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ESTUDOS SOBRE A CAUSA DE MORTE NO TETANO

IV — Tétano experimental no camundongo branco: quadro clinico,
metabolismo, glicogénio hepatico e resisténcia 3 asfixia

Kurt KLOETZEL

RESUMO

Neste trabalho foi estudado primeiramente o quadro clinico determinado por
doses varidveis de toxina tetdnica, comprovando-se que doses baixas se fazemr
acompanhar de hipertonia muscular, enquanto que doses muito elevadas produzem
paralisia completa do animal, com grande redugfo tanto no perfodo de incubagdo
como no tempo de sobrevida. A hipertonia muscular ndo se mostrou incompa-
tivel com a sobrevida nos animais injetados com baixas doses de toxina, verifi-
cando-se recuperagio completa. Nenhum dos animais apresentou espasmo gene-
ralizado, corriqueiro no tétano humano de média e grande gravidade, indicio
certo de que a causa de morte nesita enfermidade deverd ser procurada alhures.

Animais injetados com 1,5 e 4,0 DMM (padronizados para o cobaio) recupe-
ram o seu péso quando alimentados apds periodo de jejum, mesmo depois que
sintomas de tétano ja se manifestaram. Da mesma forma, observa-se no grupo
injetado com 4,0 DMM que o glicogénio hepatico volta a seus niveis iniciais du-
rante a realimentagio, o que indica que a “lesio bioquimica” que supomos existir
no tétano ou ndo interfere na sintese do glicogénio ou se manifesta apenas como
fenémeno terminal. .

O metabolismo do animal injetado com toxina tetinica sofre pronunciada
queda nas séries com 40.000 e 100 DMM, a despeito de acelerado consumo de
glicogénio hepatico. Esta evidéncia de incompletd metabolizacio dos carboidratos
parece-nos indicativa de um bloqueio enzimético determinado pela toxina tetdnica
no camundongo branco.

O tempo de sobrevida a baixas tensbes parciais de oxigénio é sensivelmente
menor no animal inoculado, mesmo quando éste f6r examinado antes de se ma-
nifestarem os sintomas de tétano. A nosso ver isto alesta a existéncia de um
bloqueio no metabolismo anaerébio dos carboidratos.

Estes achados nfio sdo especificos do tétano, como mostrou a revisdo biblio-
grafica. Estamos ainda impossibilitados de decidir se os fendmenos aludidos
constituem a “causa de morte” da doenga ou se sfo apenas fendmenos terminais,
subsididrios a uma intoxicagio mais extensa.

INTRODUCAO

Em trabalhos anteriores® focalizamios o

de ensaios preliminares em camundongos bran-

quadro clinico e laboratorial do tétano hu-
mano.. Como fase preparatéria para inves-
tigagbes mais pormenorizadas da acdo histo-
toxica da toxina tetdnica efetuamos uma série
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clinicos nestes animais de laboratério como
colhér dados sdbre o metabolismo energético
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de Mol. Trop. e Infectuosas (Prof. J. A. Meira).



KLOETZEL, K. — Estudos sébre a causa de morte no tétano.

3:290-297, 1961.

IV. Rev. Inst. Med. trop. Sdo Paulo

quadro determinado por diferentes doses de
toxina, foi mister a execu¢do de diversas
séries de experiéncias.

Trabalhos de Wensinck & col.r% 1810 j3
anteriormente haviam mostrado a existéncia
de uma “lesdo bioquimica” no tétano expe-
rimental. Cumpria-nos no presente trabalho
verificar se também “in vivo” indicios de
um distirbio no metabolismo dos carboidra-
tos podiam ser verificados.

MATERIAL E METODOS

Utilizamos camundongos brancos de 20-25
g de péso, em boas condigdes de sande. A
toxina lhes era injetada debaixo da pele do
dorso, em concentrages varidveis. Empre-
gamos a toxina bruta do Instituto Butantd;
esta toxina contém 40.000 DMM por ml, sen-
do titulada para o cobaio.

Os animais submetidos ao jejum eram dei-
xados em gaiola metdlica completamente lim-
pa e a éles era fornecida dgua durante todo
o periodo da experiéncia.

O metabolismo era medido em aparelho
especial, sendo o animal encerrado numa
cesta metalica que, sem restringi-lo demais,
impedia-lhe contudo a movimentagio ampla.
O aparelho era enchido com ar. Cada ex-
periéncia durava 30 minutos, sendo iniciada
depois que se verificara o equilibrio térmico
do aparelho. As experiéncias realizavam-se
a 23°0C, mais ou menos. O aparelho era
coberto com um pano, a fim de se eviiarem
os estimulos visualis.

Para a determinagfo do glicogénio hepa-
tico era o animal sacrificado com uma pan-
cada na nuca, imediatamente aberto e um
fragmento de figado imerso em solugdo fer-
vente de potassa caustica. A dosagem obe-
deceu as normas expostas por Hawk & col.®.

Determinava-se o tempo de resisténcia a
asfixia encerrando um animal inoculado e
um controle em um baldo de vidro, dentro
do qual se fazia entrar uma mistura de ni-
trogénio com 3-5% de oxigénio. O animal
era declarado morto quando cessavam os mo-
vimentos de “gasping”.

A verificagiio do tempo de incubacio do
tétano experimental baseia-se em critérios
um tanto subjetivos. Com doses de toxina

que determinam hipertonia muscular o pri-
meiro sinal é a dificuldade no andar; mais
precisa ainda é uw'a manobra de que atual-
mente langamos mio e que consiste em pen-
durar o animal pela cauda e observar se
éste - consegue curvar o corpo para cima,
numa tentativa de libertacgo. Findo o pe-
riodo de incubagio do tétano se pode notar
que a flexibilidade do tronco é miaior num
sentido que noutro. Quando o camundongo
fér injetado com doses macicas de toxina
(em nosso caso 10.000 e 40.000 DMM), o
primeiro sinal de tétano é a taquipnéia, s6
mais tarde observando-se sinais mais eviden-
tes de paralisia muscular.

Os sinais clinicos foram observados em
127 animais injetados com doses variaveis
de toxina. As nossas observagOes serdo reu-
nidas sob quatro tdpicos, dada a semelhanca
do quadro clinico para doses de toxina da
mesma grandeza.

Dados sébre o metabolismo e o glicogénio
hepatico normal foram obtidos em 55 ani-
mais contrdles. Os mesmos fenbmenos e ain-
da a perda de péso do animal foram obser-
vados em 99 camundongos inoculados. O
Quadro I fornece maiores pormenores.

QUADRO I

Padronizacdo das experiéncias constantes da

Fig. 4.

Dose de toxina Ne de
Série (DMM para cobaio) animais
A 40.000 18
B 100 5
C-1 10 5
C-2 10 .5
D-1 4 12
D-2 4 12
D-3 4 12
E-1 1,5 10
E-2 ‘ 1,5 10
E-3 1,5 10 »

201



KLOETZEEL, K, — Estmdos sabre & cansa ile moarte

T80T, 1061,

RESULTADGSE

1) Cuadro elinico

(rrupo | Tempo de incubacio maior
gque 100 horas 10,1-0.5 DMM ).

A sintomatolooia mais evidente & a hiper-
tonia muscular, que = manilesta mais co-
mumente come wma eseoliose, acompanhada
da hipertonia dos membros anterior e pos.
terior do lado da concavidade do troneo [ Fig,
1y, Ocasionalmenle ¢ s6 a escoliose que se
[az notar. Mais raramente exisle apenas a
hipertonia  dos  dois membros  posteriores
(Fige 2). devendo isto ser conseqiiéneia de
particularidades na absorgio da toxina inje-

Fig. 1 — Camundonge Injetado com 05
DMM de toxinn tetdnica 150 horas anles

Flg. 2
da figura anlerior mas apresentando guadro
clinkeo diferente.

— D mesmo grupo gue o anbmal

na titano, IV,
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tada,  Nos animais menores oun com as de-
ses maiores  pode  observarse  comprometi-
mento mais generalizado, como pélo ericado
e maior emagrecimento.  Neste  grupo  de
animais ndo ha evidéncia de comprometi-
mento respiralorio, nfio aparecem  espasmos
ou a “sindrome cefdlica®™.

Com 0,1 & (.25 DMM s0 os animais me-
nores l&m sintomas,  Fslas doses sfo compa-
tiveis com a sobwevida ¢ mesmo com L5
DM apenas um dentre dez animais vem a
marrer. g hem ques todos tenham sinais eli-

nicos. A recuperacio = faz rdapidamente,

ji com AW horas ndo restando sinais do
tétano,
Cuqm I — Tempa de incobacio de

15-50 horas {1.0-5,0 DM ).,

Todos o= animais Bm sinaiz de tétano e
todos vitm o morrer: da doenca,

A rigides muscular, em tudo semelhante
aguela do grupo anterior, sempre esla pre-
senle, o sua intensidade nio guardando re-
lagan com o tempo de sobrevida,  Além da
hi|_11'|'lulﬁﬂ observa-se  comprometimento  ge-
neralizado, com laguipnéia o hiperponéia, pé-
lo erigado e & véees priapismo,  Os animais
exibem a “sindrome cefilica™ ja registrada
por ProreMes & WanTnas 1% com epistaxe.
repuxamento dos misculos Taciais ¢ secvegio
oeular que recobre em crostas a vima pal-
pehral.

()5 animai= nio Em convulsfes on espas.
mosz  seneralizadoz. Ao manuseio. que so-
bremaneira abrevia o tempo de sobrevida,
nota-se com freqiiéneia a parada respiraldria
e subseqgiiente “easping”. via de regra se-
guida de morte.  Nio sabemos se houve nes-
lez animaiz esgpazmo de glote oo espasmo
de t8da o muosculatura vespiratoria.  Duran-
te £sle acidenle o animal esvazia a bexiga.

Griopo [II — Tempo de incubacio mé-
dio de 9 horas (1000 DMVM ).

A cscolioge e a rigider dos membros é
inconstante ¢ menos acentuada.  FEm Tugar
da escoliose nolamos por vézes o apareci-
mento de uma “eorcunda”, isto & uma lor-
doze lombar acentoada.

()2 outros sinais clinicos =io idénticos aos
do grupo anterior.
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Crupo 110 — Tempo de incubacio me-

nor que 8 horas  (HLOOO e 0000

MM,

56 em dois animais pudemos observar hi-
pevlonias musculares, com diserela escoliose,
Predoming, ao contririo, a paralisia de toda
a mesculatura, que = inicia via de regra
Ao cami-
nhar o animal apoia a cabega sdbre as pa-
ta= dian
o suportar.

]JI'|I1 |Il'.‘-'1"“[:1l L& 1'Er||.l|.l‘]|. l'.‘-'i'ﬂ!lll:]l.l.r.

as, como s [dra excessivo o péso
A respiracio & ripida ¢ empe-
nha toda o musenlatura, o troneo argquean-
Pro-
ximo a0 fim intercalam-se periodos de ap-
néia, provivelmenle por exaustio fisica,

do-se o cada movimento respiraliorio.

Choande a deambulacio nido & mais possi-
vel o animal tlem aspecto “em  ampulheta™

WakTmay 12,

Cio, po

Seoundo a nossa  interprela-

. dsto independe de retracio dia-
fragmatica, como quiseram ésles aulores, mas
da paralisia da parede abdominal, que loca
o =olo. Quando o animal e dependurado
rH'l-'l |'i,|.|.|[!l|. ||i‘|!] 1'1']]"“';1"' I'Hl'"“:ttr r“"r!l]l“'“
movimenlo de defesa: esta flacido como uma

boneea de pano,

Fig. 3 — aAnimal
com 40000 DMM de toxing

||'IJ£'H‘I.IH] 4 horas antes

tetinlea,

Com doses macicas como ezlas nio = ve-

rilicam  espasmos, nio ha “gasping”  nem

“sindlrome celalica™.  Nolamos priapismo si-

menle uma viez,
A morte & trangiiila, apés um periodo de

aproximadamente o ddbro do lempo de in-
eubagio,
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no tédang, 1Y,

2y Mecanismo de morte

Temos a impressio que o2 animais o
grupo [_e mesmo alguns do grupe 11 mor-
FEm POr CAqUEXia. por i!l1iHJHhi|!liIi:liHl|l‘ de =¢
alimentarem.  Sé os animais mais rigidos
vem a morrer, com uma perda média de
péso de 267,

As mortes por nos presenciadas nos gru
pos Il e 11l deram-se apds apnéia, por es-
sasmo de oglote ou da muscolatura respira-

L=}
Lori.

Nio conseguimos caraclerizar a morle no
grupo IV por nenhum sinal objelive. Ao
se alrirem o= animais apos a parada respira-
toria, ainda esti bem corado o sangue arle-
rial @ continua batendo o coragio. Se an-
teciparmos o desfecho, sacrificando o ani-
mal com  éler. nolamos que resisle tanlo
lempo ao aneslésico como o8 animais  con-
trivles,

AV Perda de pise durante o tétano
(Fig. 4)

Esta ndo foi determinada para a série A,
em vista do corto tempo de sobrevida,  Os
dados para a série E mostram que os ani-
maig nio submelidos ao jejum perdem peso
tardiamente, quando os sinais  clinicos  jd
Por ocasiio da morte de
metade déstes animais o peso médio do gro-

esldn -ﬂ"-'HTI-l;ui{fl-“.-

po é de 87% do péso inicial, confirmando
gque com 1.5 DMM a morte nio se deve a
inanigio,
séries b e G0 com perda média de pézo de,
respeclivamente, 9 ¢ 5.

O mesmo podemaos dizer para as

Az séries D ¢ E mostram que os animais
recuperam o piso inicial apds o jejum, acha-
do a que vamos alodir mais adiante,

4 Metabolisme durante o tétano (Fiz, 4)

() metabolisme do animal ndo inoculado,
normalmente alimentado, & de 1,01 ml de
oxigfnio por minuto, em média.

(} metabolisme durante o tétano & baixo:
vgla queda & menos intensa nas séries G, D
¢ K, inoculadas com doses menos macigas de
toxina. As divergfncias que aparecem na
série [ enlre o2 animais em jejum e oS nor-
malmente alimentadozs ge devem, a nosso ver,
ao reduzido niimere de animais examinados,
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Fig. 4 — Péso, metabolismo e glicogénio hepitico nas 5 séries de experiéncias (vide

Quadro I).

A queda no metabolismo é pronunciada
nas séries A e B. Este ponto serd discutido
mais adiante.

5)

Glicogénio hepdtico durante. o tétano

(Fig. 4)

O figado dos animais contréles contém em
média 0,65% de glicogénio.

Apesar de metabolismo mais baixo, veri-
ficamos que os animais da série A perdem
quase 709% do seu glicogénio nas 10 horas
subseqiientes & inje¢io de toxina. Também
foi grande esta perda nas séries B e C.

As experiéncias da série D indicam que
o glicogénio hepatico € ressintetizado apds
jejum, mesmo depois que os sinais clinicos
de tétano ja se manifestaram.
~ Néo foi dosado o glicogénio nas experién-
cias da série E.
6)

Resisiéncia o asfixia

S&o os seguintes os nossos resultados:

294

QUADRO 1II

Tempo de sobrevida em ambiente de nitrogénio

com 3-5% de oxigénio de animais injetados 48

horas antes com 10 DMM de toxina teténica,
em confronto com animais normais.

-E Tempo de sobrevida

8 (seg.) Sintomas do- animal

‘g com tétano

é Tétano Controle

270 125 Escoliose grande,

2 50 180 Escoliose grande.

3 65 110 Rigidez generalizada.
Laringospasmo
momentos antes.

4 25 60 Escoliose discreta.

5 120 150 Escoliose discreta.

6 345 600 Escoliose discreta.

7 50 230 Escoliose discreta.

8 135 185 Escoliose grande.
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Para remover possiveis objecGes a esta
série de experiéncias, decidimos repetir os
ensaios com animais ainda assintomaticos:

QUADRO III

Tempo de sobrevida em ambiente de nitrogénio

com 3-5% de oxigénio de animais injetados 20

horas antes com 10 DMM de toxina tetanica,
em confronto com animais normais.

Experiéncia Tempo de sobrevida (segundos)
ne Tétano Contrdle
1 135 210
2 330 135
3 105 350
4 135 355
5 80 170
6 150 225
7 5 270
8 180 240
9 230 410
10 110 200

DISCUSSAO E CONCLUSOES

PerrLoja®? ja mostrara que o tempo de
incubago no tétano experimental é tanto
menor quanto maior fér a dose de toxina
administrada. De um modo geral observa-se
0 mesmo no tétano humano, que é tanto
mais grave (isto é, maior dose de toxina fi-
xada) quanto menor o tempo de incubagio.

Anteriormente ® ji dissemos duvidar que
as manifestagbes mais Obvias do tétano hu-
mano, como espasmos e hipertonia muscular,
pudessem ser invocadas como causa de mor-
te nesta doenga. Acreditamos que as nossas
experiéncias em animais de laboratério
apoiam esta crenga. Os animais do grupo I,
mesmo aquéles com considerdvel rigidez mus-
cular, freqiientemente sobrevivem a enfermi-
dade; espasmos generalizados jamais foram
por nés observados, o que acreditamos de-
ver-se a4 via de adminisiracio da toxina.

Diversos motivos nos fazem supor que, tivés-
semos dado a toxina por via intramuscular,
e diferente seria o quadro clinico neste par-
ticular,

Doses elevadas de toxina determinam nfo
a hipertonia mas a paralisia flicida de t6da
a musculatura. Apesar de nfo ser licita a
tentativa de fazer um paralelo entre os nossos
animais e o tétano humano, ji que tio altas
quantidades de toxina provavelmente nunca
estardo em jogo, lembramos que o tétano pa-
ralitico é de hi muito conhecido* e que a
paralisia diafragmdatica ja foi por néds veri-
ficada numa série de pacientes ®.

Sugerem ainda os nossos dados que o ema-
grecimento durante a doenga provavelmente
é reflexo apenas de méa alimentacio; certa-
mente ndo estd aumentado o metabolismo
do animal inoculade. Mostramos -anterior-
mente ? que a cetonuria e o exagerado cata-
bolismo das proteinas em nossos pacientes
desaparecia uma vez que lhes fornecéssemos
carboidratos em quantidade ndo muito su-
perior aquela necessiria em individuo nor-
mal.

WensiNcK & col?? %% ° mostraram  que
existe no tétano local e generalizado um
bloqueio no metabolismo dos carboidratos.
Algumas de nossas observagGes presentes,
bem como estudos “in vitro”, objeto de ou-
tro trabalho ® o confirmam. Referem ainda
os autores acima mencionados um distéirbio
na sintese do glicogénio, achado que nio
pudemos reproduzir. Os animais das séries
C, D e E recuperaram péso quando reali-
mentados apés jejum, e os da série D re-
cuperaram todo o seu glicogénio hepatico.
A hiperglicemia, tdo freqiientemente encon-
trada no tétano humano ®, parece igualmen-
te indicar que o glicogénio hepatico nfo se
enconira exausto, ‘

Também STAUDINGER *° pdéde encontrar di-
minuigio no glicogénio do figado no tétano
experimental. Os nossos dados permitem
acreditar que isto se deva ndo a distirbios
na sintese, mas a incremento no consumo.
Por certo ndo é resultado de jejum, ndo sé
em vista dos achados de nossa série E, mas
considerando a série A, onde o glicogénio
do figado cai pronunciadamente no interva-
lo de algumas poucas horas.
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Ora, verifica-se, particularmente nas séries
A e B, um acelerado desgaste no glicogénio
sem que o consumo de oxigénio sofra acrés-
cimo. Um fenémeno desta natureza ja per-
mite afirmar que no distiirhio biogquimico
desencadeado pela toxina tetdnica certamen-
te ndo participa um “desacoplamento” da
fosforilagdo oxidativa, como ocorre com os
horménios da tireéide e nas intoxicagbes por
dinitrofenol e outras substdncias?® Lembra
antes uma degradagdo incompleta dos car-
boidratos,

Estas alteragGes nfio sdo especificas do té-
tano. A simples injecdo de epinefrina no
animal de laboratério causa pronunciado des-
gaste no glicogénio hepatico uma hora apés
a injegdo, como mostraram WaLaas & Wa-
Laas*®, O aumento no consumo de glico-
génio ji foi observado por LE PAGE no cho-
que hemorragico* e no choque trauméti-
co . GREEN & STONER ® mostraram exaus-
tdo do glicogénio e diminui¢do no consumo
de oxigénio nos estados de choque, admitin-
do a existéncia de um bloqueio no metabo-
lismo dos carboidratos. Born 2, contudo,
acha éste conceito por demais simplista, mos-
trando que a administracio de hexose difos-
fato, piruvato e succinato ao animal nfo se
mostra eficaz no tratamento déstes quadros
clinicos. AMBROsOLI & ScARPIONI' estuda-
ram o choque pelo esmagamento (“Crush
syndrome™), encontrando diminui¢fo no gli-
cogénio do figado e aumento na glicose-1-
fosfato e glicose-6-fosfato. Acreditam num
bloqueio déste estigio em diante.

Esperar-se-ia que a diminui¢do do meta-
bolismo do animal se acompanhasse de au-
mentada resisténcia & asfixia, desde que as
outras condigdes nfo mudassem. Mas nio é
isto que verificamos: mesmo na fase de in-
cubagdo do tétano é sensivelmente mais re-
duzido o tempo de sobrevida a atmosferas
pobres em oxigénio. Nio acreditamos que
isto se deva & exaustdo do glicogénio dos
tecidos. SMITH & OSTER* mostraram que
0s gatos em jejum resistem mais a asfixia
e em experiéncias nfo incluidas neste tra-
balho verificamos que o mesmo se aplica
ao camundongo. Além disto, o figado de
nossos animais ainda continha 0,449 de gli-
cogénio 20 horas apbés a administragio de
toxina tetdnica, quando foram feitas as ex-
periéncias reproduzidas no Quadro III
Quanto ao encéfalo, é sabida a tenacidade
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may ensue.

com que mantém integro os seus estoques
de glicogénio.

HmwicH 7 mostrou que a injegfo de ini-
bidores da glicolise diminui o tempo de so-
brevida & asfixia. Também os nossos da-
dos atuais podem ser interpretados como-
mais um .indicio da existéncia de um blo-
queio bioquimico no tétano experimental,
tese que serd debatida mais pormenorizada-
mente em outro trabalho ®.

SUMMARY

Studies on the cause of death in tetanus.

IV ~— Experimental tetanus in white micer

clinical features, oxygen consumption, liver
glycogen and resistance to asphyxia.

In this preliminary study on experimental
tetanus the clinical features following the
injection of various amounts of tetanal toxin
were first studied. Small dosis of toxin will
result in muscular hypertonia while massive
dosis result in complete paralysis, after a
period of incubation and survival time very
much shortened. In animals injected with
small dosis of tetanal toxin hypertonia is not
a hindrance to life and complete recuperation
Generalized paroxysmal spasms
were never seen in these animals, which we
take as an indication that the cause of death
in tetanus must be looked for elsewhere.

Animals injected with 1.5 and 4.0 MLD
(guinea pig units) return to their normal
weight after a period of fasting, even after
the period of incubation. We have also
found that liver glycogen in the group in-
jected with 4.0 MLD returns to normal after
feeding is resumed; this means that the “bio-
chemical lesion” in tetanus does not affect
glycogen synthesis or else occurs only as a
terminal event.

Despite a marked fall in liver glycogen
the oxygen consumption after 40,000 and
100 MLD decreases; this is evidence of in-
complete degradation of carbohydrates.

Survival time at low oxygen tensions is
markedly decreased in the animals with te-
tanus, even when these are tested at a time
clinical signs are not yet evident. This we
take to be one more indication of a block
in carbohydrate metabolism.
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It is clear after a review of world lite-
rature that these findings are not specific
to tetanus. We are also undecided whether
they ought to be considered the “cause of
death” in this disease or are just incident-
ally connected with a more profound and
extensive disturbance.
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