Alteragdes fisiolégicas do sistema nervoso central de
ra pelas toxinas de CI. perfringens; Cl. oedematiens e
| Cl. septicum

. por

Genésio Pacheco, Gobert Araujo Costa, Isaac Moussatché e
Milton Thiago de Mello

Interessando-nos estudar a influéncia das toxinas da gangrena gasosa
sobre o sistema nervoso central, para cohfirmagdo da teoria explanada por

PacHiEco & CosTA (1), seguimos duas diretrizes : o estudo das alteragdes
texturais e o das alteracdes funcionais. '

As alteragdes texturais consecutivas a intoxicagdo aguda pelas toxinas

de CI. perfringens, Cl. histolyticum e Cl. septicum, em camundongos, ja
foram objeto dz trabalho anterior (2).

No presente trabalho descrevemos os resultados de nossas experiéncias
no sentido de demonstrar o aparecimento de alteracdes funcionais do sistema

nervoso central, em conseqiiéncia da agdo das toxinas de germes da gangrena
gasosa.

Para a verificagio desta questio empregamos o método de estudo dos

reflexos espinais na preparacdo «medula isolada-trem posteriors de ri, se-
gundc Ozorio bt ALMELDA & Cols. (3). |

O emprégo de preparagées de érgaos isolados tem se revelado um
método frutuoso em fisiologia, para exame da atividade funcional. OZoRrIO
DE ALMEIDA & Cols. acentuam a vantagem de tais métodos eliminarem
influéncias intercurrentes de outros érgdos ou aparélhos nas reacdes neles

promovidas por excitantes ou reagentes, obtendo-se, assim, reagdes organicas
puras, provocadas experimentalmente.

A preparagdo «medula isolada-trem posterior» de ras, utilizada por
ésses pesquisadores no exame do funcionamento nervoso, permite analisar
a reagao motora reflexa da perna, consecutiva a excitagdo mecanica da pata.

Os mesmos autores estabeleceram quais os elementos influentes nos
reflexos obtidos com essas preparag¢des, ou sejam : a temperatura do banho.
fatores sazonais e climaticos, oxigenacdo e teor de CO* (4,5). Em con-
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seqiiencia das altera¢bes decorrerntes de tantas circunstncias, torna-se obri-
gatdério o eémprégo simultdneo de nimero suficiente de preparacdes testemu-
nhas, de contra-prova, na exploracao do fenémeno.

MATERIAL E METODOS'

Toxinas e antitoxinas — Trabalhamos com toxinas parcialmente pu-
rificadas, obtidas mediante crescimento dos clostridios respectivos em meios
de cultura especialmente destinados a sua produgao sendo destes separadas.
por filtracao estenllzante na época apropriada.

A toxina do Cl,. perfringens foi obtida pelo cultivo do germe em caldo
de coracdo de bovino, a 34°C durante 10-12 horas. A do’ Ci. -septicum
foi obtida cultivando o germe em caldo com Bacto-peptona «Difco, gli-
cosado a 1%, durante 10-12 horas a 34° C. A do Cl. oedematiens foi obtida
cultivando o germe em caldo simples. com Bacto-peptona «Difco» a 37° C.
durante quatro dias. A purificagdo era realizada pelo tratamento com sul-
fato de aménio, segundo a técnica de HENRY & LAcEy (6). Finalmente as to-
xinas eram dosadas no seu poder letal em camundongos.

A D.L.M. de cada uma das toxinas era a seguinte :

/

Cl. per[fingens e R .. 0.02 mg
Cl. septicum ................ ciiiiee... 05 mg
Cl oedematzens ............. PR A 0,01 mgq

Nas provas feitas com toxinas neutralizadas, eram utilizadas as .anti-
toxinas padrées fornecidas pelo «National Institute of Healthy de
Washington. ' ' |

- Todas as diluigbes eram feitas em solugdo de Ringer-Locke e preparadas

~de tal modo que o volume a injetar fésse de 1 ml por 100 g de péso vivo

de ra.

A dose de toxina a injetar foi determinada depois de varios ensaios
com cada uma das toxinas, de modo a serem obtidos resultados nitidos.
Com isto verificamos que havia uma dose 6tima, aquém e além da qual
eram muito irregulares os resultados. |

Ris — Os animais utilizados nas provas pertenciam a espécie Lepto-
dactylus ocellatus, muito comum no Rio de Janeiro. Para cada prova eram
utilizadas 10 ras, com o péso médio de 40-60 g; cinco désses animais eram
inoculados com a toxina diluida ou com a mistura de toxina -+ antitoxina
(ras de prova), enquanto os outros cinco eram inoculados sdmente com a
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solucao de Ringer-Locke ou com a mistura desta solu¢ao com antitoxina,
respectivamente (ras testemunhas).

ApoOs a inoculacao, as ras eram conservadas rigorosamente nas mesmas
condi¢coes, em recipientes individuais, a temperatura comum do laboratoério.

Técnica da inoculacado — No inicio dos trabalhos procuramos deter-
minar qual a via mais apropriada para a obtencao dos efeitos téxicos, bem
como o prazo Otimo para que a toxina se fixasse no sistema nervoso central.

A via subcutanea foi desprezada porque a inoculagao da toxina era
sequida, em geral, de necrose da regiao e as substancias entao produzidas
iriam, certamente, mascarar os fenémenos pesquisados.

A via endovenosa também foi desprezada porque os resultados eram
extremamente irrequlares, além do grande nimero de animais mortos em
cada prova.

Finalmente escolhemos a via intratraqueal, fazendo as inoculag¢oes direta-
mente no saco pulmonar, com o que obtivemos bons resultados.

A técnica da injecao era muito simples. Um auxiliar, com uma das
maos, sequrava o animal pelas pernas e com a outra abria a béca da ra
passando uma pin¢a comum de disseccao, um pouco atras dos olhos. Em
sequida o operador segurava com uma das maos a extremidade livre da
lingua da ra, puxando-a para fora da bdca, enquanto que com a outra
prendia, por meio duma pin¢a de forte pressao, a parte cartilaginosa do
assoalho da cavidade bucal, correspondente ao corpo do osso hioide, ta-
zendo pequena tracao para féora da bdca (Fig. 1). Com isto o assoalho

Fig. 1 — Ra em posican, Fig. 2 — Introducao da Fig. 3 — Agulha introdu-
nronta para ser inoculada. ponta da agulha no orificio zida no saco pulmonar,
da glote, atravez da glote.

da boca se tornava perfeitamente visivel, notando-se a abertura da glote.
Nésse momento o operador soltava a extremidade da lingua e empunhava
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a seringa de tipo tuberculina, com agulha de injecao (encurvada e com ponta
romba), contendo ja o volume conveniente de toxina diluida, correspondente
ao péso da ra, ou simplesmente a solucao de Ringer-Locke, nas inocnulacoes
testemunhas. Mantendo a pequena tracao com a outra mao, era introduzida
no orificio da glote a ponta da agulha (Fig. 2). Feito isto, eram executados
pequenos movimentos de lateralidade, com o fim de atingir o interior do
saco pulmonar, o que era facilmente percebido pela facilidade com que a
agulha se introduzia profundamente através da glote (Fig. 3). Injetava-se.
entao, o liquido.

h0 T : T 1 M
|

3 |— NS S S SV

4 S——— a2 | |

It -

)

Lé

Ly

AL

Lo

(9

iy -

L

07

: e
i '.-—-? g
=
A
I 2
| S : | " . L -

(] 1 - o 5 ‘" (1 iv 1“ oh A [N (S Lé ) 39 b | ] LR i 40 LT S
KFig. 4 — Acao da tffnnmral;um ao banlio e da época do ano, sobre o tempo de duracido cos
reflexos. Segundo Ozorio de Almeida & Cols. (4).

T'empo de incubacdo — Depois de varios ensaios, verificamos que o

prazo de trés dias era o mais conveniente para que se processasse a intoxi-
cagao do sistema nervoso central, motivo pelo qual os animais eram obser-
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vados durante ésse prazo de tempo, sendo os recipientes lavados diariamente.

no minimo uma vez, para evitar a absorcao de produtos de excrecao através
do tegumento.

v

Iig. 5 — Preparacio medula isolada — trem posteroir de ra. Vista corsal.
Segundo Ozorio de Almeida & Cols. (7).
T'écnica de preparacao da «medula isolada-trem posterior» — Em vir-

tude de terem Ozorio DE ALMEIDA & Cols. verificado a grande influéncia
da temperatura do banho de Ringer em que é mergulhada a medula, bem
como da estacao do ano, procuramos, sempre que possivel, fazer grande
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nimero de preparagdes levando em conta ésses fatores. Ainda mais, conforme
ja havia sido assinalado pelos autores citados, as diferencas nos tempos de

duracao dos reflexos se fazem sentir com maior intensidade, de acérdo
com a época do ano e a temperatura do laboratoério, em torno dum étimo
de temperatura do banho que oscila de 18 a 20°C (Fig. 4). Sendo assim.
sempre que o numero de ras era pequeno, em virtude de morte dos animais.
antes da realizacao da prova, procuravamos fazer as determinacdes nessa
faixa de temperatura.
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Fig, 6 -— HEsquema do aparelho empregado para o resfriamento do sistema nervoso isolado
(banho de Ringer). Segundo Ozorio de Almeida & Cols. (7).

Para fazer as preparacdes sequimos a técnica descrita por OZORIO DE
ALMEIDA & Cols. (3,7), a qual transcrevemos a seguir : «Corta-se a medula
separando-a do encéfalo e prende-se a ra numa placa de cortica. Incisa-se
a pele do dorso longitudinalmente desde o anus até a cabeca, afastando
lateralmente as duas porc¢ées. Depois de ter cortado também as grandes
aponevroses dorsais, levanta-se o sacro com uma pinca, cortando com a
tesoura os miusculos sacro-coccigeano e ileo-coccigeano que recobrem os
nervos lombares. Estes sao rapidamente dissecados e isolados. Introduzindo
tm dos ramos da tesoura de cada lado, entre o osso iliaco e a linha lateral
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da coluna vertebral, fazem-se incisdes paralelas a esta, por fora das apoéfises
transversas das vértebras, até atingir a seccao superior, que separou a coluna
vertebral do cradnio. Termina-se o isolamento da coluna cortando todos os
6rgaos ou tecidos que estdo presos a ela; rebate-se a mesma para tras,
para concluir a preparagio isolando os ossos iliacos ¢ separando o trem
posterior de todos os érgaos vizinhos». ( Fig. 5). Suspende-se a preparacio
num suporte, por meio dum fio de linha grossa, preso a cada extremidade
do osso iliaco. ' |

Para a observacdo do tempo de duracdo dos reflexos, sob a influéncia
de varias temperaturas do banho, a medula isolada é resfriada por meio dum
pequeno aparelho (Fig. 6) descrito por Ozorio DE ALMEIDA & Cols. (7).

O banho de Ringer onde é mergulhada a coluna vertebral contendo
a medula, é préviamente colocado a temperatura *desejada, para cada de-
terminacdo. Tendo sido feita rapidamente a preparacdo, os reflexos sdo

examinados e a medula é mergulhada no banho.

Os reflexos sdao examinados pincando manualmente os dedos ou outras
regides das patas, mais ou menos fortemente. Em nossas experiéncias a
excitacio era provocada de trés em trés minutos, diminuindo o intervalo
para um minuto, quando percebiamos que os” reflexos estavam em vias de
se esgotarem, a fim de ser melhor precisado o momento de seu desapare-

cimento.

A reagao motora da perna, por excitacio mecdnica da pata, traduz-se,
em geral, por uma flexao porém, quando a temperatura do banho é superior
a 20° C, as primeiras flexdes seguem-se apenas reflexos de extensido das
pernas.

RESULTADOS DAS PROVAS

Os graficos que apresentamos resumem os resultados que obtivemos.
de modo a verificar nao somente a influéncia da temperatura do banho e

da época do ano, como também, e principalmente, a influéncia da dose de

toxina.

5

Clostridium perfringens — QOs graficos de n.® 1 e 2 mostram que,
quando a quantidade de toxina foi insuficiente, a resposta foi irregular.
Por outro lado, na dose de 0.01 g de toxina por 100 gramas de ra (gra-
ficos n.”” 3, 4, 5), a resposta foi bastante regular. Com dose um pouco
mais elevada, foi obtido um encurtamento ainda maior do tempo de duracio
r.0s reflexos, em comparacido com a testemunha (Grafico n® 6). |

—
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L

. Os graficos n.” 7 e 8 demonstram com bastante nitidez que quando a
toxina estava neutralizada especificamente com antitoxina, havia coincidén-
cia nos tempos de duragao dos reflexos ou entdo ésses tempos eram maiores

nas preparac¢des provenientes de ras inoculadas com toxina mais antitoxina,
do que nas inoculadas apenas com’ antitoxina.

-

Clostridium oedematiens — Os graficos de n.* 9, 10 e 11 demonstram
que com .a dose 6tima de 0.015g de toxina por 100 g de ra, o tempo de
duracdo dos reflexos ficou sensivelmente diminuido, em comparacdo com as
testemunhas. A discrepancia encontrada no terceiro ponto da ultima curva
deve correr por conta de variacdes individuais ‘das rds, da mesma forma

que no terceiro de uma das experiéncias com atoxina neutralizada (Grafico
n’ 12 e 13).

Clostridium septicum — Na dose de 0.015 g de toxina por 100 g de ra,
os resultados foram variaveis, conforme se verifica pelos graficos de nimeros
14 e 15; no primeiro, correspondente a uma prova feita no inverno, houve
concordancia no tempo'de duragdo dos reflexos; no segundo, relativo a uma
prova feita no verdo, os resultados foram mais nitidos. Com a dose maior
(Graficos n.**'16 e 17), os resultados foram significativos; nas duas provas
realizadas, foram feitas prepara¢des em duplicata na temperatura de 14°C

(ras A e B).

A prova feita com toxina neutralizada especificamente, mostra haver
coincidéncia num ponto da curva e pequenas varia¢cdzs nos outros (Gratfico

n.° 18)-

Conclusées — Qs resultados encontrados por nés, dos quais apontamos
no presente trabalho apenas os mais significativos, mostram que as toxinas
gangrenosas elaboradas pelos CI. perfringens, Cl. oedematiens e Cl. sep-
ticum determinam um encu;témento do tempo de duracio dos reflexos cs-
pinais em preparacdes de “medula isolada-trem posterior, de Leptodactylus
ocellatus, em ultima analise, uma alteracao do funcionamento nervoso.

ABSTRACT

. The authors carried on experiences in order to confirm the neurotoxic
theory of gas gangrene explained- by Pacheco & Costa, using preparations
of .isolated cord-posterior train of Leptodactylus ocellatus as described by
Ozorio pE ALMEIDA & Cols.

/
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Frogs were intoxicated 3 days before the test with parcially - purlfled
toxins of CL perfrmgenc Cl. oedematiens and Cl. septicum. |

The intoxication produced a shortening of spinal reflexes duration time

of such preparations, showing a typical alteration of the reflex activity’ of“
the spinal cord. I |

~
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1 — Dese insuficiente : resultados irregulares.

2 — Dose insuficiente ; resultados irregulares.

4 —— Dose suficiente; resultados regulares.

4+ — Dose suficiente: resultados regulares.
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o — Dosge suficiente ; resultados regulares.

6 — Dose suficiente, aumentacda ; resultados mais
nitidos .
« — Neutralizacao dos efeitos toxicos.

8 — Neutralizacao dos efeitos toxicos.
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4 — prose suficiente: resultados reguiares.

10 — Dose suficiente; resultados regulares.

Dose guficiente ; resultados regulares.
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12 — Neutralizacio dos efeitos toxicos.
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13 — Neutlralizacio dos efeitos toxicos.

14 — Dose insuficiente; coincidéncia dos tempos de
duracao dcs reflexcs. Prova feita no inverno.

. =

Lo —  Jresultado obtido com a mesma
dose de toxina. no verao.

16 — Dose suficiente; resultados regulares.
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