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Crotalus poisoning was experimentally reproduced by subcutaneous inoculation of
Crotalus durissus terrificus (South American rattlesnake) venom into 10 clinically healthy
mixed bred 12 to 36-month-old cattle, weighing 125 to 449 kg. Two animals were used as
controls. The animal that received a dose of 0.03mg/kg body weight died 7h40min after
inoculation. A 0.015mg/kg dose provoked death in 4 out of 7 young oxen. Two animals
given 0.0075mg/kg became slightly sick and recovered. Onset of symptoms occurred
from 1h30min to 13h45min after inoculation. The clinical course varied from 5h25min to
45h for animals that died, and from 33h15min to 17 days for animals that recovered. The
main nervous signs observed were diminished response to external stimuli, hypotonic
reflexes, dragging of the hooves, apathy, difficulties in moving around obstacles, ocular
globe paralysis, lateral and sternal decubitus, and tongue paralysis. Adipsia and sometimes
petechiae in the conjunctival and vaginal mucosa were observed. A slight to moderate
increase in bleeding time was noted in 6 animals, and a moderate increase in partial
thromboplastin time was found in 7 others. Moderate leukocytosis with neutrophilia, relative
lymphopenia, eosinopenia, and monocytosis was found. There was a significant increase
in creatine kinase serum levels of a ten-fold order. No significant alterations were revealed
by urinalysis. Necropsy revealed minimal edema at the inoculation site, few petechiae
and equimoses in the epicardium, omentum, biliary vesicle and bladder mucosa of some
animals. Histopathological examination revealed necrosis (hyalinization) of groups or
isolated myocytes in different muscles examined, both near and far from the inoculation
site, in all animals. The diagnosis of Crotalus poisoning and its differentiation from diseases
causing paralysis and muscular necrosis in cattle in Brazil are discussed.

INDEX TERMS: Poisoning, Crotalus durissus terrificus, cattle, snake bite.

RESUMO.- Reproduziu-se experimentalmente o envene-
namento crotélico, através da inoculacéo, por via subcu-
t&nea, do veneno de Crotalus durissus terrificus (casca-
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vel sul-americana) em dez bovinos mesticos. Dois ani-
mais foram utilizados como controle. O bovino que rece-
beu dose de 0,03mg/kg de peso corporal, morreu 7h40min
apos a inoculagao. A dose de 0,015mg/kg causou a mor-
te em quatro de sete bovinos inoculados, enquanto os
dois animais que receberam 0,0075mg/kg adoeceram dis-
cretamente e se recuperaram. Os sintomas tiveram inicio
entre 1Th30min e 13h45min apds a inoculagdo. A evolu-
¢cao oscilou entre 5h25min e 45h para os animais que
morreram e entre 33h15min e 17 dias entre os animais
que se recuperaram. Os principais sinais nervosos ob-
servados foram diminuicdo da resposta aos estimulos
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externos, reflexos hipotdnicos, arrastar dos cascos no solo,
aparente apatia, paralisia do globo ocular e da lingua,
decubito esternal e lateral. Verificaram-se também adipsia
e, por vezes, petéquias nas mucosas vaginal e conjuntival.
Houve discreto a moderado aumento do tempo de san-
gramento e moderado aumento do tempo de tromboplas-
tina parcial ativada. Houve moderada leucocitose com
neutrofilia, linfopenia relativa, eosinopenia, monocitose e
discreto aumento do nimero de bastdes. Foi evidenciado
significativo aumento dos niveis séricos de creatinaqui-
nase, contudo, nao foram observadas alteragoes signifi-
cativas através da urindlise. A necropsia constataram-se
edema quase imperceptivel no local da inoculagao, dis-
cretas petéquias e sufusdes no epicardio, omento, vesi-
cula biliar e mucosa da bexiga em alguns dos animais
envenenados experimentalmente. Os exames histopato-
I6gicos revelaram necrose (hialinizacao) de grupos de
midcitos ou em midcitos isolados em dez diferentes mus-
culos esqueléticos examinados, préoximos ou distantes do
local de inoculagdo em todos os animais necropsiados.
Conclui-se que o envenenamento por Crotalus Sul-ame-
ricanas em bovinos ndo cursa com mioglobinuria e que o
quadro marcado de paralisia flacida mimetiza o observa-
do no botulismo. Adicionalmente foram feitas observagtes
sobre o diagndstico do envenenamento crotalico e sua
diferenciacdo com enfermidades que cursam com parali-
sia e necrose muscular em bovinos do Brasil.

TERMOS DE INDEXAQAO: Envenenamento, Crotalus durissus
terrificus, bovino, acidente ofidico.

INTRODUCAO

Segundo alguns autores, os acidentes ofidicos seriam
muito freqUentes e determinariam pesadas perdas eco-
ndmicas aos pecuaristas no Brasil. Fazendeiros, vaquei-
ros e também veterinarios de campo, de uma maneira
geral, acreditam que as picadas-de-cobra constituem uma
causa muito freqlente de morte de animais de fazenda
mas, segundo Pacheco & Carneiro (1932), o homem do
campo tem uma tendéncia inata e equivocada a atribuir a
intoxicacao por plantas e aos envenenamentos ofidicos,
a maioria das “mortes subitas” em bovinos.

Em levantamento recente, Tokarnia & Peixoto (2006)
questionaram essa pretensa importancia que os envene-
namentos ofidicos teriam como causa de morte de bovi-
Nnos no pais.

A espécie Crotalus durissus terrificus habita os cerra-
dos do Brasil central, as regides aridas e semi-aridas do
Nordeste, os campos e areas abertas no Sul, Sudeste e
Norte (Melgarejo 2003). Na Regido Sudeste vem sendo
apontada como invasora em municipios da regiao sul do
Estado do Rio de Janeiro, dada a sua consideravel capa-
cidade de adaptacao e dispersao; esse fendmeno deve-
se ao intenso desmatamento para a implantacdo de pas-
tagens (Bastos et al.2005).

Contudo, ndo ha relatos cientificos de casos naturais
de acidentes por Crotalus em bovinos no Brasil. Quase
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tudo que se sabe sobre a acdo do veneno de serpentes
desse género e sobre o correspondente quadro clinico-
patologico do envenenamento crotalico em bovinos, se
baseia na experimentacéo (Araujo et al. 1963, Belluomini
et al. 1982, Lago 1996, Bicudo 1999, Tokarnia & Peixoto
2006).

Em bovinos envenenados pela peconha das Crotalus
sul-americanas ha, de acordo com esses autores, ausén-
cia de necrose aparente no local da inoculacao, dificulda-
de de locomocao, andar cambaleante e incoordenagéo
motora, além de decubito esternal e abdominal lateral de
6-48 horas acompanhados de fendmenos subjetivos de
dor, parestesia local, torpor, obnubilagdo, imobilidade do
globo ocular com reflexos palpebrais normais, apatia, le-
targia profunda, mioclonias, diminuicao do tdnus muscu-
lar, diminuicao de reflexos superficiais, incoordenacao
motora, auséncia de hemoglobinuria, micgdes normais,
sialorréia, anorexia, adipsia, timpanismo, dificuldade de
eructacao por decubito, hipotonia ruminal, perda de sen-
sibilidade a dor “profunda”, paralisia flacida, dispnéia pela
dificuldade de contracdo dos musculos da respiracéo e
morte. Belluomini et al. (1982) observaram ainda, quando
se rotaciona a cabec¢a do animal na direcéo latero-cau-
dal, que a esclera ndo fica exposta, ou fica apenas parci-
almente exposta, porque ha paralisia dos musculos res-
ponsaveis pela movimentagcéao do globo ocular.

A necropsia de 16 bovinos inoculados experimental-
mente com 0,05mg/kg de veneno de C. durissus terrificus,
dos quais 12 foram submetidos a soroterapia, revelou al-
teragbes congestivo-hemorragicas em todos os 6érgaos
(Saliba et al. 1983). Ao exame microscépico haveria
necrose hialina nas paredes das arteriolas, miocardio e
no figado. Nos rins ocorreriam altera¢cdes proeminentes,
desde degeneracao hidrdpica até necrose tubular com o
aparecimento de cilindros hialinos e albumina no espaco
intra-capsular (Saliba et al. 1983). Bovinos submetidos
ao envenenamento na dose de 0,03mg/kg apresentaram
pequeno edema transitério foi observado no local da ino-
culacdo, moderado aumento do tempo de coagulagao
sanguinea, leucocitose, hipofibrinogenemia e aumento da
concentracao sérica de uréia em 23% e de creatinaquina-
se em 66%. As alteracdes anatomo-histoldgicas consisti-
ram em leves hemorragias nos pulmdes, intestinos, mus-
culos, e em maior intensidade, no coracdo enquanto nos
musculos esquelético e cardiaco havia degeneragéo
hialina, vacuolos e infiltrados celulares (Lago 1996).

Esse estudo objetiva aprofundar o conhecimento so-
bre a natureza do envenenamento crotalico em bovinos,
no intuito de melhor caracteriza-lo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado entre maio de 2003 e janeiro de
2005 nas instalag6es do Projeto Sanidade Animal do Convénio
Embrapa//UFRRJ e submetido a Comisséo de Etica do Curso
de Pds-Graduagdao em Ciéncias Veterinarias da UFRRJ.
Foram utilizados 12 bovinos mesticos, clinicamente sadios,
sendo 5 fémeas e 7 machos, com peso variando entre os 125 e



Aspectos clinicos e patolégicos do envenenamento crotélico experimental em bovinos 263

Quadro 1. Envenenamento crotalico experimental em bovinos. Principais dados sobre o delineamento experimental e

desfecho
Animal Peso Sexo Dose Data e hora da Tempo apésa  Tempo de Desfecho
(Registro)2 inoculacao em inoculagao evolugcéo
que se perce-
beu o inicio
dos sintomas
Bovino 1 205kg Macho 0,03 mg/kg 04.11.0314h40min 2 horas e 5 horas e Morte
(5701) 15 minutos 25 minutos
Bovino 2 147 kg  Macho 0,015 mg/kg 10.02.0412h15min 3 horas e 12 horas e Morte
(5565) 15 minutos 30 minutos
Bovino3 350kg Fémea 0,015 mg/kg 15.04.0415h14min 3 horas e 17 dias Adoeceu gravemente, recupe-
(5703) 35 minutos rou-se e foi sacrificado
Bovino4  449kg Fémea 0,0075 mg/kg 15.04.0415h54min 7 horas e 35 horas e Adoeceu discretamente, recu-
(5704) 56 minutos 4 minutos perou-se e foi sacrificado
Bovino 5 389kg Fémea 0,0075 mg/kg 15.04.0416h15min 13 horas e 33 horas e Adoeceu discretamente, recu-
(5705) 45 minutos 15 minutos perou-se e foi sacrificado
Bovino 6 257 kg  Macho 0,015 mg/kg 15.06.0411h48min 2 horas e 11 horas e Morte
(5706) 15 minutos 54 minutos
Bovino 7 253 kg  Macho 0,015 mg/kg 15.06.0411h51min 1 horae 44 horas e Morte
(5707) 30 minutos 59 minutos
Bovino 8 125 kg  Macho 0,015 mg/kg 18.01.0500h30min 3 horas e 63 horas e Adoeceu discretamente,
(5708) 15 minutos 55 minutos recuperou-se
Bovino9 137,5kg Fémea 0,015 mg/kg 18.01.0500h38min 2 horas e 15 horas e Morte
(5709) 29 minutos 54 minutos
Bovino 10 127 kg  Macho 0,015 mg/kg 18.01.0500h43min 1 hora e 68 horas e Adoeceu gravemente,
(5710) 30 minutos 25 minutos recuperou-se
Bovino 11 167 kg Fémea 0,2 ml solugéo salina 18.01.05 - - Sem sintomas
(5564)
Bovino12 187 kg Macho 0,2 ml solugéo salina 18.01.05 - - Sem sintomas
(5712)

2 Numero de registro do Grupo de Pesquisa.

449 kg e idade entre 12 e 36 meses (Quadro 1). A inoculagéo
do veneno, diluido em solucgéo fisioldgica a 10mg por ml, foi
feita no tergo superior da regido glutea, por via subcuténea; a
agulha era protegida por um dispositivo plastico que garantia a
inoculagcao na profundidade de 6mm (modificagdo da técnica
utilizada por Belluomoni 1972). Foram realizados exames
clinicos gerais e neuroldgicos a cada duas horas até a morte
ou a recuperagao do animal, além de coletas de sangue dos
animais imediatamente antes e depois de 6, 12, 24 e 48 horas
apos a inoculagao.

As coletas de urina foram realizadas por micgéo espontanea
durante o exame clinico e por puncgao vesical durante a
necropsia.

Quatro dos seis animais que nao vieram a 6bito foram euta-
nasiados com thiopental sédico por via intra-venosa na dose de
20mg/kg. Todos os bovinos foram necropsiados imediatamente
apods a morte ou eutanasia. Foram coletados fragmentos de figa-
do, vesicula biliar, rins, bago, tecido subcutaneo e pele do local
da inoculagéo e &rea contra-lateral, linfonodos submandibulares,
parotideos, retrofaringeos, pré-escapulares, mediastinicos, me-
sentéricos, inguinais e popliteos além de glandulas salivares,
pancreas, adrenal, bexiga, intestinos delgado e grosso, rimen,
reticulo, omaso, abomaso, pulmdes, coracdo, testiculo ou ova-
rio, encéfalo, medula, jungéo costocondral, tiredide, hipdfise, globo
ocular, além dos seguintes musculos estriados: masseter, lin-
gua, cervical, longissimo dorsal, diafragma, intercostal, biceps,
psoas, semitendinaceo e semimembranaceo do membro inocu-
lado e contra-laterais. Os fragmentos foram colhidos e fixados
em formalina 15%, para exames histoldgicos.

Apos a fixagdo em formalina a 15%, os fragmentos, proces-

sados manualmente, foram desidratados em alcool absoluto,
tratados com xilol, embebidos e incluidos em parafina, corta-
dos na espessura 5 micrébmetros e corados pela Hematoxilina
e Eosina (HE), para serem posteriormente analisados em mi-
croscopio optico.

RESULTADOS

Dose letal e evolugcao

Nos animais que receberem doses potencialmente le-
tais (0,03 e 0,015mg/kg), as primeiras alteracdes de com-
portamento foram evidenciadas a partir de uma hora e 30
minutos apods a inoculagao. Os dois bovinos que recebe-
ram as menores doses (0,0075mg/kg), apresentaram qua-
dro discreto de diminuicdo da resposta aos estimulos e
reflexos hipotdnicos evidenciados a partir das 7 horas 56
minutos e 13 horas 45 minutos pds-inoculacdo que desa-
pareceu aos poucos, respectivamente, com 33 horas 15
minutos e 35 horas 4 minutos.

O bovino que recebeu a dose de 0,03mg/kg apresen-
tou evolucgéo clinica muito rapida (5 horas 25 minutos). A
dose de 0,015mg/kg foi, dentre as que causaram o6bito, a
que levou a uma evolugdo mais longa e possibilitou me-
Ihor observagédo dos achados clinicos, de necropsia e
laboratoriais, porém s6 causou a morte de quatro dos sete
animais inoculados. Os bovinos que receberam esta dose
€ morreram, apresentaram uma evolugao minima de 11
horas 54 minutos e maxima, de 44 horas 59 minutos. O
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periodo minimo de evolugdo dentre os animais que se
recuperaram apos receber a mesma dose, foi de 64 ho-
ras e no maximo, de 17 dias.

A dose de 0,0075mg/kg nao provocou a morte, mas
0s animais inoculados apresentaram discretas alteracdes
tanto no comportamento, como nos exames de patologia
clinica. Nesses animais, o tempo de evolugéo foi obser-
vado até a remissao dos sintomas, a qual ocorreu entre
33 e 35 horas apds inicio do quadro clinico. (Quadro 1)

Quadro clinico geral

Em todos os animais foi observada adipsia apés o ini-
cio dos sintomas, porém o apetite era mantido, enquanto
0s movimentos de apreensdo e mastiga¢do ainda nao
estavam comprometidos. Apds a paralisia dos musculos
da face, alguns animais demonstravam interesse pelo ali-
mento mesmo diante da incapacidade em apreendé-los.
As mensuragdes da temperatura, freqiiéncias cardiaca e
respiratoria se mantiveram dentro dos parametros fisiolo-
gicos durante toda a evolucao clinica. Todos 0s animais
apresentaram ausculta cardiaca normal, mesmo na fase
final da evolugéo clinica. A ausculta respiratéria, verifi-
cou-se dispnéia mista, a medida que o quadro se agrava-
va, porém sem alteracdo da frequéncia.

No exame das mucosas, os Bovinos 2 e 3 apresenta-
ram algumas petéquias, respectivamente, nas mucosas
conjuntival e vaginal, que desapareceram no Bovino 3,
com cinco dias apds a inoculacdo. Apds o decubito, a
compressao abdominal gerava uma condicao desconfor-
tavel para os animais que, além de apresentarem timpa-
nismo secundario, intensificava a dispnéia mista.

Quadro neurolégico

A primeira alteracao observada era o arrastar das pin-
cas seguido pela discreta diminui¢céo da resposta aos esti-
mulos externos, que se evidenciava pela redugéo do raio
de aproximacao e a permissao do contato manual. Na fase

Fig.1. Diminuicao do tdbnus muscular, caracterizado no teste de
apoio somente com os membros posteriores na “prova de
suspensao dos membros posteriores”, no envenenado com
a toxina de Crotalus durissus terrificus (Bovino 10).
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seguinte foi observada diminuicao gradual do ténus mus-
cular, caracterizada pela dificuldade em transpor obstacu-
los ou no teste de apoio s6 com os membros toracicos
“prova de suspenséo dos membros posteriores” ou ainda,
durante a contencdo dos animais (Fig.1). Neste periodo
era notada progressiva hipotonia nos musculos da cabe-
¢a, alguns animais com discreta exposicao da ponta da
lingua entre os labios e sialorréia. Com o agravamento da
hipotonia muscular, os animais se colocavam em decubito
esternal e ndo conseguiam se levantar, mesmo quando
estimulados, mas alguns ainda sustentavam a cabeca e o
pescoco. A resposta a avaliagao de sensibilidade cutanea

Fig.2. Paralisia do globo ocular quando se rotacionava a cabe-
c¢a na direcao latero-caudal através da verificacao da expo-
sicao parcial da esclera (Bovino 10).

Fig.3. Acentuada diminuicao do ténus da lingua, o que facilita-
va sua exteriorizagao ou dificultava seu recolhimento, além
do tempo de sangramento consideravelmente aumentado
(Bovino 2).
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diminuiu a medida que se testavam regides mais caudais
do corpo. Foi observada paralisia do globo ocular quando
se rotacionava a cabeca na diregao latero-caudal através
da verificacao da exposi¢ao parcial da esclera nos animais
que receberam doses potencialmente letais de 0,03 e
0,015mg/kg (Fig.2). Este achado clinico permaneceu du-
rante toda a evolucao clinica até a morte ou por até trés
dias apds inicio da recuperacao. Pouco depois, ou
concomitantemente, os animais apoiavam a cabeca no chao
e seguia-se o decubito lateral. Discreta mioclonia foi ob-
servada em apenas dois animais. Dos oito animais cujo
quadro evoluiu até o decubito lateral, seis apresentavam
acentuada diminui¢éo do ténus da lingua, o que facilitava
sua exteriorizagéo ou dificultava seu recolhimento (Fig.3).
Com o subsequiente agravamento do caso havia intensa
sialorréia, movimentos de pedalagem, protuséo do esfincter
anal, acentuada paralisia dos musculos da face, episodios
de vocalizagdo e morte. As principais alteragdes neurolo-
gicas encontradas e sua cronologia estdo apresentadas
no Quadro 2.

Patologia clinica

Na avaliagdo do eritrograma verificou-se apenas discreta
hemoconcentacéo. As plaquetas e os reticulécitos também
mantiveram-se dentro dos parametros fisiologicos da espécie
bovina. Com relacéo as proteinas séricas totais houve discreta
elevagao nos Bovinos 4 e 5. O leucograma evidenciou um
moderado aumento da leucometria global em nove dos dez
bovinos submetidos a inoculagao com veneno crotalico, carac-
terizado por neutrofilia, linfopenia relativa, eosinopenia e
monocitose. Foi verificado um discreto aumento do nimero de
bastdes. Na mensuracdo dos parametros bioquimicos séricos
dos animais, o0 Bovino 1, que recebeu a maior dose de veneno
crotélico, apresentou um acentuado aumento da concentracéo
de dlicose plasmatica, seis horas apds a inoculagéo (241,4mg/
dl). Passadas 12 horas da inoculagao, foi observada acentua-
da elevagao também no Bovino 9 (365,8mg/dl de glicose
plasmatica). Nos demais, 0 aumento da glicemia foi discreto,
com excecao do Bovino 2. Todos os animais inoculados apre-
sentaram discreto aumento dos niveis de uréia que variou en-
tre 12,1 e 20,5mg/dl no tempo zero e apresentaram valores
maximos que variaram entre 36,5 e 39,4mg/dl no decorrer do
experimento. Em um dos animais-controle (Bovino 11) tam-
bém houve aumento da uréia de 14,7 para 31,5mg/d|, seis ho-
ras apos a inoculagao. Os niveis de creatinina estavam discre-
tamente elevados nos Bovinos 3, 4 e 5. A enzima aspartatoa-
minotransferase excedeu moderadamente os valores normais
durante o experimento nos Bovinos 2, 6 e 7. A alanina amino-
transferase ultrapassou os limites normais nos Bovinos 2, 8 e
10. A creatinaquinase aumentou significativamente em todos
0s dez animais inoculados.

O tempo de sangramento observado no tempo zero
variou de 2 a 4 minutos 30 segundos, enquanto 6 horas
apos inoculacdo esse tempo foi no minimo 2 minutos e,
no maximo, 8 minutos. Doze horas apds a inoculagéo, o
sangramento cessou entre 2 e 7 minutos e, com 24 horas
apos, entre 3 e 19 minutos. Quarenta e oito horas apés a

Quadro 2. Envenenamento crotdlico experimental em bovinos. Aspectos clinicos relativos ao sistema nervoso?
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inoculagéo, o tempo de sangramento oscilou entre 3 e 27
minutos (Fig.3). Durante a coleta de sangue para obten-
¢ao de soro foi evidente, apds 24 horas de inoculagao,
houve dificuldade em se obter o coagulo.

Observou-se uma discreta diminuicado dos niveis de
fibrinogénio plasmatico nos Bovinos 2, 3, 7, 8 e 10, en-
quanto no tempo de ativacdo da protrombina (TAP) nao
houve variagdes dignas de nota.

Havia moderado aumento do tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPA), a partir de 6 horas apds a inocula-
cao nos Bovinos 1, 3, 4, 5, 6 e 7. No Bovino 10, o TTPA
aumentou discretamente, 48 horas pds-inoculacdo. Nao
foram encontradas alteracdes significativas no exame de
urina dos bovinos envenenados.

Achados de necropsia e histopatolégicos

O Bovino 1 apresentou como unica alteragédo, edema
quase imperceptivel no local da inoculagao, além de dis-
creta sufusao no epicardio. Os Bovinos 2, 6 e 7 apresen-
taram também discreto edema com discretas hemorragi-
as no local da inoculacao, além de discretas hemorragias
subendocardicas puntiformes, algumas petéquias e equi-
moses na mucosa da bexiga. O Bovino 3 evidenciou pe-
guena quantidade de liquido no saco pericardico e figado
levemente amarelado. Nos Bovinos 4 e 5 havia apenas
discreto edema no local da inoculac¢éo tingido de verme-
Iho. Nos Bovinos 6 e 7, as alteragbes macroscopicas ob-
servadas foram, petéquias no omento, vesicula biliar,
mucosa da bexiga e tecido subcuténeo no local da inocu-
lacdo. Ao exame histoldgico foi observado necrose
(hialinizagédo) de miécitos em todos os musculos exami-
nados. Esta necrose ndo era difusa ha musculatura, ao
contrario, era observada em fibras isoladas uma da ou-
tra ou em pequenos grupos de fibras (Fig.4).

DISCUSSAO
A inoculagédo de veneno de Crotalus durissus terrificus
produziu um quadro nervoso de paralisia flacida, similar
ao observado nos demais estudos experimentais em bo-

X

o )
Fig.4. Necrose (hialinizagéo) de midcitos (Bovino 6, SAP
30.284). HE, obj.16x.
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vinos, realizados no Brasil com veneno de serpentes desse
género (Araujo et al.1963, Belluomini 1972, Lago 1996).
A avaliagao criteriosa da literatura revela que ha uma ten-
déncia a considerarem-se 0s sintomas e lesbes observa-
das no homem como idénticos ou muito semelhantes aos
verificados em bovinos ou em outras espécies animais.

A via e o local de aplicagéo utilizados no presente es-
tudo foram iguais as descritas por Belluomini (1972) e Lago
(1996), porém estes autores consideraram essa forma
(via) de inoculagao como intramuscular. Levando-se em
consideracao a espessura da pele do bovino que varia
entre trés e seis milimetros (Sisson 1986), infere-se que
essa aplicacao foi sobre a fascia e pode ser caracteriza-
da como subcutanea.

Optamos por inocular a altura do tergo médio do mus-
culo semitendinoso, como forma de evitar a compressao
da regiao inoculada durante o decubito, o que poderia
comprometer a observacao da lesao.

Pelo fato de, usualmente, realizarmos experimentos
do tipo auto-direcionados, isto é, os resultados do experi-
mento inicial direcionam os experimentos subsequiientes
(com o objetivo de diminuir ao maximo o numero de ani-
mais experimentais), optamos pela dose-base de 0,03mg/
kg (a mesma utilizada por Lago (1996) e inferior a aplica-
da por Araujo et al. (1963), de 0,05mg/kg. De fato, mes-
mo com essa dose, evidenciamos um periodo de evolu-
¢ao muito curto. Como o objetivo principal do trabalho era
caracterizar, com precisao, o quadro clinico-patoldgico do
envenenamento crotalico em bovinos, utilizamos, a partir
da dose-base, doses menos capazes de induzir uma evo-
lucdo mais lenta. A dose foi entdo reduzida a metade
(0,015mg/kg), o que resultou em quadro mais protraido,
embora ainda com letalidade de 57%.

Um dos aspectos principais a serem considerados, diz
respeito a capacidade que serpentes do género Crotalus
podem ter de levar um bovino adulto a morte.

Quatro de sete animais que foram inoculados com
0,015mg/kg morreram, o que, de inicio configura uma dose
potencialmente letal menor que a descrita por Araujo et
al. (1963) e Rosenfeld & Belluomini (1960), da ordem de
0,05mg/kg. Se levarmos em conta essa menor dose letal
e a quantidade média de veneno que 75% das serpentes
desse género fornecem nas extracbes (50mg), uma cas-
cavel teoricamente poderia levar a morte um bovino de
3333 kg. Portanto, esta fora de duvida que as cascavéis
sul-americanas podem levar a morte bovinos de qualquer
idade, desde que “desejem” inocular quantidades signifi-
cativas do seu veneno.

Contudo, é preciso considerar que, ha uma significati-
va incidéncia dos chamados “botes secos”, ou seja, as
serpentes, muitas vezes, ndo inoculam veneno algum atra-
vés da picada, nesse caso, mera atitude de defesa
(Mattingly & Bosse 2001), uma vez que, provavelmente,
a serpente nao deve considerar o bovino como uma pre-
sa em potencial. De outro lado, a inoculagao de veneno
constitui uma acéo voluntaria, sob total controle da vonta-
de do ofidio (Clarke & Clarke, 1969).
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Da mesma forma que o observado por Lago (1996),
para os animais que receberam doses potencialmente
letais, os sinais clinicos se iniciaram entre uma hora e
meia e quatro horas apés a inoculagdo. Com a dose redu-
zida a metade (nado-letal), a sintomatologia teve inicio,
aproximadamente, entre oito e quatorze horas, isto é,
quanto maior a dose, mais rapido este periodo. Os ani-
mais que receberam as doses mais elevadas evidencia-
ram um quadro muito mais nitido e grave, representado
por acentuada diminuicao do tdnus muscular com decubito
esternal ou lateral permanente, do que aqueles que fo-
ram inoculados com doses sub-letais, nos quais clinica-
mente s6 foram observadas diminuicao do raio de aproxi-
macao e da resposta aos estimulos externos e dificulda-
de em ultrapassar obstaculos. Um quadro clinico discreto
como esse poderia passar despercebido a campo ou se-
ria interpretado como uma desordem de natureza
inespecifica com cura espontanea. Da mesma maneira
que o verificado com o inicio dos sintomas, também o
tempo de evolugéo foi diretamente proporcional a dose
de veneno inoculada ou seja, quanto maior a dose inocu-
lada mais curta foi a evolucgéo clinica.

O interesse pelos alimentos foi, de inicio, mantido em
certa medida, provavelmente enquanto havia tdnus nos
musculos responsaveis pela apreensdo e mastigacao,
com o agravamento do quadro, o animal passava a inter-
romper a apreenséo de alimentos por incapacidade mus-
cular. A moderada hipotonia ruminal poderia ter contribu-
ido para a diminuicdo do apetite, como ja mencionado
por Belluomini (1976). Nao encontramos menc¢ao na lite-
ratura a ocorréncia de adipsia, por nés verificada em to-
dos os animais deste estudo.

Todos esses sintomas provavelmente estejam relaci-
onados a causa basica geral, ou seja, 0 comprometimen-
to da neurotransmissao na musculatura responsavel pela
suc¢ao, mastigacao e degluticao.

O fato de a freqliéncia cardiaca permanecer dentro
dos parametros fisioldgicos, durante a evolugao clinica,
indica que nao ocorreu dor aguda, lesdes no musculo
cardiaco, ou anemia; também corroboram com essa hi-
potese os achados laboratoriais.

O edema quase imperceptivel e a auséncia de lesbes
verificados no local da inoculacgao é outro fator que contri-
bui para a dificuldade do diagnéstico clinico. Acreditamos
que o edema poderia passar despercebido se o local da
inoculagdo ndo fosse previamente tricotomizado. Esta
auséncia de alteragcbes no local da picada também foi
descrita em humanos (Amaral et al. 1991).

O aparecimento de petéquias nas mucosas conjuntival
do Bovino 2 e vaginal do Bovino 3 pode ter sido causado
por disturbios da coagulacao, todavia, ndo foram consi-
derados importantes ou caracteristicos para o diagndsti-
co do envenenamento. Esta observacao ja havia sido fei-
ta referente a humanos, por Amaral et al. (1986), Barravi-
era (1999), Pinho & Pereira (2001), que relataram qua-
dros de epistaxe e hemorragia gengival ocorrem apenas
em 40% dos casos.

Quadro neurolégico

Através do acompanhamento clinico e da observagao
da resposta aos testes neuroldgicos verificamos um qua-
dro sintomatoldgico caracterizado, principalmente, pela
hipotonia muscular generalizada com sintomatologia que,
de acordo com a literatura, deve-se a acéo pré-sinaptica
sobre a jungdo mioneural, a qual resulta em incapacitagéo
muscular difusa ou, em outras palavras, paralisia flacida.
Exames sucessivos demonstraram que 0s bovinos de-
senvolviam, apds a inoculacao, dificuldade ou incapaci-
dade de produzir resposta aos estimulos externos, fato
esse ja explicado pela agédo das toxinas encontradas na
peconha crotdlica, especificamente a crotoxina (Brazil
1980, Varanda & Giannini 1999).

Esta hipotonia muscular acentuada e progressiva, nos
casos fatais, pode mimetizar alteragdes do sistema ner-
voso central, como por exemplo, depressao e letargia
relacionadas a lesdes difusas na regiao cortico-cerebral,
diminuicédo de reflexos e déficit proprioceptivo correlaci-
onados ao tronco encefalico, ou ainda paralisia do globo
ocular, lingua e demais musculos da face ligados aos
nucleos dos nervos cranianos (Riet-Corréa et al. 2002).
A hipotonia muscular seria, entretanto, apenas a forma
de manifestacao clinica resultante da acédo pré-sinaptica
da toxina. Barros et al. (2006) afirmam que face a au-
séncia de um reflexo monossinaptico (p.ex. reflexo
patelar), com comprometimento apenas da porgéo
motora do sistema nervoso periférico, o bovino nao tem
reflexo, mas sente dor e, neste caso, devemos conside-
rar ainda a possibilidade de lesdes neuromusculares que
podem causar, também, debilidade severa nos quatro
membros, sem ataxia, espasticidade ou alteragdes de
sistema nervoso central.

Toxinas como a crotamina e girotoxina, parecem ter
pouca relagdo com o quadro clinico observado nos bovi-
nos.

Exames sequenciais para avaliacdo dos pares
cranianos ndo detectaram, em nosso experimento, ne-
nhum sinal de acometimento dos seus nucleos, como por
exemplo abolicdo do reflexo pupilar, “facies neurotdxico
de Rosenfeld” e o nistagmo verificados em humanos (Bar-
raviera 1999, Pinho& Pereira 2001, Bucaretchi et al. 2002),
animais de laboratdrio (Castro 1999) e em caes (Ferreira
Junior & Barraviera 2004, Nogueira et al. 2004) ou ainda,
a ptose palpebral, verificada em alguns experimentos
com bovinos (Belluomini et al. 1982, Lago 1996). Por
outro lado, constatamos a paralisia do globo ocular, em
todos os animais que receberam doses de 0,015 ou
0,038mg/kg, revelada através da ndao-exposicéo da esclera
durante a rotagao da cabeca no sentido horario e anti-
horario, alteragéo descrita por Belluomini et al. (1982)
Este achado clinico constitui, ao nosso ver, indicacao
importante para estabelecimento do diagnodstico e diag-
nostico diferencial do envenenamento crotélico em bo-
vinos. Belluomini et al. (1982) verificaram este sintoma
em um periodo compreendido entre seis e 72 horas apés
a inoculagao.

Pesq. Vet. Bras. 28(6):261-270, junho 2008
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Patologia clinica

Com relagao aos achados de patologia clinica dos bovi-
nos submetidos ao envenenamento crotalico alguns pontos
devem ser discutidos. A discreta hemoconcentracdo pode
ser explicada pela privagcao de agua e acao de prostaglandi-
nas que aumentam no soro e, conseqlientemente, a perme-
abilidade capilar frente a presenca de fosfolipases (Lago et
al. 2001). Nesse estudo, a observagéo de leucocitose ca-
racterizada por discretas neutrofilia, linfopenia, monocitose
e eosinopenia indicam apenas um leucograma de estresse,
determinado pela migracéo do “pool” marginal para 0 meio
circulante, induzida pelo aumento da liberagéo de cortisol
endogeno (Jain 1986), por outro lado, em alguns animais,
houve discreto aumento no nimero de bastdes e plaquetas,
0 que poderia indicar leve resposta medular (inflamatéria)
possivelmente resultado da acéo das fosfolipases. Andlises
bioquimicas de casos isolados de hiperglicemia podem es-
tar ligados ao estresse e ao consequiente aumento dos ni-
veis de cortisol. Elevacao dos niveis de uréia verificada em
todos os animais que receberam veneno nesse experimen-
to também foi observada também por Lago et al. (2004). E
possivel que as condi¢cdes de adipsia associada ao discreto
catabolismo muscular podem ter favorecido essa alteracao.
Por outro lado, verificamos, durante nosso experimento, que
um bovino controle também apresentou aumento dos niveis
de uréia, talvez induzido pela constante manipulagéo do ani-
mal e diminuigdo do consumo de agua. Foi observada dis-
creta diminuicao dos niveis plasmaticos de fibrinogénio em
cinco bovinos, porém, nao tao acentuados quanto a encon-
trada por Lago (1996). As dosagens de creatinaquinase ex-
cederam em até dez vezes os valores obtidos no tempo zero,
0 que estd em concordancia com as observacbes de Lago
etal. (2004). Por outro lado Radostits et al. (2000) descreve-
ram a sindrome da vaca caida com aumento dos niveis
séricos de creatinaquinase acima de cento e cinqienta ve-
zes os valores normais. Graga et al. (2006) submeteram
quatro bovinos ao decubito experimental por seis horas e
verificaram, 18 horas apods o inicio do decubito, aumentos
de creatinaquinase de aproximadamente 130 vezes os va-
lores obtidos antes do inicio da contengédo. Devemos lem-
brar que além da acao miotdxica, os animais de nosso ex-
perimento foram submetidos a contencdo mecénica, pun-
¢cOes venosas para coleta de sangue e permaneceram em
decubito por periodos que variaram entre 2 horas 10 minu-
tos e 9 dias ou seja, os resultados obtidos em estudos liga-
dos ao decubito permanente em bovinos, indicam que os
valores obtidos em nosso experimento ndo sugerem um qua-
dro acentuado de necrose muscular, o que & confirmado
pela acéo seletiva da miotoxina sobre as fibras musculares,
verificada histologicamente (Hudelson & Hudelson 1995b,
Salvini et al. 2001).

Esta auséncia de mioglobinuria comprova a diferenca
de sensibilidade entre humanos e bovinos do efeito
miotoxico do veneno crotalico. Birgel et al. (1983), por outro
lado, verificaram a ocorréncia de microhematuria em 60%
dos casos, glicosuria, proteinuria e dificuldade em con-
centrar a urina.
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Foram observadas alteracbes nos exames que avaliam
a coagulacao sangiiinea. Leve hipofibrinogenemia foi verifi-
cada em cinco dos sete animais que receberam a dose de
0,015mg/kg. O tempo de sangramento aumentou modera-
damente em quatro e discretamente em dois animais sub-
metidos ao envenenamento. A alteracéo da coagulacao ape-
nas em parte dos animais submetidos ao envenenamento
também foi verificada por Amaral et al. (1986), Thomazini &
Barraviera (1999) e Pinho & Pereira (2001). De forma diver-
sa ao observado por Lago (1996), ndao houve alteracdes sig-
nificativas no tempo de ativacao da protrombina. Acredita-
mos que esse fato deve-se aos elevados niveis de fibrino-
génio presentes no sangue dos bovinos (Jain 1986). A enzima
tipo trombina n&o teria sido capaz de consumir todo o fibri-
nogénio. O tempo de tromboplastina parcial ativada aumen-
tou moderadamente, o0 que indica possibilidade de altera-
¢ao do fator Xl (Fator von Willebrand), ativado pela trombina,
e responsavel pela estabilizacdo do coagulo de fibrina
(Hudelson & Hudelson 1995b). Este aumento do tempo de
tromboplastina parcial ativada nos indica que apenas a via
intrinseca e ndo a via comum foi comprometida. A discreta
diminui¢éo dos niveis de calcio total observada nos Bovinos
1, 2, 3, 5, e 10, talvez esteja correlacionada aos disturbios
da coagulacgéo, ja que este é um co-fator importante no pro-
cesso (Sano-Martins & Santoro 2003).

Achados de necropsia e histopatolégicos

Nesse estudo, nao verificamos, a necropsia, altera-
¢bes macroscopicas que pudessem caracterizar o diag-
noéstico do envenenamento crotdlico em bovinos. O dis-
creto edema encontrado no local da inoculagéo, prova-
velmente, passaria despercebido ao exame clinico e mes-
mo a necropsia.

Com relacdo a miotoxicidade, ao exame histoldgico,
verificamos necrose coagulativa de fibras isoladas ou pe-
quenos grupos de fibras em todos os musculos esqueléticos
examinados. Este achado, embora ndo muito pronuncia-
do, nos parece de grande valor para o diagnostico pos-
morte deste envenenamento, de forma que deve ser
enfatizada a necessidade de coletar diversos fragmentos
de musculos estriados durante a necropsia de bovinos com
histérico de paralisia flacida ou ainda de morte com evolu-
¢ao rapida, sem lesdes macroscopicas significativas ou de
etiologia obscura, sem histdrico definido. Esta acao
miotoxica em determinadas fibras corrobora as afirmacoes
de (Hudelson & Hudelson 1995a) e Salvini et al. (2001)
sobre a seletividade da agéo da crotoxina sobre as fibras
musculares tipo | e lla. Segundo Radostits et al. (2000) e
Banda et al. (2004), os tipos de fibras musculares esquelé-
ticas |, lla e llb possuem distribuicdo variada e dependem
da base genética, idade e tipo de exercicio a que o animal
é submetido. E possivel que no futuro métodos
histoquimicos possam mapear a distribuicdo dessas fibras
e correlaciona-las com as lesdes observadas no envene-
namento em bovinos.

Um outro aspecto a ser considerado diz respeito a
auséncia de diferengas na intensidade ou na freqiéncia
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da necrose coagulativa entre as fibras musculares esque-
léticas proximas e distantes do local da inoculagéo, o que
caracteriza uma agao sistémica da crotamina. Nao foi
observado em nenhum dos musculos examinados lise de
midcitos, 0 que esta de acordo com as observacdes de
Lago (1996), e que, ao nosso ver, poderia explicar a au-
séncia de mioglobina na urina de bovinos intoxicados com
veneno crotalico

Em nosso experimento nao foram observadas quaisquer
alteragdes histopatoldgicas nos rins. E dificil precisar qual a
causa desta discrepancia, mas a leitura atenta do quadro
histologico descrito por Saliba et al. (1983), ao nosso ver,
néo permite a distingdo segura entre leséo e autolise. Por
outro lado, o achado de infiltragéo inflamatdria mononuclear
também descrito por esses autores, mais provavelmente é
incidental, j& que essa lesédo é comum no rim de bovinos e,
em principio, demandar mais tempo para sua instalagao,
além de, aparentemente, nao ter relagdo com a inoculagao
do veneno. A semelhanga dos achados verificados neste
estudo com outras enfermidades, como por exemplo, enfer-
midades do sistema nervoso central e periférico (sobretudo
botulismo) ou que causam necrose muscular (por exemplo
deficiéncia de selénio), demonstram a importancia da reali-
zacgao do diagndstico diferencial. Tokarnia et al. (2002) rela-
taram que, na Regiao Norte, os numerosos casos de intoxi-
cacao por plantas que causam morte subita, em geral, séo
atribuidos a “picada-de-cobra”, o que, obviamente, superes-
tima a ocorréncia de acidentes ofidicos, ja que muitos milha-
res de cabecas morrem anualmente vitimas da intoxicacéo
por Palicourea marcgravii. Além disto, sabe-se, que Crotalus
durissus terrificus na Amazoénia ocorre somente em algu-
mas areas abertas de Humaita, Serra do Cachimbo e
Santarém (Melgarejo 2003). Mesmo sabendo-se do poten-
cial de letalidade de uma serpente da espécie C. durissus
terrificus com relagéo a quantidade de veneno existente em
sua glandula, devemos recordar os estudos de Clarke &
Clarke (1969), Silveira & Nishioka (1995), Bucaretchi et al.
(2002) e Melgarejo (2003), que tratam da relevante ocorrén-
cia das chamadas “picadas secas” ou quando apenas parte
do veneno € injetada, o que gera incertezas quanto a dose
inoculada. A variagdo da concentracdo das toxinas em fun-
¢ao de idade, peso, alimentacao e distribuicdo geografica
da serpente dificulta ainda mais a referida projecéo (Magro
et al. 2001, Furtado et al. 2003). A inoculagdo subcutéanea
de 0,015mg/kg do veneno da Crotalus durissus terrificus é
potencialmente letal para bovinos.
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