Tabela 2 mostra que ndo existe
aparente correlacio entre o numero de doses de veneno e a incidéncia de lesoes
pancreaticas.

Lesoes pancreaticas notaveis foram encontradas em 27,5% dos animais
inoculados com uma ou mais doses subletais de veneno e sacrificados pelo menos
24 horas depois da ultima inoculagdo. Algumas hipoteses podem ser levanta-
das para tentar explicar a baixa incidéncia de lesoes pancredticas e a nido re-
lacdo entre dose e efeito: i.) Variacoes inerentes ao veneno e, ii.) Variagoes
inerentes aos individuos.

Utilizamos em nossos experimentos o veneno total de T. serrulatus obtido
por extracdo elétrica. Bucherl 1953, (4), demonstrou que LD-50 deste veneno
em camundongos varia com o lote de veneno testado. Diniz e Gongalves, 1960,
(9) demonstraram que escorpioes capturados em diferentes lugares de uma
mesma localidade podem apresentar diferencas na composicio quimica. Quando
cromatografado em coluna, o veneno escorpionico separa-se em 2 componentes
toxicos — Tityustoxina — 1 e 2 e 2 componentes sem atividade toxica (13,8).
Em nossos experimentos nido tinhamos meios de determinar a concentracdo de
cada um dos componentes do veneno escorpionico.

Os fatores sexo e idade sdo extremamente importantes no desencadeamento
da PHA em camundongos por Etionina (17, 18). A importancia destes fatores,
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talvez, esteja relacionada com o fato de que o nivel de inibidores das enzimas
pancredticas no soro aumenta com a idade do organismo e ¢ menor nas fémeas
do que nos machos (5, 21, 2). Além destes fatores devemos, também, levar
em conta uma possivel variacao de sensibilidade dos individuos em relacio
a0 veneno.

Apesar destas dificuldades, o veneno de T. serrulatus parece constituir-se
em excelente ferramenta no estudo da etiopatogénia da PHA, pois, pode-se indu-
zir lesOes pancreaticas sem manipulagao mecanica do orgao. A maioria dos mé-
todos de inducdo experimental de PHA consistem basicamente na injecio de
substancias (tripsina, bile, toxinas bacterianas, etc.) nos ductos pancreaticos
principais com pressoes que se supoem serem fisiologicas. Estes procedimentos
sao extremamente artificiais e os resultados por eles obtidos devem ser olhados
com reserva, no que diz respeito a etiologia da pancreatite.

Os nossos resultados mostram que um dos primeiros efeitos do veneno
escorpionico sobre o pincreas ¢ a inducdo de degeneragoes citoplasmiticas na
célula acinar. Nos animais mais sensiveis, talvez, estas degeneracOes possam
comprometer acinos inteiros, formando inicialmente focos necroticos localizados,
que depois podem se alastrar levando ao quadro tipico da PHA. Parece-nos que
para a instalacio de PHA induzida por este veneno nao hd necessidade de uma
acentuada reducio dos granulos de zimogénio das células acinares.

Agradecimentos: Ao sr. Eliseu B. de Oliveira pela excelente ajuda técnica prestada.

ABSTRACT: Sub-lethal dosis of total venom of T. serrnlafus induces
in pancreas of dogs, the characteristic histopathological lesions of the acute
hemorrhagic pancreatitis. This degeneration varies from small citopls-
matic vacuolizations of the acinar cells to intersticial edema, hemorrhage,
leukocytosis and steatonecrosis and vascular and pancreas lobules dege-
nerations and necrosis. From these results we can consider that the zimo-
genic granules reduction in pancreatic cells is not necessary for the
induction of the acute hemorrhagic pancreatitis.

UNITERMS: Acute hemorrhagic pancreatitis. Scorpion venoms Histo-
pathology.
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