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ESTUDO ANATOMO-PATOLOGICO DA EVOLUCAO DA NECROSE PRODU-
ZIDA EXPERIMENTALMENTE POR VENENO DE BOTHROPS JARARACA.
INFLUENCIA DE SUBSTANCIA ORGANO-HEPARINOIDE *

FERES SALIBA

Seccdo de Anatomia Patoligica, Instituto Butantan, Sdo Pawlo, Brasil

O veneno de Bothrops jararaca (Wied. 1824) provoca exlensas necroses no
local da inoculacio experimental ou acidental. Amorim, Mello & Saliba (1) des-
creveram experimentalmente o quadro macro e microscopico do processo em coe-
lhos, demonstrando a existéncia de extensas sufusoes hemorragicas no hipoderma
e musculatura adjacente, necrose de coagulagio gangrenosa no ponto de inoculagio,
um estado de estase e pré-estase, além de capilares contendo trombos hialinos na
luz. Descreveram. também, forte edema e hemorragias peri-capilares e sufusdes
hemerragicas por confluéncia, como conseqiiéncia do estado de peri-estase. Re-
lataram também degeneraciao hialina de Zenker em feixes musculares e ainda hia-
lino-necrose de um pré-capilar. Na parte periférica, descreveram uma larga zona
de reacao inflamatoria exsudativa, caracterizada por intensa infiltracio de granu-

laeitos neutrofilos e de linfoeitos.

Eichbaum (7), estudando a acdo dermatotoxica do mesmo veneno. concluiu
que, “a afinidade das dermatotoxinas para com o tecido cutaneo parece ser muito
erande, visto que a injecdo de doses altas de antitoxina ndo conseguem neutralizar

o veneno injetado poucos minutos antes, no mesmo lugar”,

[nimeros trabalhos clinicos (17, 16, 14, 6, 2, 8, 3, 9, 15. 4. 10 e 11) sdbre
o heparindide de Orgidos animais, afirmam sua capacidade de lesar trombos, de
reabsorver hematomas e de ter marcada influéncia sobre a cicatrizacio cutanea

em varios tipos de lesoes.

Degni & Langlada concluiram ter a substancia heparinéide influéncia benéfica
sobre a cicatrizagao cutanea das areas necriticas produzidas pelo oleato de mono-
etanolamina injetado na orelha de coelho com o fim de determinar tromboses lo-

calizadas,

# Trabalho realizado com auxilio do Fundo de Pesquisas do Instituto Butan-
tan (FPIB).

Recebido para publicacio em maio de 1963.
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Nas experiéncias relatadas neste trabalho, estudou-se anitomo-patologicamente
a evolugido da necrose produzida em coelhos pela injeciao de veneno de B. jararaca
e verificou-se se o mesmo seria influenciado pela aplicacio de anticoagulante de

pulmio de vitela (Hirudoid Luitpold-Werk).

MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram utilizados 32 coelhos machos de 2.5 kg, cujas orelhas
tinham sido depiladas manualmente cinco dias antes do experimento. Na face
externa da regido média de uma orelha de cada animal, injetava-se subcutanea-
mente 1.5 mg de veneno-padrao de B. jararaca (dose minima mortal para pom-
bos: 2 pg). dissolvidos num volume de 0,15 ml de solucio de cloreto de sodio a
8,5°/50. Seiz horas apds, cada animal recebia intravenosamente, antitoxina bo-
tropica em dose cinco vézes superior a necessiaria para a neutralizacio do veneno
administrado. Os animais foram distribuidos, 48 horas apds a administragio do
veneno, em dois grupos de 16, recebendo cada animal do primeiro grupo uma
aplicacio local diaria de 1.3 g de pomada, contendo em 100 g, 1 g de substancia
anticoagulante do tecido pulmonar de vitela, durante 7 dias. 0Os do segundo grupo
recebiam idéntico tratamento mas nido se administrava a pomada,

No final do experimento todos éles foram sacrificados e as orelhas necrosadas
eram fixadas em formol neutro a 109, incluindo-se em parafina um segmento
necrosado, corando-se os cortes resultantes pela hematoxilina-eosina ou, para de-
monstrar pigmento hemosiderdtico, pelo método de Mac Callum Hall,

RESULTADOS

Aspecto macroscopico e desenvolvimento do processo

Tanto nos animais tratados como nos nao tratados com a substincia hepari-
noide, 2 horas depois da inoculagio havia intenso edema, e flexdo da orelha para
baixo (Fig. 3A). Concomitantemente, notava-se forte hiperemia e a formacio de
uma volumosa {lictena que se rompia ao cabo de 21 horas. O rompimento da
flictena deixava em seu lugar uma area isquémica de necrose. LEm alguns casos
observavam-se hemorragias mais ou menos acentuadas, de curta duragao, conse-
qiientes ao rospimento da flictena (Fig. 3A). Os vasos da orelha injetada apre-
sentavam-se dilatados e repletos de sangue, e o edema agora atingia o maximo
de seu desenvolvimento. Sobre a drea isquémica de necrose, formava-se uma
placa de fibrina, a qual, a medida que decorriam os dias ia-se transformando
numa crosta séca (Fig. 4C). A necrose, nos casos mais graves, perfura a orelha,
comprometendo a cartilagem e o tecido correspondente ao lado oposto (Figs. 2B
e 4B). O edema desaparecia gradualmente até que, por fim, nos casos tratados,
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éle quase se limitava a uma estreita faixa bem delimitada. que circundava o ponto
de inoculagdo, enquanto que na orelha dos coelhos ndo tratados, persistia numa
faixa maior e mal delimitada. As vézes a lesio se ramificava e se desmembrava

em dois ou trés focos, no maximo, separados, porém proximos.

Macroscopicamenle nos casos mais graves (Figs. 2 e 4), havia, sob a crosta
seca, perda de tecido em grau acentuado com massas necroticas e as vézes um
pouco de pus. Nos menos graves a crosta caia ao cabo de 6 a 7 dias e ohserva-

vam-se nitidos sinais de cicatrizacio (Figs. 1 e 3).

No inicio, as alteragoes desenvolviam-se nos dois erupos de animais, com os
aspectos ja referidos. Mais tarde, todavia, os tratados apresentavam algumas par-
ticularidades favoriveis, como se pode ver na tabela I, caracterizadas por uma
evolugdo mais adiantada de cura em relagio aos testemunhas. Na tabela, a in-
tensidade dos processos é expressa de + a ++4+, sendo que + significa grau
moderado, ++ grau evidente e ++-+ grau intenso, dependendo da extensio da

lesio. medida em centimetros.

TABELA I — INFLUENCIA DA SUBSTANCIA ORGANO-HEFARINGIDE SOBRE AS LESOES
OBSERVAVEIS MACROSCOPICAMENTE
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Coelhos com péso aproximado de 2,5 kg, injetados subcutineamente com 1,5 mg de
veneno padrdo de B. jeraraca, dissolvido em 0,15 ml de solucdo de cloreto de sodio a 8,57/
e tratados intravenosamente com antitoxina bolrépica 6 horas apdés. Os animais do grupo
B receblam, 48 horas depois, uma aplicacio local diiria de pomada contendo 1% de subs-

tincia anticoagulante do tecido pulmonar de vitela, durante 7 dias,.

+ grau leve, + -+ grau meédio, ++ + grau intenso, 0 auséncia.



Figs. 1 a 4 — Coelhos injetados por wvia subcutinea na orelha com
1,5 mg de veneno de B, jararacd.
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0 exame microscopico, cujas laminas foram examinadas ao acaso, com o [im
de evitar erros subjetivos, revelou, nos dois grupos de animais, nos casos mais
oraves, o seguinte quadro: Na regido da inoculacdo, havia uma extensa area de
necrose de coagulacio do tecido, que penetrava profundamente, atingindo a hipo-
derma, chegando a ultrapassar, em alguns casos, a propria cartilagem, que se
apresentava rompida, permitindo que o processo se manifestasse também na face
interna da orelha (Fig. 5). Ao redor das massas necriticas, havia regeneracio
do tecido adjacente, caracterizada por intensa proliferacio de tecido de granulacio,
rico em vasos neoformados, apresentando numerosissimos granulocitos eosinofilos
(Figs. 5 e 0). Havia forte edema, hiperemia intensa e quase sempre hemorra-
oias difusas (Fig. 7), principalmente nas partes superficiais. Nos bordos ocorria
proliferacio mais ou menos acentuada do epitélio de revestimento, notando-se no
tecido conjuntive subcutaneo, focos inflamatdrios de natureza leucolinfocitaria es-
parsos e perivasais. Quando o processo se estabelecia muito proximo de arterio-
las, notava-se uma intensa proliferacao da adventicia. Na area necrosada, encon-
travam-se raras veénulas trombosadas com hialinizacdo das paredes, parcial ou

inteiramente destruidas,

Nos casos pouco graves, nolava-se que a area de necrose era bem menor,
melhor demarcada por tecido de granulacio e nido apresentava as massas necro-
ticas centrais (Fig. §). O tecido de granulacio evidenciava intensa infiltracio
eosinofilica. Os vasos apresentavam-se com sangue, nio havendo, porém, hipere-
mia acentuada. Havia edema bem circunscrito e pouco acentuado. No seio do
tecido notavam-se ainda pequenos focos inflamatérios de natureza leucocitaria e
alguns perivasais. A reepitelizacio era bem evidente. chegando por vézes a um

“restitutio ad integrum” (Fie. 9),

Em todos os cortes corados pelo método de Mae Callum Hall, havia deposicio
de pigmento hemossiderotico em maior ou menor grau, demonstrando ter havido

hemorragias também nas adjacéncias da lesao (Figs. 10 e 11).

A tabela Il mostra a intensidade e a freqiiéncia dos varios componentes das
lestbes microscopicas mais caracleristicas no grupo tratado e no grupo testemunha,
expressa nos simbolos ja convencionados de + a ++4-+4. Nota-se particularidades
favoraveis aos animais tratados. no que se refere a necrose, edema., hemorragia,
hemosiderose. hiperemia, reepitelizagio e cicatrizagdo, indicando que na altura
dos nove dias, nos animais testemunhas, o processo estava em evolucao mais atra-

sada do que nos animais tratados.
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Figs. 5 a 11 — Cortes histologicos das orelhas dos coelhos injetados por wvia subcutinea
com 1,5 mg de veneno de B. jararaca.
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TABELA II — INFLUENCIA DA SUBSTANCIA ORGANO-HEPARINOIDE SOERE AS LESOES
OBSERVAVEIS MICROSCOPICAMENTE

A — N&o tratados B — Tratados
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Coelhos com péso aproximado de 2,5 kg,

¢ tratados intravenosamente com antitoxina botrdpica 6 horas apds.

injetados subcutineamente com 1,5 mg de
veneno padriao de B, jararaca, dissolvido em 0,15 ml de solucio de clorete de sddio a 859/

i

Os animais do grupo

E recebiam 48 horas depois, uma aplicacio local didria de pomada contendo 1% de subs-

tincia anticoagulante do tecido pulmonar de witela, durante 7 dias.
+ grau leve, + + grau médio, 4+ 4+ 4+ grau intenso, 0 auséncia.

As laminas foram examinadas ao acaso, tendo-se o cuidado de identificd-las sdOmente
no fim do exame.

COMENTARIOS

A andlise das tabelas revelou: Necrose; ndo apresentava, macroscopicamente,
diferencas muito significativas, eis que a acao altamente proteolitica do veneno
sempre ocasiona necroses graves. Mesmo assim, nos animais tratados, a necrose

Havia 500, de casos graves contra 0,29, nos

Os casos menos graves eram de ordem de 509 nos tratados e de

mostrava-se ao final menos intensa.
casos tratados.
31.25% nos ndo tratados. Havia uma certa divergéncia entre o resultado das
observacbes macro e microscopicas, pois necroses mais profundas ndo reveladas

ao primeiro exame, manifestavam-se evidentes no segundo.
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Pelos dados obtidos ao exame microscopico, havia 43,759 de casos leves nos
tratados e 31.259 nos ndo tratados; 259 de casos graves nos tratados. contra

20% . nos nao tratados.

Edema — 0Os dados macro e microscopicos correspondiam-se aproximada-
mente. Havia uma porcentagem de edema da ordem de 43.75% para os tratados
e de 81.259: para os testemunhas,

Hemorragia — Este é o item mais importante e mais evidente da analise.
Existiam em dezesseis animais tratados, onze (68,75%) com pouquissima ou ne-
nhuma hemorragia, enquanto que nos ndo tratados existiam somente 6.29. Fsles
numeros indicam que as hemacias extravasadas para os intersticios do tecido, eram
absorvidas mais cedo, razio pela qual, quase niio se notava hemacias livres nos

casos tratados.

Hemosiderose — Quanto a presenga de pigmento hemosiderdtico nas adja-
cencias da area afetada. notava-se um certo equilibrio de intensidade em todos
0s casos examinados, quer tratados ou nao. Nos grupos dos animais tratados
havia 68.759% de casos moderados (++) e 759 nos ndo tratados. Estas cifras
indicaram uma constancia absoluta de hemosiderose, mostrando que nos trinta e

dois coelhos, havia hemorragias e hemélise no local da inoculacio.

Hiperemia — Nos animais tratados havia 629 de casos onde se manifestava
hiperemia moderada, contra 6,29 dos nao tratados. Em 87.59% dos casos teste-
munhas havia hiperemia intensa, ao passo que havia 25% nos tratados. A hipe-
remia, quando intensa, indicava haver um estagio de evolugio mais atrasado, pois
a observacio demonstrava que nos casos onde a cicatrizacio era mais avancada,

a hipvremht era menos intensa.,

Reepitelizagdo — FEra mais intensa nos casos tratados, que revelavam 31,25%

de reepitelizacdo atrasada, em contraposi¢io a 75% dos nio (ratados.

Cicatrizagio — Macroscopicamente havia 759 de boa cicatrizacio nos tra-
tados e 43.75% nos testemunhas. A ma cicatrizagio era da ordem de 6.27%
para os tratados e 43,75% para os nao tratados, havendo correspondéncia com a

observacdo microscopica,

REsumo

Foram estudadas as lesbes macro e microscopicas em 32 coelhos injetados
com 1.5 mg de veneno de B. jararaca (Wied, 1824). por via subcutanea, na face
externa do pavilhao auricular direito, tratados seis horas apos, com 5 ml de soro
especifico. O primeiro grupo de 106 coelhos foi tratado, 48 horas depois. com
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substancia organo-heparinoide sob a forma de pomada dermo-absorvivel, durante
7 dias. O lote testemunha nao foi submetido ao tratamento da referida substan-
cia. A experiencia durou 9 dias, ao cabo dos quais todos os coelhos foram sa-

crificados,

O estudo comparative, realizado através do quadro macroscopico, revelou
edema, hiperemia e necrose, em graus variados, tanto no lote testemunha como
no lote tratado com a substincia oOrgano-heparindide. O quadro microscopico
evidenciou necrose de coagulagao do tecido afetado. acompanhado de edema, hi-
peremia, hemorragias difusas, focos inflamatérios esparsos e perivasais, proliferacio
da adventicia arteriolar, raras tromboses de vénulas com hialinizacio das paredes.
Este aspecto era acompanhado por processos regenerativos de proliferacio de te-
cido de granulagdo e por reepitelizagio. Em todos os cortes havia deposicio de
pigmento hemosiderotico nas adjacéncias da lesao.

Nos animais tratados, a necrose leve cicalrizacio mais avancada, o edema foi
menos intenso, a reepitelizacao mais acentuada, a hiperemia menos intensa e as
hemorragias menos freqiientes. Em todos os casos observou-se pigmento hemosi-

derdtico nos cortes, denotando hemorragias na evolucio do processo.

SUMMARY

Macro and microscopic lesions were studied in 32 rabbits injected with 1.5 mg
of venom of Bothrops jararaca (Wied, 1824). subcutaneously, on the external
side of the right auricular pavillion, treated after six hours with 5 ml of specific
serum. The first group of 16 rabbits was treated 48 hours afterwards with organo-
heparinoid substance as a dermo-absorbable ointment for 7 days. The witness
lot was not treated with the above mentioned substance. The experiments: lasted

O days, after which, all rabbits were sacrificed,

The comparative study, performed by means of the macroscopic picture re-
vealed oedema, hyperemia and necrosis in different degrees, in the witness lot as
well as in the lot treated with the heparinoid substance. The microscopic picture
showed coagulation necrosis of the affected tissue, followed by oedema, hyperemia,
diffused hemorrhages, dispersed and peri-vasal inflammatory focuses, proliferation
of the arteriolar adventitia, seldom thrombosis of the venulae with hyalinization
of the walls. The aspect was followed by regenerative processes of proliferation
of granulation tissue and reepithelization. In all the sections, we verified the de-

position of hemosiderotic pigments in the surroundings of the lesion.

In the animals treated. the necrosis that always existed in all cases had a
more advanced cicatrization, the oedema was less intensive. the reepithelization
more accented, the hyperemia less intensive and the hemorrhages not so frequent.
In all cases, hemosiderotic pigment could be observed in the sections, showing

hemorrhages in the evolution of the process.
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