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The aim of this study was to determine the clinical-pathological alterations and
laboratory findings in cattle inoculated with Bothrops alternatus venom, with the intention
of providing information for the establishment of diagnosis and differential diagnosis
procedures, as well as to elucidate some obscurities observed in the pertinent literature.
The lyophilized venom was diluted in 1 ml of physiologic solution. It was administered to
5 bovines by the subcutaneous route at doses of 0.0625, 0.125 and 0.25mg/kg body
weight, and to 2 bovines by the intramuscular route at doses of 0.25 e 0.45mg/kg. Six
bovines died and the only animal that survived, who had subcutaneously received the
venom at a dose of 0.0625mg/kg, recovered. The first clinical signs were observed from
25min to 5h30min after the inoculation. The clinical evolution time varied from 7 hours 18
minutes to 92 hours. Regardless of the dose, the clinical picture was characterized by
swelling (hemorrhage/hematoma) at the site of inoculation, increase in bleeding time
and capillary refill time, paleness of mucous membranes and apathy. The laboratory
exams revealed progressive normocytic normochromic anemia, thrombocytopenia,
reduction in fibrinogen and total plasma proteins, decreased hematocrit and hemoglobin,
and slight increase in creatine kinase and lactate dehydrogenase. When subjected to
necropsy, the animals that received the venom through the subcutaneous route showed
large hematomas and hemorrhagic areas in the subcutaneous tissue, extending from the
site of inoculation. The animals in which inoculation was performed intramuscularly
exhibited, in addition, intramuscular hemorrhage. The left endocardium showed extensive
hemorrhagic lesions, and petechiae were found on the serosae of rumen, omasum,
abomasum and gall bladder. The colon, rectum and perirenal areas were surrounded by
clotted blood in three animals. Besides hemorrhage, the histological examination revealed
hemorrhage and coagulative muscle necrosis in the vicinities of the inoculation site in the
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animals that received the venom by the intramuscular route. These lesions were mild in
the muscles close to the site of inoculation in the animals inoculated by the subcutaneous
route. The swelling on the site of inoculation and its surroundings was a consequence of
blood accumulation and not merely edema. Myoglobinuria and gross or microscopic
lesions were not observed in the kidneys. This study indicates that B. alternatus can lead
adult bovines to death if they release all their venom during a bite. Conversely, since
venomous ophidians can control the amount of poison they inoculate and they probably
do not identify bovines as potential preys, itis likely that the number of accidents involving
this species is small, which is in agreement with the findings of the majority of the centers
for anatomical-pathological diagnosis in Brazil.

INDEX TERMS: Bothrops alternatus, cattle, pathology, symptoms.

RESUMO.- Esse estudo teve como objetivo determinar as
alteragdes clinico-patoldgicas e os achados laboratoriais
em bovinos inoculados com a pegonha de Bothrops
alternatus, no intuito de fornecer subsidios para o estabe-
lecimento do diagndstico e do diagndstico diferencial, bem
como esclarecer pontos obscuros da literatura pertinente.
O veneno lidfilizado foi diluido em 1 ml de solucao fisioldgi-
ca e administrado a cinco bovinos, por via subcutanea, nas
doses de 0,0625, 0,125 e 0,25 mg/kg e a dois outros, por
via intramuscular, nas doses de 0,25 e 0,45 mg/kg. Seis
bovinos foram a ébito e um que recebeu a dose de
0,0625mg/kg, por via subcutanea, recuperou-se. Os sinais
clinicos tiveram inicio entre 25 minutos a 5 horas 30 minu-
tos apds a inoculagéo. O periodo de evolugao variou de 7
horas 18 minutos a 66 horas 12 minutos. Um animal recu-
perou-se apos 92 horas. O quadro clinico, independente-
mente das doses, caracterizou-se por aumento de volume
(hemorragia’lhematoma) no local da inoculagéo, tempo de
sangramento aumentado, mucosas hipocoradas e apatia.
O exame laboratorial revelou progressiva anemia normo-
citica normocrémica, trombocitopenia, redugéo de fibrino-
génio e proteinas plasmaticas totais, hematdcrito e
hemoglobina diminuidos, além de leve aumento dos niveis
de creatinaquinase e desidrogenase latica. A necropsia,
havia, a partir do local da inoculagéo, extensos hemato-
mas e areas de hemorragia no tecido celular subcutaneo
dos animais que receberam o veneno por via subcutanea;
nos animais inoculados por via intramuscular, adicional-
mente, havia hemorragia intramuscular. O endocardio es-
querdo apresentava extensas hemorragias e verificaram-
se petéquias na serosa do rimen e do omaso € na mucosa
do abomaso e da vesicula biliar. Em cinco animais, o c6-
lon, reto e regido perirrenal estavam envoltos por coagulos
de sangue. Ao exame histoldgico observou-se, além do
quadro hemorragiparo, necrose muscular coagulativa,
acompanhada de hemorragia, no entorno do local da ino-
culacdo nos animais que receberam 0 veneno por via
intramuscular; essa lesao era discreta nos musculos proxi-
mos ao local de inoculagéao subcutanea. Nos bovinos des-
te estudo, o aumento de volume observado no local de ino-
culacado e adjacéncias era constituido por sangue e nao
edema. Nao foram observadas mioglobinuria, nem lesées
macro ou microscopicas significativas nos rins. Este estu-
do indica que exemplares de B. alternatus, caso inoculem
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todo seu veneno, poderiam levar bovinos adultos a morte.
Por outro lado, pelo fato de ofidios serem capazes de regu-
lar a quantidade de veneno inoculada e, possivelmente,
nao considerarem bovinos como presa potencial, é prova-
vel que 0 nimero de acidentes nessa espécie seja peque-
no, o que esta de acordo com o observado na maioria dos
centros diagndstico anatomo-patolégico no pais.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Bothrops alternatus, bovinos, pa-
tologia, sintomas.

INTRODUCAO

Os acidentes ofidicos, em geral, sdo considerados de gran-
de importancia como causa de mortalidade em animais
de fazenda. Em relagédo aos bovinos, parte dos autores
deixam em aberto a questao da importancia dos aciden-
tes ofidicos (Araujo et al. 1963), outros acreditam que o
numero de bovinos que morrem no Brasil, em fungédo de
picadas-de-cobra, seja muito alto (Belluomini et al. 1983,
Novaes et al. 1986, Bicudo 1999), e ainda outros acham
que sao pouco freqlientes (Grunert1967, Grunert & Grunert
1969, Tokarnia & Peixoto 2006)

Foram realizados muitos experimentos com o veneno
das serpentes do género Bothrops em bovinos, sem des-
cricdo detalhada do quadro clinico-patolégico (Aradjo &
Belluomini 1960/62, Belluomini 1983). S6 Novaes et al.
(1986) fornecem alguns dados sobre o quadro clinico-
necroscopico em bovinos, sem descri¢cdo das altera¢des
histoldgicas, envenenados experimentalmente através de
picada ou injecao do veneno de diversas espécies de
Bothrops, enquanto Oliveira et al. (2004a,b) relatam os
achados histopatolégicos em 2 bovinos e as alteracdes
sanguineas em 5 vacas envenenadas através da inocula-
¢éo do veneno de B. alternatus.

De acordo com os experimentos executados por Ara-
Ujo et al. (1963), Bothrops alternatus ¢ uma das serpen-
tes mais peconhentas que ocorre com maior frequéncia
em terras mais elevadas e secas, desde o sul de Goias,
Minas Gerais e Mato Grosso do Sul até o extremo sul do
Brasil (Fig.1) (Barraviera 1999).

No Brasil, s6 ha descricdo de dois acidentes fatais em
bovinos determinados por serpentes do género Bothrops,
na Bahia e no Rio Grande do Sul (Grunert & Grunert 1969,
Menezes 1995/96).
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Fig.1. Distribuicao de Bothrops alternatus (Melgarejo 2003).

Esse estudo tem como objetivo determinar, com mai-
or precisao, as alteracgdes clinico-patolégicas e laborato-
riais em bovinos inoculados com peconha de Bothrops
alternatus, com a finalidade de fornecer subsidios que
possam facilitar o estabelecimento do diagnéstico e do
diagnostico diferencial dessa condi¢&o.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados entre junho de 2006 e margo
de 2007 nas instalagdes do Setor de Anatomia Patoldgica,
Projeto Sanidade Animal Embrapa/UFRRJ. O estudo
experimental foi aprovado pela comissao de ética do Curso de
Pds-Graduagao em Ciéncias Veterinarias da UFRRJ.

Foram utilizados 9 bovinos, machos, mesticos, clinicamente
sadios, com idades de 12 a 25 meses e pesos entre 96,5 e 198
kg. Dois desses bovinos foram utilizados como controle. Os
animais foram previamente tratados contra endo e ectoparasitos
e adaptados ao local. A dieta era constituida de capim picado,
feno e ragéo concentrada para a manutencao, sal com sulfato
de cobre e agua a vontade. Os bovinos foram mantidos em
baias individuais de alvenaria de 3,0m x 4,0m.

O veneno, colhido por extragcdo manual, de exemplar
capturado no municipio de Itaborai, RJ, foi liofilizado (dessecado
a vacuo e mantido congelado a 10°C negativos) no Instituto de
Biologia do Exército do Rio de Janeiro. A DL 50 foi preparada
com o veneno de B. alternatus, na divisdo de Zoologia Médica
do Instituto Vital Brasil, Niter6i, RJ. No momento da inoculagao
o veneno foi reconstituido em 1ml de soro fisioldgico.

O experimento piloto foi realizado em um animal e os demais
foram executados a partir dos resultados obtidos nesse
experimento (experimentos auto-direcionados). Os animais
foram submetidos & inoculagé@o do veneno de B. alternatus, pela
via subcutanea, nas doses de 0,0625mg/kg, 0,125mg/kg,
0,25mg/kg e pela via intramuscular nas doses de 0,25 e 0,45mg/
kg, na regido posterior da coxa direita, a altura do musculo

semitendinoso, na profundidade de 6mm, no caso da inoculagao
subcutdnea e 2cm na inoculagéo intramuscular. Um animal
controle recebeu solugdo salina inoculada por via subcutanea
e o outro por via intramuscular. Os bovinos foram acompanhados
clinicamente, a cada 2 horas, até o 6bito ou por um periodo de
até 7 dias.

Foram feitas colheitas de sangue (hemograma completo,
leucometria global e leucometria especifica, contagem de
plaquetas e de reticuldcitos, determinagdes de fibrinogénio e
proteinas plasmaticas totais) e urina de cada animal. As
amostras de sangue destinadas a bioquimica sérica (glicose,
uréia, creatinina, proteinas séricas totais, aspartato amino-
transferase, alamina aminotransferase, gama GT, creati-
naquinase e dehidrogenase lactica) foram colhidas em frascos
que permitiram a formacéao e retragao do coagulo, com excec¢ao
daquelas destinadas ao coagulograma (tempo de ativagéo da
protrombina, tempo de tromboplastina parcial ativada e tempo
de sangramento) e dosagem de glicose, as quais foram
colocadas em frascos com citrato de sédio e fluoreto de sédio,
respectivamente. J4 as amostras destinadas a realizacédo de
hemograma foram colocadas em frascos com acido
etilenodiaminotetra-acético (EDTA) a 10%. As amostras foram
colhidas nos tempos 0, 2, 6, 12, 24 e 48 horas apds a inoculagao;
no animal que sobreviveu uma ultima colheita foi realizada 120
horas apds a inoculagdo. As amostras de urina foram obtidas
por estimulagdo prepucial, colhidas e acondicionadas em
frascos coletores estéreis, imediatamente colocadas sob
refrigeracdo e processadas num tempo médio de 6 horas apds
a coleta.

As necropsias foram realizadas imediatamente apés a morte
dos animais, com colheita de encéfalo, medula, hipdfise, globo
ocular, fragmentos de coragao, pulmdes, figado, vesicula biliar,
rins, bago, rimen, reticulo, omaso, abomaso, intestinos, bexiga,
parétida, tiredide, adrenal, pancreas, juncado costocondral,
testiculos, musculo masseter, lingua, diafragma, intercostal,
cervical, biceps, psoas, longissimo dorsal, semitendinoso e
semimembranoso do membro inoculado e contra-lateral, tecido
celular subcutaneo com pele do local da inoculagéo e contra-
lateral. As amostras foram fixadas em formol a 10%, com
excecdo dos fragmentos de musculos, que s6 foram fixadas
duas horas apos. Os fragmentos sofreram processamento de
rotina para histopatologia (foram desidratados em alcool
absoluto, tratados com xilol, embebidos e incluidos em parafina,
cortados a 5u e corados pela hematoxilina-eosina).

RESULTADOS

Os principais dados sobre o delineamento experimental e
o desfecho encontram-se no Quadro 1.

Dose letal e evolucéo clinica

Dos sete bovinos que receberam doses potencialmente
letais, seis morreram (doses de 0,125, 0,25 e 0,45mg/kg).
O periodo de evolugéao variou de 7 horas 18 minutos a 66
horas 12 minutos. Um animal comegou a se recuperar
apos ter mostrado sintomas de envenenamento durante
92 horas (0,0625mg/kQ).

Inicio dos sintomas

Os bovinos que receberam doses letais do veneno de
(0,125 e 0,25mg/kg de peso), por via subcutanea, apre-
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Quadro 1. Delineamento experimental e desfecho

Bovino  Peso Dose Dose total Vias de Data e hora de  Inicio dos sin-  Evolucao Desfecho

no. administrada inoculagéo inoculagéao tomas apods a

inoculagao

5711 187kg 0,25 mg/kg 46,7mg/1ml Subcutanea 6.6.06 13h43 25 minutos 7 horas e Morte
Macho 18 minutos
5713 152kg 0,25 mg/kg 38mg/1ml Subcutéanea 12.9./06 10h00 1 hora e 18 horas e Morte
Macho 5 minutos 10 minutos
5714 146kg 0,125 mg/kg  18,25mg/1ml Subcuténea 12.9.06 11:00 1 hora e 66 horas Morte
Macho 7 minutos 12 minutos
5715 115kg 0,125mg/kg  14,37mg/1ml Subcuténea 5.12.06 10h20 1horae 14 horas e Morte
Macho 16 minutos 10 minutos
5716 129kg 0,0625 mg/kg 8,0625mg/1ml Subcutanea 5.12.06 11h25 5 horas e 92 horas Recuperou-se
Macho 30 minutos
5717 138kg 0,45 mg/kg 62,1mg/1ml Intramuscular 21.3.07 10h50 35 minutos 9 horas e Morte
Macho 40 minutos
5718 96,5kg 0,25 mg/kg  24,125mg/1ml  Intramuscular 21.3.07 10h57 55 minutos 33 horas e Morte
Macho 50 minutos
5712 187kg 1 mlsolugdo 1 ml solugdo Intramuscular 6.6.06 13h52 - - Controle
Macho fisiolégica fisioldgica
5564 167 kg 1mlsolugdo 1 mlsolugdo Subcuténea 21.3.07 11h05 - - Controle
Fémea fisiologica fisioldgica

Fig.2. Hematoma subcutédneo no membro em que foi inoculado
0 veneno por via subcutanea. Notar a marcada assimetria
entre os membros (Bovino 5716).

Fig.4. Sangramento em lesao prévia da gengiva que se reiniciou
ap0s inoculagao subcutanea do veneno (Bovino 5713).
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Fig.3. Hemorragia, devido a dificuldade na coagulaca
sanguinea, apds teste do tempo de sangramento (Inocula-

¢ao subcutanea do veneno no Bovino 5711).

Fig.5. Hematoma subcutdneo (seta) na prega caudal e
sangramento (no chao), so contido através de garrote (Ino-

culacdo subcutédnea do veneno no Bovino 5713).
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sentaram os primeiros sintomas entre 25 minutos e 1 hora
16 minutos apds a inoculagdo. O bovino que recebeu a
menor dose (0,0625mg/kg) por via subcutanea, nao mor-
reu, porém apresentou os primeiros sintomas a partir de
5 horas 30 minutos apds inoculagdo. Nos dois animais
que receberam o veneno via intramuscular, os primeiros
sintomas foram observados entre 35 e 55 minutos apds a
inoculacao.

Quadro clinico

Em todos os animais observou-se extenso hematoma
centrado no local da inoculacéo (Fig.2), alteragdes no tem-
po de sangramento (Fig.3) e tempo de preenchimento
capilar (TPC) e hematomas em diversas partes do corpo
devido a traumas por contengéo. Em dois animais obser-
varam-se sangramentos em feridas (Fig.4) e em locais
com ectoparasitos (bernes e carrapatos). Os bovinos apre-
sentaram hematoma e sangramento também no local da
colheita de sangue (Fig.5). Um deles (5711) teve seu qua-

Fig.6. Mucosa ocular marcadamente palida (Inoculagéo subcu-

tanea do veneno no Bovino 5713).
Fig.8. Extenso hematoma na subcutis, desde o ponto de inocu-
lacdo subcuténea do veneno até o boleto (Bovino 5714).

dro clinico agravado, pois a colheita foi feita a altura da
jugular. A colheita de sangue passou a ser realizada na
cauda (veia medial caudal), porém o sangramento conti-
nuou a ocorrer, se bem em menor intensidade, porem foi
necessario o garroteamento do local para promover a
hemostasia (Fig.5).

Na fase final do envenenamento, os animais exibiram
mucosas extremamente hipocoradas (Fig.6), aumento da
freqUéncia cardiaca, dispnéia mista e decubito esternal;
0 Bovino 5714 demonstrou falta de apetite e adipsia, além
de apatia e atonia ruminal. Bruxismo s6 foi observado em
dois animais (Bov.5711 e 5716).

Nao houve mudanca significativa nas mensuragdes de
temperatura e frequéncia respiratdria, com excecao do
Bovino 5715, cuja temperatura oscilou entre 39,5e 41,2 e
dos Bovinos 5717 e 5718, com freqUéncias respiratérias
entre 36 e 48. Nos demais, as alteragdes relativas a tem-
peratura e freqiéncia respiratéria somente ficaram evi-
dentes na fase final do envenenamento. O Bovino 5713

Fig.7. Membro posterior esquerdo (a direita) sem hemorragia,
em comparagao com o membro posterior direito que exibe
extensa hemorragia (seta) a partir do local de inoculacao
intramuscular do veneno (Bovino 5717).

Fig.9. Hemorragia intramuscular (seta) e mais intensa na sub-
cutis (cabeca de seta) nas adjacéncias do local de inocula-
¢ao subcutanea do veneno (Bovino 5711).

Pesq. Vet. Bras. 28(6):303-312, junho 2008
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apresentou petéquias e equimoses na gengiva e sangra-
mento nasal (epistaxe) e oral. Hematoquesia foi observa-
do nos Bovinos 5713, 5714 e 5716 e claudicacdo nos
Bovinos 5711,5717 e 5718. Os Bovinos 5713 e 5714 apre-
sentaram fezes ressequidas.

Hemograma, reticuldcitos, proteinas plasmaticas, con-
tagem de plaquetas e fibrinogénio

Na avaliagédo do eritrograma verificou-se progressiva
anemia normocitica normocrémica entre 6 e 24 horas apds
a inoculagéo. Péde-se observar também moderada dimi-
nuicéo no hemataocrito e na concentragéo de hemoglobina.
Os reticuldcitos mantiveram-se dentro dos parametros fi-
siolégicos da espécie bovina. Proteinas plasmaticas e
plaquetas diminuiram moderadamente, com excegao dos
Bovinos 5713 e 5716, cujos niveis plaquetarios permane-
ceram dentro da normalidade. Moderada hipofibrinoge-
nemia foi observada em todos os animais. O leucograma
apresentou-se com eosinopenia e desvio nuclear de
neutrdfilos a esquerda.

Bioquimica sérica

A maioria dos animais apresentou moderado aumento
dos niveis de glicose, uréia, creatinaquinase (CK) e dehi-
drogenase lactica (DHL). Diminuicdo moderada das pro-
teinas séricas totais foi evidenciada em todos os animais,
geralmente, a partir dos tempos 6 e 12, com exce¢ao do
Bovino 5711, que apresentou evolu¢ao muito rapida.

Urinalise
Nao houve quaisquer alteragdes macroscopicas ou na
analise das amostras de urina.

Avaliacao da coagulacao sanguinea

A capacidade de coagulagdo sanguinea foi avaliada
através da coleta de sangue nos tempos 0, 2, 6, 12, 24,
48 horas, apoés a inoculagao e os principais achados es-
tao tabulados no Quadro 2.

Achados de necropsia

Os principais achados de necropsia encontrados foram
extensos hematomas na regido subcutanea (6/6, 6 de 6
bovinos) do membro em que foi aplicado o veneno, desde
o ponto de inoculagao até o boleto (Fig.8) e no interior dos
musculos (Fig.10). Nos animais em que a administragcao
do veneno foi por via subcutanea (4/6), as hemorragias na
subcutis eram mais extensas (Fig.8), porém na musculatu-
ra eram leves (Fig.9), restritas a uma area proxima ao local
de inoculagao. Por outro lado, os animais que receberam o
veneno por via intramuscular (2/6), apresentaram areas
hemorragicas intramusculares bem mais extensas (Fig.10),
e hemorragias subcutaneas menos extensas. Adicional-
mente, foram observadas petéquias na serosa do rimen,
omaso, mucosa do abomaso, vesicula biliar, reto e em tes-
ticulos (6/6) e equimoses e sufusdes na serosa do rumen,
reticulo e do omaso. Havia também equimoses de confor-
magao longitudinal (vibices) na serosa do reticulo (6/6). No
interior da cavidade abdominal havia discreta a moderada
quantidade de sangue (parte liquido, parte coagulado), as-

Fig.10. Extensa hemorragia (area mais escura) na musculatura
(Inoculagao intramuscular do veneno no Bovino 5717).

Quadro 2. Avaliagao da coagulacao sanguinea: tempo de ativacao da protrombina (TAP) e tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPA) dos bovinos submetidos ao envenenamento botrépico?

Bovino Avaliagao sangliinea
n® TAP TTPA TAP TTPA TAP TTPA TTPA TAP TTPA TAP TTPA TAP  TTPA
Oh 02h 06h 12h 24h 48h 120h
5711 192s 26s 354s 30s +1200s 90s - - - - - - -
5713 21s 32s 21s 30s +600s 440s +600s +600s - - - - - -

5714 52s 34s 30s 32s
5715 25s 37s 22's 27s
5716 25s 37s 25s 59 s
5717°  31s 39s 42's 54 s 60s  187s
5718°¢ 30s 42s 42s 70s 49 s 174 s
5712 24s 52s 36s 20s 24s 30s
Controle
5564 24s 59s
Controle

245s 58s 255s 41,3s

234 s

+600s +600s +600s +600s +600s +600s - - - -
+600s +600s +600s +600s - - - - - -
+600s +600s +600s +600s +600s +600s +900s +900s +900s +900s
112s

310s - - - - - -
185s 65s 255s 125s +300s - -
20s 36 s 21s 37s 31s - -

50,8s 246s 42,7s 17,3s 384s - -

2 A interpretagdo das provas de coagulagéo é executada através da relagdo paciente / testemunho, cujo resultado nao deve ser superior a 1,3, isto
é, o valor deve ser no maximo entre 20 e 30 % superior ao testemunho; P 5717 = (ltima coleta realizada 10 horas apds a inoculag&o; © 5718 =

ultima coleta realizada 34 horas apds a inoculagao.
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sim como no intestino delgado (3/5), colon (5/6), reto (5/6)
e bexiga (5/6). Os rins estavam envoltos por grande coa-
gulo (5/6) (Fig.11). As carcagas estavam muito palidas,
assim como o figado, baco, rins e pulmoes (6/6). Hemato-
mas extensos foram verificados no térax (3/6), entre os
musculos intercostais (4° e 5° espagos intercostais) e em
locais que sofreram traumas (6/6). Os linfonodos popliteos
(6/6) do membro posterior direito (local da inoculagéo do
veneno) e alguns linfonodos da cavidade pélvica (3/6) apre-
sentaram areas hemorragicas. Havia extensas hemorragi-
as no endocardio esquerdo e raras petéquias nas auriculas
(5/6).

Achados histopatoldgicos
Tanto nos animais inoculados por via intramuscular (2/
6), quanto por via subcuténea (4/6), a principal alteracéo
histopatoldgica foi hemorragia no local da inoculagao e em
outros locais ja discriminados nos achados necroscopicos.
A necrose muscular, achado importante nos animais
que receberam o veneno por via intramuscular (2/6), ca-

Fig.11. Rim envolto por grande coagulo (Inoculagdo subcuta-
nea do veneno no Bovino 5714).

: ] ol Wl 3 ._“d \1: -I. -. ! & ‘.‘

Fig.12. Hemorragia e hialinizagao (necrose) de fibras muscu-
lares (Inoculagao intramuscular do veneno no Bovino 5717).
HE, obj.25x.

racterizava-se por extensas areas de midcitos com
citoplasma marcadamente eosinofilico, vitreo, sem
estriacdo, nucleos picnoéticos ou ausentes, em meio as
areas de hemorragia (Fig.12). Adicionalmente observou-
se, em algumas fibras, degeneracao flocular (granular)
com formacao de granulos ou massas citoplasmaticas
eosinofilicas, por vezes vacuolizadas, em por¢oes de fi-
bras musculares esqueléticas. Ruptura e hipercontracao
segmentar de fibras (fibras com aspecto “ondulado”) tam-
bém foram observadas. Nos animais que receberam o
veneno por via subcutanea (4/6), havia grandes colecdes
de sangue na subcutis e na derme, porém a hemorragia e
a necrose intramusculares eram leves, restritas a proxi-
midade do ponto de inoculagéo.

Os linfonodos popliteos adjacentes (6/6) ao local da
inoculacao, bem como os da cavidade pélvica (3/6) apre-
sentavam grande quantidade de sangue em seios sub-
capsulares e medulares.

Corpusculos de choque granulares foram observados
nos sinusoides hepaticos de 3 animais (3/6).

Achados adicionais, aparentemente ndo associados
ao efeito direto do veneno, foram presenca de cistos de
Sarcocystis em musculo esquelético e cardiaco (6/6), dis-
creta pericolangite mononuclear em figado (6/6), leve con-
gestao hepatica (3/6), leve tumefagéo (1/6) e vacuoliza-
cao de hepatdcitos (2/6), bem como discretas alteracoes
regressivas em algumas células tubulares renais (3/6) e
em alguns hepatdcitos (3/6) (eosinofilia citoplasmatica e
contragao nuclear). Também foram observados cilindros
hialinos (3/6) em alguns tubulos renais (albuminuria).

DISCUSSAO

Aspectos toxicologicos e de metodologia

A inoculagéo do veneno de Bothrops alternatus em
bovinos produziu quadro hemorragico similar ao relatado
tanto em casos naturais (Grunert 1967, Grunert & Grunert
1969, Menezes 1995/96) quanto nos casos experimen-
tais (Novaes et al. 1986, Oliveira et al. 2004a).

Realizamos neste estudo, experimentos auto-direcio-
nados, isto é, os resultados de um experimento
direcionaram os subsequentes, com o intuito de diminuir
0 numero de animais utilizados. Portanto, optamos inici-
almente pela dose de 0,25mg/kg por via subcutanea, a
mesma utilizada por Araujo et al. (1963). Com esta dose,
o0 periodo de evolucao foi muito curto. Diminuimos entao
a dose para 0,125mg/kg, que possibilitou uma evolugao
mais longa, e melhor caracterizagdo do quadro clinico-
patolégico, embora ainda com 100% de mortes. A dose
foi diminuida novamente a metade, isto € 0,0625mg/kg, o
que provocou sintomas moderados e recuperagao apos
92 horas. Os dois bovinos inoculados com doses de 0,25
e 0,45mg/kg, por via intramuscular, apresentaram claudi-
cacao e ambos evoluiram para a morte.

O prazo para o inicio dos sintomas foi inversamente
proporcional a dose utilizada, da mesma forma que o ob-
servado por Araujo et al. (1963).

Pesq. Vet. Bras. 28(6):303-312, junho 2008



310 Saulo A. Caldas et al.

Quadro clinico geral

A formacao de hematoma no local da inoculagéo por
via subcutanea ocorreu entre 25 minutos e 5 horas e trinta
minutos e caracterizou-se externamente por aumento de
volume sob a pele. Nesse ponto, é importante ressaltar
que, na literatura em geral, esse aumento de volume é des-
crito como edema. Em bovinos inoculados com peconha
de B. alternatus, trata-se de hemorragia (sangue total) e
nao edema. Por outro lado, ndo se pode afirmar que o
mesmo ocorre com relacdo a outros ofidios do género
Bothrops, nem no que se relaciona a outras espécies en-
venenadas, uma vez que venenos ofidicos, comprovada-
mente, podem ter efeitos diferentes em diferentes espéci-
es envenenadas. Tal fato ja foi observado em bovinos ino-
culados com o veneno de Crotalus durissus terrificus, que
nao desenvolveram mioglobindria como parte dos huma-
nos envenenados pelo mesmo ofidio (Birgel et al. 1983,
Graga 2007). Os animais do presente experimento torna-
ram-se menos responsivos aos estimulos externos, havia
aumento da freqiéncia cardiaca, dispnéia mista e hipoter-
mia. Estes achados também foram encontrados por Grunert
(1967), Grunert & Grunert (1969), Méndez (2001). As cole-
tas de sangue realizadas (0, 2, 6, 12, 24, 48 horas) apds a
inoculagéo agravaram o quadro hemorragico determinado
pelo efeito anti-coagulante do veneno. Um animal apresen-
tou agravamento do quadro clinico devido a colheita de
sangue na jugular. Devido a este fato, nos demais animais,
o sangue foi colhido na veia medial caudal (cauda), nesse
caso a formagao de hematoma foi menor e controlada atra-
vés de garrotes. Para os exames laboratoriais € muito im-
portante que a coleta de sangue seja realizada em uma
veia de menor calibre. Hematomas presentes em outras
areas do corpo foram notados, principalmente, em locais
de trauma (tronco de contencéo), achado também obser-
vado por Novaes et al. (1986). Aumento da freqUiéncia car-
diaca, mucosas hipocoradas e hipotermia, achados verifi-
cados nesse experimento, podem ocorrer em choque
hipovolémico. Neste estudo observamos que o acentuado
quadro hemorragico, determinante para a morte dos ani-
mais, levou ao choque hipovolémico.

A freqUéncia respiratdria apresentou oscilacao em dois
animais (Bov.5717 e 5718), provavelmente, devido a dor
causada pela inoculagéo do veneno por via intramuscular.
A temperatura em um animal (Bov.5715) oscilou entre
39,5° e 41,2°C. O comportamento sanguineo desse ani-
mal e o estresse podem ter contribuido para essa altera-
céo (Menezes 1995/96).

O interesse pelo alimento e pela agua foi mantido de
inicio em todos animais, com excegao do Bovino 5714, que
apresentou anorexia, adipsia, apatia e atonia ruminal na
fase final do envenenamento, provavelmente, pelo agrava-
mento do quadro clinico. “Bruxismo”, observado em dois
aniamis (Bov.5711 e 5716), pode ocorrer em situacao de
estresse (Thomas 2000).

Havia presenca de petéquias e equimoses na gengiva
e epistaxe apenas no Bovino 5713; quadro de sangramento
nasal e oral também foi observado por Grunert (1967),
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Grunert & Grunert (1969) e Méndez (2001). Grunert (1967),
Grunert & Grunert (1969) e Méndez (2001) verificaram
hematoquesia em animais naturalmente envenenados,
achado observado em trés animais (Bov.5713, 5714 e 5716)
do nosso experimento.

Claudicagao foi notada em trés animais (Bov.5711, 5717
e 5718) e tornou-se mais acentuada com o passar do tem-
po, principalmente, nos animais que receberam o veneno
por via intramuscular. O mesmo foi observado em casos
naturais descritos por Grunert (1967), Grunert & Grunert
(1969) e Méndez (2001).

Resultados laboratoriais

Na avaliagédo do eritrograma verificou-se anemia normo-
citica normocrémica, ocasionada pelas hemorragias que
variou de discreta a acentuada, entre 6 e 24 horas, apds a
inoculacdo. Esta alteracao também foi observada por Oli-
veira et al. (2004b). O quadro hemorragico causou uma
moderada diminuicdo do hematdcrito e da concentragao de
hemoglobina. Houve moderada diminui¢éao de plaquetas e
proteinas plasmaticas com excec¢ao dos Bovinos 5713 e
5716, cujos niveis plaquetarios permaneceram dentro da
normalidade. A trombocitopenia observada na maioria dos
animais é decorrente da a¢éo de enzimas como trombocitina
e L-amino oxidase, responsaveis pela indugao da agrega-
¢ao plaquetaria. A diminuicdo das proteinas séricas totais
esta relacionada com as intensas hemorragias provocadas
pelo envenenamento botrépico. Este fenébmeno pode ser
explicado pela acao da enzima tipo trombina, encontrada no
veneno, que consome parte do fibrinogénio circulante.

Havia discreta leucocitose caracterizada por neutrofilia,
monocitose, linfopenia e eosinopenia, que pode estar as-
sociada ao estresse. O discreto desvio de neutrdfilos a
esquerda (aumento de bastdes), observado em todos os
animais, pode estar associado ao processo inflamatorio
agudo no local da inoculacao.

Todos os animais apresentaram moderado aumento dos
niveis de glicose, uréia, creatinaquinase (CK) e dehidroge-
nase lactica (DHL). Os niveis séricos de glicose e uréia
sofreram aumento, possivelmente, devido ao estresse.
Barraviera & Pereira (1994) observou que CK e ASAT po-
dem sofrer discretos aumentos decorrentes de lesées mus-
culares causadas pelo envenenamento botrépico. Por ou-
tro lado, Alencar & Servaes (1994) averiguaram que 0 au-
mento de CK também pode ser decorrente de traumatismo
muscular e quadro de choque. Em casos de choque, a
hipotenséo diminui o débito cardiaco e aumenta a produ-
¢éo de lactato, que por sua vez termina por lesar as fibras
musculares; quanto maior o tempo em que o individuo fica
em choque, maiores serao as lesoes tissulares e os niveis
de CK (Cecil et al. 2005).

Verificou-se progressivo aumento do tempo de sangra-
mento, alteragcao descrita em bovinos também por Menezes
(1995/96). O tempo de ativagédo da protrombina (TAP) e
tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) estavam
moderadamente aumentados. O aumento do TAP e do
TTPA indica que as vias intrinseca e extrinseca foram com-
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prometidas e, consequientemente, a via comum. N&o hou-
ve quaisquer alteragdes na urina (clinica e urinalise).

Achados de necropsia

Verificamos alteragdes macroscopicas significativas
que, quando associadas ao histérico, permitem fornecer
subsidios para diagndstico de provavel envenenamento
botrépico. Contudo, aparentemente, ndao se pode estabe-
lecer qual serpente do género é a causa do acidente, a
menos que haja comprovagéo de que o animal foi picado
por aquela espécie de Bothrops encontrada no local. Os
animais que receberam o veneno por via subcutanea apre-
sentaram extensa area hemorragica’/hematoma no tecido
subcutaneo que atingia desde o ponto de inoculagao até o
boleto. Nesses animais, hemorragias intramusculares ocor-
reram somente em uma pequena area proxima ao ponto
de inoculacao, provavelmente, pela distribuicao do veneno
ser maior no tecido subcutaneo. Nos animais em que o
veneno foi inoculado por via intramuscular, também havia
hematomas subcutaneos, porém menos extensos; nesse
caso a maior quantidade de sangue encontrava-se dentro
do musculo inoculado. Grunert (1967), Grunert & Grunert
(1969) e Novaes et al. (1986) também evidenciaram he-
matomas no tecido subcutaneo, porém Novaes et al. (1986)
os interpretaram como “edema” sero-hemorragico subcu-
taneo. O termo hematoma néo € utilizado na maioria dos
trabalhos; os autores empregam a palavra “edema”, ndo
s em bovinos, mas também em humanos e em outros
animais (Araujo et al. 1963, Novaes et al. 1986, Barraviera
& Pereira 1994, Menezes 1995/96, Pérez et al. 1997, Ri-
beiro & Jorge 1997, Bicudo 1999, Teibler et al. 1999,
Méndez 2001). Como j& discutido no quadro clinico geral,
pelo menos em relagédo ao envenenamento de bovinos por
B. alternatus, trata-se de hematoma e ndo edema.

Outro aspecto interessante é o fato das carcacas e 6r-
gaos de todos os animais necropsiados apresentarem-se
muito palidos em virtude da hemorragia e do desenvolvi-
mento de choque hipovolémico. Todas estas desordens
hemorragicas podem ser causadas, provavelmente, por
degradacéao dos fatores de coagulacéo (X, Il, VIIl) (Nahas
etal. 1979, Souza et al. 2000, Cominetti et al. 2003) e com-
prometimento plaquetario (trombocitopenia). Os linfonodos
do membro em que foi realizada a inoculagdo encontra-
vam-se com aspecto hemorragico, ao que tudo indica por
drenarem sangue das areas hemorragicas adjacentes.

Achados histopatologicos

A via subcutanea produziu uma leve necrose nos mus-
culos proximos a inoculagao, provavelmente, devida a di-
fusdo do veneno pela area (Aradjo et al. 1963). Por outro
lado, a inoculagé&o do veneno por via intramuscular, cau-
sou acentuada hemorragia e necrose no interior dos mus-
culos proximos ao ponto de inoculagao, alteracao ja
verificada em bovinos por Araujo et al. (1963) e Oliveira et
al. (2004a). A necrose coagulativa com hialinizacao das
fibras musculares, possivelmente, esta associada a hipdxia
celular e a compressao, ocasionada pela intensa hemorra-

gia, que impede a adequada oxigenacao dos tecidos nes-
sa area.

As alteragOes regressivas observadas, no figado e nos
rins, nao foram consideradas significativas e nem relacio-
nadas diretamente ao efeito do veneno botrépico. Lesdes
semelhantes tém sido observadas em quadros de choque
(Jones et al. 1996).

Diagnostico diferencial

Existem enfermidades que apresentam manifestacoes
clinicas semelhantes as verificadas no envenenamento
botrépico em bovinos; por este motivo, € muito importante
obterem-se informagdes detalhadas do histérico e do qua-
dro clinico-patoldgico.

No que se refere aos aspectos epidemioldgicos, faz-se
necessario o conhecimento da distribuicao geografica e o
habitat das serpentes. Por exemplo, na Regiéo Norte, mui-
tas pessoas associam o acidente ofidico as mortes subitas
em bovinos, porém, segundo Tokarnia & Peixoto (2006) ha
uma superestimacao de casos. Nessa regido, a maior parte
das mortes em bovinos esta relacionada a ingestao de plan-
tas toxicas, principalmente, das que causam morte subita.
B. alternatus, a serpente mais pegonhenta do género
Bothrops, nao ocorre na regiao Amazonica As duas serpen-
tes venenosas que poderiam ser incriminadas, seriam B.
atrox, que tem ampla distribuicdo na Amazobnia, mas nao
produz veneno suficiente para matar um bovino adulto (Ara-
ujo et al. 1963) e Crotalus durissus terrificus, que produz
veneno em quantidade suficiente para matar um bovino adul-
to, porém sé é encontrada em pequenos nichos que nao
compreendem mais de 1% da regiao.O quadro clinico do
envenenamento botrépico em bovinos constitui-se basica-
mente por sintomatologia hemorragica, de evolucéo rapida.
Por esse motivo, a didtese hemorragica (DH) causada pela
ingestéo de Pteridium aquilinum, deve ser levada em consi-
deracgao no diagndstico diferencial. A DH cursa com evolu-
¢ao superaguda a subaguda e esta associada a ingestao de
brotos de samambaia; esta intoxicagdo acomete principal-
mente animais de até 2 anos de idade (Franca et al. 2002).
A intoxicacao por derivados cumarinicos também caracteri-
za-se por quadro hemorragiparo, entretanto, ndo ha aumen-
to de volume localizado (local da picada) (Brito et al. 2005).

Carbunculo sintomatico € uma enfermidade aguda, mui-
to comum em bezerros de 6 meses a 2 anos, e causa qua-
dro de miosite hemorragica grave (Riet-Correa 2001). Se-
gundo Tokarnia & Peixoto (2006) é possivel que carbunculo
sintomatico tenha sido diagnosticado como acidente ofidico,
principalmente, pelo aumento do volume que ocorre na mas-
sa muscular e / ou no tecido subcutaneo de bovinos. No
entanto, a area afetada apresenta-se crepitante (presenca
de gas) e com odor butirico ao corte, além de presenca de
liquido hemorragico com fibrina em cavidades (Riet-Correa
2001).

Carbunculo hematico € uma doenga rara em nosso meio,
porém mesmo assim ainda ha uma tendéncia de se asso-
ciar suas alteracdes ao acidente ofidico, devido a seme-
Ihanca de alguns achados clinicos (Langenegger 1994).
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Entretanto, no carbunculo hematico, além das hemorragi-
as, ha rapida tumefagao da carcaga por distensao gasosa,
edema na garganta, esterno, perineo e flanco e bago amo-
lecido e muito aumentado de volume (Fernandes 2001,
Schild et al. 2006).

No caso dos traumas em individuos “sadios” a caracteris-
tica principal € o edema e em alguns casos, dependendo da
intensidade da leséo, areas hemorragicas restritas; no aci-
dente ofidico o hematoma no local da picada é acentuado.

Este estudo indica que exemplares de B. alternatus, caso
inoculem todo seu veneno, poderiam levar bovinos adultos
a morte. Por outro lado, pelo fato de ofidios serem capazes
de regular a quantidade de veneno inoculada e, possivel-
mente, ndo “considerarem” bovinos como presa potencial,
é provavel que o nimero de acidentes nessa espécie seja
pequeno, o que esta de acordo com o observado na maio-
ria dos centros diagndstico anatomo-patoldgico no pais.
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