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Among the systemic signs of toad venom (bufotoxin) poisoning in dogs, the cardiotoxic
effects are one of the most important. Thus, the objective of this experiment was to evaluate
potential changes in the cardiac muscle in dogs poisoned experimentally by toad venom
and to observe the eletrolyte alterations which may occur in this condition. Twenty dogs
divided into control group (n=5) and poisoned group (n=15) were utilized. The toad venom
was extracted by manual compression of the paratoidic glands. After general anesthesia,
dogs in the control group received placebo and dogs in the poisoned group received the
venom by orogastric catheter. Samples for dosage were collected 6 hours and 24 hours
after poisoning and 0, 2, 4, 6 and 12 hours after poisoning for electrolytes dosage. The
Man-Withney test was used for statistical analysis (P<0.05). The poisoned dogs showed
(saline) elevated levels of cardiac markers CK-MB and Tnlc, confirming the cardiotoxic

effect of the bufotoxin. Hypokalemia and hypocalcemia were also observed.

INDEX TERMS: Toad venom poisoning, bufotoxin, cardiac markers, electrolyte, dogs.

RESUMO.- Dentre os sinais sistémicos causados pelo
envenenamento por veneno de sapo (bufotoxina) em caes,
os efeitos cardiotéxicos sdo um dos mais importantes. O
objetivo deste estudo foi avaliar as potenciais alteracoes
no musculo cardiaco de caes envenenados experimen-
talmente por veneno de sapo e observar as alteragdes
eletroliticas que podem ocorrer nesse tipo de envenena-
mento. Utilizaram-se 20 c&es divididos em grupo controle
(n=5) e grupo envenenado (n=15). O veneno de sapo foi
extraido por meio de compressao manual das glandulas
paratéides. Apds anestesia geral, os caes do grupo con-
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trole receberam placebo (solucao fisioldgica) e os do gru-
po envenenado uma aliquota do veneno por sonda oro-
gastrica. As colheitas de sangue para dosagem dos mar-
cadores cardiacos foram realizadas seis e 24 horas apés
0 envenenamento. As colheitas de sangue para dosagem
dos eletrdlitos foram realizadas antes e duas, quatro, seis
e 12 horas apds o envenenamento. A analise estatistica
empregada foi o teste ndo-paramétrico de Mann-Withney
(P<0,05). Os caes envenenados por veneno de sapo apre-
sentaram elevacao dos niveis dos marcadores cardiacos
CK-MB e Tnlc, confirmando a cardiotoxicidade do vene-
no. Hipocalemia e hipocalcemia foram também observa-
das nos caes envenenados.

TERMOS DE INDEXAQAO: Veneno de sapo, bufotoxina, mar-
cadores cardiacos, eletrdlitos, caes.

INTRODUCAO

Muitas espécies de anfibios possuem glandulas secretoras
cuténeas que previnem o ressecamento da pele e os pro-
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tegem dos predadores. Os sapos, quando atacados por
outros animais, secretam substancias por essas glandu-
las. Essas secregoes tém efeito citotoxico e podem causar
hemolise (Klaassen 1996). Sapos do género Bufo tém dis-
tribuicao mundial e predilecao pelas areas de clima tropi-
cal ou temperado umido (Monti & Cardello 1994). Existem
varias espécies no Brasil, como B. ictericus, B. schneideri,
B. rufus e B. marinus (Zelnik 1965, Bedford 1974). Os caes
sao0 as vitimas mais comuns desse tipo de envenenamen-
to, pois séo atraidos pelos movimentos lentos dos sapos,
principalmente no periodo noturno (MacDonald 1990). Caes
envenenam-se pela ingestao ou pelo abocanhamento do
sapo, 0 que provoca o contato e a absorcdo do veneno
entre a mucosa oral ou do trato digestdrio (Knowles 1968,
Monti & Cardello 1994, McFarland 1999).

O veneno de Bufo spp. possui dois grandes grupos de
substancias ativas: as aminas biogénicas e os derivados
esterdides (Zelnik 1965). Das aminas biogénicas sao des-
tacadas, pela importancia toxicolégica, adrenalina,
noradrenalina, serotonina, bufoteninas, di-hidrobufoteni-
nas e bufotioninas. Dos derivados esterdides, destacam-
se os bufodiendlides e as bufotoxinas, que agem de for-
ma semelhante aos digitalicos, causando a inibicado da
bomba de sédio e potassio das células da musculatura
cardiaca (Zelnik 1965, Chen & Kovarikova 1967, Hoffman
& Lefkowitz 1991, Eubig 2001).

Os sinais clinicos do envenenamento por veneno de
sapo sao divididos em trés grupos, de acordo com a gra-
vidade: leve, moderado ou grave. Em casos leves, ha
irritacdo da mucosa oral e sialorréia. Quadros moderados
apresentam, além de irritacdo da mucosa oral e sialorréia,
émese, depressao, fraqueza, ataxia, sinais neurolégicos,
anormalidades do ritmo cardiaco, evacuacao e miccao
espontaneas. Em casos graves, pode haver ainda diar-
réia, dor abdominal, midriase ndo-responsiva, convulsoes,
edema pulmonar e cianose. As alteracdes eletrocardio-
graficas observadas séo arritmias, que podem evoluir para
taquicardia ventricular multiforme e, se o cao nao for tra-
tado, para fibrilagdo ventricular e morte (Knowles 1968,
Otani et al. 1969, Bedford 1974, Palumbo et al. 1975,
Russel 1979, Palumbo & Perry 1983, Oliveira 1998,
McFarland 1999, Sakate & Oliveira 2000, 2001).

Alguns autores (Sonne et al. 2008) relataram o 6bito
de um cao Bulldog Francés por envenenamento por ve-
neno de sapo. Neste relato, o cédo foi encontrado morto
pelo proprietario, sem sinais clinicos anteriores, e a cau-
sa morte foi confirmada por andlise toxicologica através
da cromatografia em camada delgada direcionada para
alcaldides e da cromatografia gasosa, baseada no méto-
do Stas-Otto.

Uma forma de avaliar a fun¢do cardiaca é a dosagem
de marcadores cardiacos. Essas substancias sao capa-
zes de indicar lesao das células cardiacas ou o nivel de
ativacao dos sistemas compensatdrios. Dentre os mar-
cadores cardiacos sao importantes a creatinaquinase fra-
cao MB (CK-MB), a mioglobina, as troponinas, a aspartato
aminotransferase e a lactato desidrogenase (Ettinger

1997). A CK-MB e a troponina | - fragdo cardiaca (Tnlc)
sao os marcadores mais especificos e os mais indicados
para verificar lesdes agudas no miocardio (Missov et al.
1997, Puschendorf 1999).

Este estudo teve como objetivo verificar se caes en-
venenados por veneno de sapo apresentam alteracdes
celulares no musculo cardiaco, por meio da dosagem de
CK-MB e Tnlc, e descrever as alteracdes eletroliticas ob-
servadas nesse tipo de acidente.

MATERIAL E METODOS

O veneno foi colhido de 20 sapos da espécie Bufo schineideri,
provenientes do Laboratério de Herpetologia do Departamento
de Zoologia do Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Campus de Botucatu. O anfibio foi colocado
no interior de uma caixa de isopor parcialmente tampada com
um vidro e a extragédo se realizou comprimindo a glandula
paratdide na dire¢cao do vidro. Devido a viscosidade, o veneno
aderia ao vidro e entao era removido com auxilio de uma
espatula. Um pool de veneno foi armazenado em frascos de
vidro e encaminhado ao Laboratério de Imunologia, Departa-
mento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias,
Unesp, Campus de Botucatu, onde foi realizada a liofilizagao
em liofilizador convencional (Edwards do Brasil, Liobras Ind.
Com. e Serv. de Liofilizadores Ltda, Av. Comendador Alfredo
Maffei 3879, Jardim Sao Carlos, Sao Carlos, SP) a -30°C, du-
rante trés dias. Apds esse procedimento, o veneno foi dividido
em aliquotas iguais e equivalentes a 70% da quantidade de
veneno de um sapo; tais aliquotas foram acondicionadas em
tubo de ensaio de 20mL e conservado a 5°C.

Utilizaram-se 20 caes sem racga definida, machos e fémeas,
adultos, higidos, com aproximadamente 10 kg cada e proveni-
entes do Biotério Central da Unesp, Campus de Botucatu. Os
caes foram divididos em grupos controle (n=5) e envenenado
(n=15). Apds jejum de 12 horas, os caes foram submetidos a
inducdo anestésica direta com tiopental sédico, 25mg/kg,
intravascular (Tiopental®, Cristalia Produtos Quimicos Farma-
céuticos Ltda, Rodovia Itapira-Linddia, Km 14, ltapira, SP) e
manutengéo anestésica com isoflurano a 3% (Isoflurano®,
Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Rodovia
Itapira-Linddia, Km 14, ltapira, SP). Durante todo o periodo
anestésico, os caes foram mantidos em colchao térmico para
controle da temperatura corpdrea. Foi utilizada a ventilagcao
controlada em todos os cées (FR = 10-15mpm).

Para o envenenamento experimental, as aliquotas de
veneno foram ressuspensas em 10mL de agua e administradas
a cada animal por sonda orogastrica. Os caes do grupo controle
receberam 10mL de solucéo fisiolégica.

Colheu-se o sangue dos caes nos tempos TO (antes da
administracdo do veneno), T1 (duas horas apds administragao
do veneno), T2 (quatro horas apds administracéo), T3 (seis
horas apds administragéo), T4 (12 horas apds administragéo)
e T5 (24 horas apds administracao do veneno). As dosagens
de CK-MB, com reativo seco (Vitros, Ortho-Clinical Diagnostics,
100 Indigo Creik Dr, Rochester, NY, USA), e de Tnlc, com
reagente (Flex Troponina | Cardiaca, Dimension, Dade Behring,
Ludwig-Erhard-Str. 12, Eschborn, Germany), para avaliar as
possiveis lesbes no musculo cardiaco, foram realizadas nos
tempos T3 e T5. A hemogasometria (Stat Profile pH Ox Plus L,
Megalab, Av. das Américas 700/214B, Barra da Tijuca, Rio de
Janeiro, RJ) para dosagem plasmatica de sddio (Na*), calcio
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idnico (Cat*) e potassio (K+), utilizou amostras de sangue arterial
colhidas com seringa heparinizada, por puncédo da artéria
safena, nos periodos TO, T1, T2, T3 e T4.

A andlise estatistica empregada para avaliar a variavel CK-
MB e os eletrdlitos foi a multivariada de Perfil (Morrison 1990) e
para a variavel Tnlc foi o teste ndo-paramétrico de Mann-
Withney (Zar 1996). O nivel de significancia adotado foi de 5%
de probabilidade.

RESULTADOS

Os valores da CK-MB dos caes do grupo controle variaram
de 0,107ng/mL a 0,446ng/mL, com média de 0,360ng/mL
em T3 e média de 0,175ng/mL em T5. Os caes envenena-
dos experimentalmente apresentaram valores de CK-MB
entre 0,02 ng/mL e 0,755 ng/mL, com média de 0,543ng/
mL em T3 e média de 0,185ng/mL em T5. Observou-se
diferenca significativa entre os grupos no momento T3, pois
0s caes envenenados apresentaram média de CK-MB sig-
nificativamente maior que a média do grupo controle nes-
se momento (P<0,05), como mostra o Quadro 1.

Os valores de Tnlc dos cé@es do grupo controle varia-
ram de 0,08ng/mL a 0,16ng/mL, com média de 0,11ng/
mL em T3 e média de 0,08ng/mL em T5. Os caes enve-
nenados experimentalmente apresentaram valores de Tnic
entre 0,05ng/mL e 2,47ng/mL, com média igual a 0,12ng/
mL em T3 e média de 0,26ng/mL em T5. Diferenca signi-
ficativa foi detectada entre os grupos no momento T5
(P<0,05), conforme verificado no Quadro 2.

Quadro 1. Valores médios e desvio padrao de CK-MB, em
ng/mL, dos caes dos grupos controle (n=5) e intoxicado
por veneno de sapo (n=15), nos dois momentos avaliados

Grupos T3 (6 horas) T5 (24 horas)

Controle 0,360 + 0,0862 0,175 + 0,0392
Intoxicados 0,543 + 0,169P 0,185 + 0,0992

Valor P (P=0,033) (P=0,822)

Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si (P<0,05).

Quadro 2. Valores médios e percentuais (P25; P75) de
Tnlc, em ng/mL, dos caes dos grupos controle (n=5) e
intoxicado com veneno de sapo (n=15), nos dois
momentos avaliados

Grupos T3 (6 horas) T5 (24 horas)
Mediana P25 P75 Mediana P25 P75
Controle 0,112 0,09 0,138 0,082 0,08 0,095
Intoxicados 0,122 0,1 0,255 0,26b 0,14 0,347
Valor P (P=0,407) - - (P=0,005) - -

Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si (P<0,05).

Os valores de sédio plasmatico no grupo controle va-
riaram de 140mEq/L a 149mEq/L, e todos permaneceram
dentro da normalidade (DiBartola 2000). No grupo enve-
nenado, os valores de sédio plasmatico variaram entre
133mEq/L e 150mEQ/L; 73% (11/15) dos caes apresenta-
ram valores levemente abaixo dos valores de referéncia
para a espécie; 27% (4/15) apresentaram valores dentro
da normalidade. Nenhum animal apresentou hipernatremia
e ndo houve diferenca significativa entre os momentos e
nem entre os grupos (P>0,05).

No grupo controle, os valores de potassio plasmatico
variaram de 2,9mEqg/L a 4,2mEq/L, e todos os caes des-
se grupo apresentaram valores levemente abaixo dos
normais (DiBartola 2000). No grupo envenenado, 0s va-
lores variaram de 2,5mEq/L a 5,9mEq/L e, da mesma for-
ma, 0s caes apresentaram valores levemente abaixo dos
de referéncia para a espécie; apenas um cao apresentou
hipercalemia. Nao houve diferenca estatistica entre os
momentos dentro do mesmo grupo (P>0,05), contudo, foi
observada diferenca significativa entre os grupos no mo-
mento T4 (12h) (P<0,05). Os caes do grupo envenenado
apresentaram valores médios de potassio significativa-
mente menores que os do grupo controle nesse momento
(P<0,05), como demonstrado no Quadro 3.

Os niveis de calcio idnico plasmatico no grupo contro-

Quadro 4. Média e desvio padrao dos valores de calcio i6nico plasmatico,
em mEg/L, dos caes dos grupos controle (n=5) e intoxicado com veneno
de sapo (n=15), nos diferentes momentos

Grupos Momentos
TO T1 T3 T4 Valor P
Controle 0,96+0,11 0,93+0,20 0,97+0,062 0,93+0,18 0,98+0,082 (P=0,969)
Intoxicados  0,86+0,18 0,74+0,28 0,74+0,22° 0,74+0,20 0,74+0,23° (P=0,416)
Valor P (P=0,26) (P=0,19) (P=0,03) (P=0,074) (P=0,037) -

Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si (P<0,05).

Quadro 3. Média e desvio padrao dos valores de potassio plasmatico, em
mEq/L, dos caes dos grupos controle (n=5) e intoxicado com veneno de
sapo (n=15), nos diferentes momentos

Grupos Momentos
TO T1 T3 T4 Valor P
Controle  3,3+026 36+031 34+041 33+020 39=+0,40% (P=0,082)
Intoxicados 3,2+0,36 3,4+050 32+083 3,1+065 32=+045" (P=0,348)
Valor P (P=0,40) (P=0,45) (P=0,53) (P=0,44) (P=0,008) -

Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si (P<0,05).
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le variaram de 0,69mg/dL a 1,17mg/dL, e todos os caes
desse grupo apresentaram valores dentro da normalida-
de (DiBartola 2000). No grupo envenenado, os valores
variaram de 0,31mg/dL a 1,4mg/dL, e, da mesma manei-
ra, os caes desse grupo apresentaram valores conside-
rados normais para a espécie. Nao se observou diferen-
c¢a significativa entre os momentos dentro do mesmo gru-
po (P>0,05). Contudo, foi detectada diferenca significati-
va entre os grupos nos momentos T2 (4h) e T4 (12h)
(P<0,05). Os caes envenenados apresentaram valores
médios significativamente menores que os do grupo con-
trole nestes dois momentos (Quadro 4).

DISCUSSAO

Os caes do grupo envenenado experimentalmente com o
veneno de sapo apresentaram valores de CK-MB signifi-
cativamente maiores que os caes do grupo controle no
momento T3. Esse resultado demonstra importancia cli-
nica, pois o0 aumento dessa enzima sugere agressao car-
diaca, confirmando a cardiotoxicidade do veneno de sapo.
Em relacdo aos valores de CK-MB encontrados nos caes
envenenados, 60% estavam acima dos valores conside-
rados normais para a espécie (Larsson 2005) no momen-
to T3. J& com 24 horas apds a administracao do veneno
(T5), todos os caes apresentaram valores dentro da faixa
de normalidade. Esse fato confirma que a lesdo é aguda,
porém pode ser reversivel, uma vez que os valores da
enzima retornaram ao normal.

A Tnlc teve aumento significativo no momento T5. No
momento T3, apesar de nao haver diferenca significativa,
os valores de Tnlc obtidos em 47% dos cédes do grupo
envenenado estavam elevados se diretamente compara-
dos com os valores normais (Larsson 2005). Os resulta-
dos obtidos possuem importéancia clinica, pois a elevagéo
indica agresséao ao cardiomidcitos e o aumento ¢é direta-
mente proporcional a extensao da lesao induzida (Ricchiuti
et al. 1998).

Os valores de sodio plasmatico dos caes envenena-
dos experimentalmente nao sofreram alteragcdes signifi-
cativas, permanecendo dentro dos valores normais esta-
belecidos para caes (DiBartola 2000) em todos os mo-
mentos analisados. Alguns autores (Palumbo et al. 1975,
Russel 1979, Peterson & Roberts 2001) relatam a ocor-
réncia de leve diminuicdo nos niveis de sodio plasmatico
em animais envenenados por veneno de sapo. Esses
autores relatam que a alteragao eletrolitica pode ser vis-
ta, pois, ao ocorrer o bloqueio da bomba de sédio e po-
tassio pela acdo da bufotoxina, o sédio se acumula no
interior da célula. Esse fato, no entanto, ndo foi verificado
neste estudo, possivelmente porque a troca entre os ions
célcio e sédio compensou o acumulo inicial de sédio.

Em relagéo ao potéssio, a hipocalemia observada, tan-
to nos caes controle quanto nos envenenados com
bufotoxina, possivelmente se deve a fluidoterapia, porém
a alteracéo foi mais evidente nos caes envenenados. Na
comparacao entre os grupos, a diferencga significativa
(P<0,05) foi presenciada 12 horas apds a administracao

do veneno (T4). Um cado envenenado apresentou
hipercalemia. Esse achado é freqliientemente observado
em cées e humanos envenenados com veneno de sapo,
mas a hipocalemia também tem sido relatada (Eubig
2001).

Em relagédo ao célcio ibnico, os caes envenenados
apresentaram valores significativamente menores que os
dos céaes controle nos momentos T2 e T4. Esse achado
foi considerado sem significado clinico, uma vez que to-
dos os valores estavam dentro dos pardmetros normais
para caes (DiBartola 2000).

Alguns autores descrevem elevagéo dos niveis de
potassio e calcio plasmaticos em animais envenenados
experimentalmente com bufotoxina (Palumbo et al. 1975,
Russel 1979). A ocorréncia de hipercalemia e a
hipercalcemia justifica-se no envenenamento por
bufotoxina, pois essa substancia inibe a bomba de sédio
e potassio ao se ligar a enzima Na-K-ATPase. O bloqueio
da bomba provoca o acumulo de potassio extracelular,
eleva o sddio intracelular e, por estimular a troca entre
sédio e calcio, aumenta a concentracao de calcio nos
cardiomidcitos (Palumbo & Perry 1983, Chi et al. 1998,
MacFarland 1999, Eubig 2001). Alguns autores (Chi et al.
1998) relatam uma correlagéo positiva significativa entre
0 nivel sérico de potassio e a taxa de mortalidade em
casos de envenenamento por veneno de sapo em huma-
nos. Individuos com grave hipercalemia tém progndstico
desfavoravel e necessitam de um tratamento mais inten-
sivo.

CONCLUSAO

Os caes envenenados experimentalmente por veneno de
sapo (bufotoxina) apresentam elevacao nos niveis dos
marcadores cardiacos CK-MB e Tnlc, confirmando a
cardiotoxicidade do veneno. As alteracdes eletroliticas
mais frequientes foram a hipocalemia e hipocalcemia.
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