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LESOES RENAIS INDUZIDAS EXPERIMENTALMENTE NO CAO
PELO VENENO CROTALICO

MOACYR DE FREITAS AMORIM *, RAUL FRANCO DE MELLO e FERES SALIBA

Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal de S. Paulo e Secgio de Anatomia
Patoldgica, Instituto Butantan, 8. Paulo, Brasil

Em autopsias humanas de individuos intoxicados pela cascavel, C. d. terrificus,
Amorim e Mello (1952-54) observaram que a morte se dava com um quadro ana-
tomopatolégico tipico de nefrose hemoglobinurica, também chamada de nefrose
do nefron inferior, ou melhor do nefron intermediario, segundo preferiram deno-
mina-la pelas razoes que ja expuzeram em suas publicagbes anteriores.

Naquilo que diz respeito ao envenenamento em geral, ndo encontramos men-
cio alguma a hemoglobiniria em publicagbes nacionais, como também nas es-
trangeiras que foram consultadas por nds. Sabemos apenas que se trata, no caso
do veneno crotilico (C. d. terrificus) de um toxico fortemente hemolitico (Fon-
seca, 1949), ao contrario dos venenos do género Bothrops que apresentam proprie-
dades fortemente coagulantes, sendo até usados terapeuticamente para tal fim,
muito embora possuam, igualmente, uma fracdo hemorragipara.

Pearce (1909) refere ter produzido a hemoglobintiria e a hematiaria, em
coelhos tratados com veneno de Crotalus adamanteus.

Flavio da Fonseca (1949), em seu livro, relata a existéncia de hematiria,
albumintiria e antiria (pg. 145). Estes fenémenos sio descritos, principalmente
em relacio aos acidentes por veneno botrépico, nos quais o autor descreve he-
morragias da mucosa bucal, uterina, intestinal e pelos ouvidos, “vomitos e urina
sanguinolentos” (pg. 136). ‘“As hemorragias pelas mucosas sio causadas por
lesio do endotélio capilar pela histamina libertada”, do mesmo 1aodo como *as
hemorragias em orgios importantes da economia” (pg. 145). Fonseca refere-se
também, de um modo geral, & a¢io hemolitica dos venenos ofidicos, isto é, “des-
truidora dos globulos vermelhos, alterando o sbro sanguineo, que passa a exer-
cer uma acio dissolvente sobre as hemacias, gracas a transformacio da lecitina
em uma substincia altamente hemolitica, a lisolecitina”. Nésses casos, nfio se re-
fere nem uma vez a existéncia ou nido da hemoglobintria, isto é, a presenca de
hemoglobina livre na urina, sem a coexisténcia de hematiria.

Schottler (1951), em seu trabalho de revisio da toxidéz dos principais ve-
nenos ofidicos do Brasil, acentua com razio que o veneno crotalico quase ndo
causa alteraches macroscopicamente visiveis. Nao se refere, nenhuma vez sequer,
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as lesoes renais ou a ag¢do dos venenos ofidicos, em geral, sobre ¢ rim ou sdbre
0 sangue, nem a uma acdo hemolitica e muito menos a hemoglobintria. Refe-
re-se ao poder proteolitico do veneno, com libertagao de histamina e de suas liga-
¢oes celulares e também, a um principio hemorragico, ou hemorragina, que fal-
laria nao de todo ao veneno crotalico. Segundo Schéttler, a toxidéz do veneno
crotalico, alids a maior de todas, seria, principalmente baseada na chamada neu-
rotoxina. Niao se refere porém a gravidade das lesGes renais. Conforme Schéttler,
existiriam diferentes tipos de hemorragina com afinidade especial para certos
orgiios. Conclui também que “there exists a marked variation among the indi-
vidual venoms of the same species” (pg. 498). Somenle na pagina 494 faz re-
feréncia ao fato de que “macroscopically discernible blood in urine and feces was
not infrequently manifest”. Trata-se porém como se percebe de uma observacio
apenas “macroscopica”’ deduzida, provavelmente, da coér da urina. Como o autor
nio refere, nésse trecho, qual dos venenos se achava em jogo, falando sempre de
um modo geral s6ébre o efeito de varios venenos, indistintamente, sem fazer re-
feréncia a diferencas no seu mecanismo de agiio patogénica, concluimos que na
hipotese de haver realmente eritrocitos, microscopicamente, na urina, nésses ca-
sos deveria se tratar, provavelmente de outros venenos (botrépico ou outro).

Quanto a produgdo experimental da nefrose hemoglobintarica, é sabido como
varios autores tem chamado a atencdo sobre a dificuldade em consegui-la. As-
sim, Yuile, Gold e Hinds (1945) referem justamente que “the mechanism involved
in the production of this type of renal failure has remained @ mystery despite the
effort of many investigators would appear to be due, at least in part, to the
difficulties encountered in attempting to produce a similar lesion in the kidneys
of experimental animals”.

Talvez, por ésse motivo poucos sio ainda os investigadores que trabalharam
sobre o assunto, conseguindo reproduzir experimentalmente o quadro da nefrose,
pelo menos, com a semelhanga dos caracteristicos que ela apresenta no homem, e
tornados bem conhecidos sobretudo com as descri¢oes do “Crush Syndrome” (By-
waters e Dible, 1942, Ogilvie, 1951), ja antes bem descrito, na Alemanha por
Minami (1923) sob a designacdo de “FVerschiittungsnephrose” e depois por Mallo-
ry (1947), como nefrose hemoglobintirica, estudada por Hamburger (1950), co-
mo uma nefrite tubular e também por Lucké (1946) sob a designagio de nefrose
do nefron inferior, designacao essa que Amorim e Mello (1952-54) preferiram
substituir pela denominacio de Nefrose do Nefron intermediirio, repousando prin-
cipalmente na nomenclatura mais freqiiente para designar o setor lesado do nefron.

Yorke e Nauss (1911-12) conseguiram produzir a hemoglobintiria em coe-
lhos, porém somente quando éstes eram conservados, previamente, em uma dieta
séca, privada de vegetais verdes, antes da injecio de uma solugdo de hemoglobina.

Baker e Dodds (1925) elaboraram um método para a preparacao de solucoes.
concentradas de hemoglobina que injetavam por via endovenosa em coelhos, con-
cluindo que haveria a necessidade de dois faléres para a precipitagio de hemo-
globina: primeiro, uma reacio acida que converta o pigmento em metahemoglo-
bina e possivelmente “in turn to acid hematin™; segundo, a presenca de certa por-
centagem de sais inorginicos. Se o pH da urina fér acima de 6, a hemoglobina
é excretada sob a forma de oxyhemoglobina, tornando-se a urina de cor vermelha,
nao resultando efeitos maléficos., Se a reagio da urina tiver pH abaixo de 6 e
houver uma concentracao suficiente de cloreto de siodio (cérca de 19), preci-
pitar-se-a um pigmento marron nos tubulos. A hemoglobina passa através da
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cipsula de Bowman, no transudato diluido. Quando éste alcanca os tubulos, en-
tdio a reabsorcio e a concentragio tomam parte, juntamente com um aumento
da acidez da urina. Concluindo, sugerem para o tratamento de tais estados, a
producio de uma diurese alcalina.

Yuile, Gold e Hinds (1945), no trabalho ja citado acima ndo conseguiram
confirmar os resultados de Baker e Dodds (1925), como também os resultados
de Degowin, Osterhagen e Andersch (1937) (injecio de eritrocitos), Bywaters
e Stead (1946) (injecio de miohemoglobina), Anderson, Morrison e Williams
(1942) (injecao de hematina) e Bing (1943-44) (metahemoglobina) naquilo que
diz respeito a obrigatoriedade de acidez da urina na obtencdo da hemoglobiniiria.
Eles concluem que a hemoglobina pura é precipitada com dificuldade, “if at all”,
no rim normal. Segue-se dai, logicamente que a “hemoglobinemia per se is in
all probability not the basic factor in the production of renal lesion seen in the
clinical states under consideration”. Eles referem também de que ‘“as lesdes tu-
bulares associadas encontradas nestas lesoes foram diversamente atribuidas a efei-
tos dos pigmentos precipitados, a distarbios anafilaticos, espasmo de vasos renais,
e a acao nefrotoxica de substincias exogenas e endogenas”.

Yuile, Gold e Hinds (1945) injetaram a hemoglobina em coelhos com urina
dcida ou alcalina, porém cujos tubulos renais haviam sido, préviamente lesados em
grau moderado, ou por pin¢camento do pediculo renal, durante menos de 1 hora,
ou pela administracio de um veneno quimico especifico do tabulo urinifero. o
tartrato de s6dio. Obtiveram, regularmente a formacio de cilindros de hemoglo-
bina, nos animais com urina acida, assemelhando-se as lestes obtidas com aque-
las do “rim de transfusao” (“transfusion kidney”). Concluem que a precipita-
¢io, nos tibulos renais ndo é primariamente, dependente da acidez ou da alcali-
nidade da urina, “nem da quantidade de hemoglobina circulante”, mas de algu-
ma anomalia funcional dos nefrons individuais. Tais alteracbes nio seriam etio-
logicamente, especificas, como bem o demonstram os resultados finais (“end re-
sults”) semelhantes, obtidos com agentes tdo diversos como a isquemia, completa
ou transitéria, ou um veneno quimico tendo uma afinidade particular para os
tibulos contornados do rim (“a chemical poison having a particular affinity for
the convoluted tubules of the kidney”). O veneno quimico especifico (“specific
chemical poison”) empregado foi o tartrato de sodio.

Extremamente interessantes siio, nésse sentido, também as observacoes de
Meessen (1952) sobre a nefrose pelo uranio (“Uranephrose”) que obteve apos
a injecio subcutinea em coelhos com 1 ml de solugdo de uranio a 29, aplicada
duas vézes, 48 horas depois da ultima injecdo, ou 5 dias apés o inicio da ex-
periéncia, o rim aparece macroscopicamente vermelho e tumefeito. Os glome-
rulos estio intatos. As alteracOes mais intensas se encontram, nos canaliculos, ao
nivel do limite cortico-medular. A parte inicial do segmento principal fica pou-
pada. Porém, notivel foi a observagio de Meessen de que nas coelhas prenhes,
a a¢ao do urinio se fazia sentir até no rim do feto e nésse também, os glomerulos
e os canaliculos proximais eram absolutamente intatos. Meessen designou essa ne-
frose de nefrose necrotisante, porém quando a lesio nido é muito grave, pode se
dar uma restituicio marcante por regeneragio. A sua localizacio, na zona limi-
tante cortico-medular, leva a concluir por uma “eigenartiger elektiver Schadigung
bestimmter Abschnitte des einzelnen Nephrons”, que Meessen relaciona de um
lado com a circulagio renal, pois no féto s6 os grandes glomerulos justamedulares

sdo irrigados e em seus tabulos é que foi notada a alteracio e de outro lado éle
relaciona com a estrutura fina désses segmentos e com a sua funcao. Afirma
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ainda que outros pesquisadores obtiveram com o nitrato de uranio, em oposicio
as suas observacgoes, uma lesdo igualmente dos glomérulos, isto é, uma glomerulo-
nefrose com lesio em foco das alcas.

Lalich (1954) obteve, no coelho uma nefrose hemoglobintirica, por injecio
de metahemoglobina combinada com uma dieta alcalina de fosfato de sddio, por-
tanto em animais com alcalinuria. Conclui que “fatores associados podem ser
de maior significagio na produgio da nefrose hemoglobinarica do que a hemoglo-
binemia per se”. KEntre ésses fatores menciona: lesio tubular antecedente, inje-
coes de histamina ou de arsina, inanigdo, restricio de agua e outros. Porém na
sua macrofotografia B, notam-se dois volumosos infartos anémicos do rim que
nao siao referidos e nem tampouco interpretados no texto.

MATERIAL E METODO

O nosso objetivo principal consistiu em reproduzir um quadro de nefrose
hemoglobiniirica que representasse o mais de perto possivel o quadro da nefrose
humana, tal como foi descrito por Amorim e Mello (1952-54). Em pesquisas
anteriores, ja haviamos observado que nos envenenamentos superagudos com gran-
des doses de veneno, rapidamente letais, dificilmente se observavam as lestes na
autopsia. Procuramos nestas experiéncias utilizar altas doses de veneno, porém
subletais, permitindo assim, uma certa duracio dos animais, e reproduzindo, si
possivel a duracdo caracteristica dessa sindrome, no homem. Como foi estabe-
lecido por Bywaters e Dible (1942) e por Ogilvie (1951) a duracio dos casos
humanos era de 3 a 7 dias. Igualmente, Amorim e Mello (1952-54), em casos
de picados humanos por cascavel encontraram a mesma sobrevida de 3 a 7 dias
apos a picada pela serpente. Assim, em nossas experiéncias, partimos de uma
dose suposta conveniente para conseguir condictes semelhantes, no co.

Por outro lado, como nos casos humanos de envenenamento, em geral, se
intervem com o tratamento pelo séro, contendo antiveneno, um grupo de cies
recebeu também posteriormente, doses de antiveneno, em quantidade em geral
suficiente para neutralizar o veneno inoculado.

Na coleta da urina, nao utilizamos sondas para evitar que qualquer acio
traumatica pudesse provocar o aparecimento de hemacias, na urina. Com o fim
de ser conseguida a colheita total da urina eliminada, construimos um tipo de
gaiola especial com um fundo moével, em forma de funil achatado por baixo de
um piso de tela. O fundo possuia um orificio central pelo qual a urina caia
ou era recolhida em um vaso de vidro, protegido por uma fina tela que im-
pedia a passagem de fezes e de residuos alimentares. Uma parte da urina era
centrifugada, fazendo-se a pesquisa de hemacias, no sedimento. A outra parte era
filtrada em papel de filtro comum e utilizada para a pesquisa de hemoglobina pelo
método de Lepehne (1919) com benzidina. Quando o exame néo era feito logo,
a urina era conservada em baixa temperatura.

A reagido de benzidina era feita segundo a técnica descrita em Hawk, Oser
e Summerson (1953), seguindo o teste de confirmacio por ser mais delicado e
sensivel. Tomavamos 10 ml de urina acidulada ligeiramente com acido acético;
depois era feita a extra¢io da hemoglobina livre com 5 ml de éter sulfiirico, em
um funil separador apés agitacio. Como sabemos, o dcido transforma a hemo-
globina em globina e em hematina, sendo esta tltima solivel em éter. O éter era
entdo colocado em uma cipsula de porcelana e em seguida, evaporado até secar,
em banho-maria. Ao residuo, adicionavam-se algumas gbtas de agua distilada,
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uma gota de solugiio saturada de benzidina em acido acético glacial e uma gota
de agua oxigenada a 3%. A reagdo é posiliva quando aparece uma coloragio
que varia do verde ao azul escuro, conforme a sua intensidade.

Os orgios, logo depois da autopsia dos cies eram fixados em Bouin, Zenker,
Helly, Carnoy e Formol a 10%. Os cortes histologicos eram feitos em congela-
¢cio e apos a inclusio em parafina. Foram os seguintes os métodos empregados
para a coloragdo dos cortes histologicos: Hematoxilina-Eosina, Mallory-Masson,
Van Gieson, Weigert para fibras elasticas. A reacio de benzidina em cortes his-
tologicos era feita pelo método de Lepehne, segundo a técnica descrita por Rou-
let (1948) e Romeis (1936). Entre outros corantes, empregamos ainda a he-
matoxilina férrica de Weigert e o Sudan IIl. Finalmente, nos casos necessirios,
para se afastar com mais seguranca a possibilidade de alguma davida com a glo-
merulonefrite, foi feita a reacio da oxidase em cortes por congelacio, segundo o

meétodo de Graff (Roulet, 1948).

Foram constituidos dois grupos de cies; o grupo I foi inoculado s6 com ve-
neno crotalico e o grupo I, além de ser inoculado com veneno crotalico, foi tra-
tado com antiveneno.

No primeiro grupo, empregamos cies adultos, cujo péso corporal variou de
6 a 14 quilos, sendo 7 machos e 1 fémea. Foi utilizado veneno séco de casca-
vel (C. d. terrificus), na quantidade de 0,5 a 2.0 mg por quilo de péso corpo-
ral. A atividade do veneno crotalico empregado foi de 1 a 2 microgramas, dose
minima mortal para pombos de 250 a 320 grs de péso corporal. O veneno séco
uma vez pesado era préviamente dissolvido em solucdo fisiologica na proporcao
de 0.5 a 1.0 ml por quilo de péso corporal, sendo administrado por injecio sub-
cutinea. Todos os animais receberam uma ftnica inje¢do subcutinea, com a
excecdo dos c@es n.° 9 e n.° 10 que foram injetados 3 vézes (quadro 1), sendo 2
vézes com 0,5 mg e 1 vez com 1.0 mg de veneno séco por quilo de péso corporal.

No segundo grupo, empregamos 7 cies machos cujo péso corporal variou
de 7 a 13 quilos. A quantidade de veneno crotalico séco foi de 0,5 mg a 2.0 mg
por quilo de péso corporal. O veneno séco foi antes dissolvido, em solucio fi-
siolégica, na proporcio de 1 ml a 2 ml por quilo de péso corporal. Foi adminis-
trado o veneno por uma unica vez por injecdo subcutanea com a excecio do ciio
n.° 14 que recebeu 2 injecoes de 1.5 mg de veneno séco por quilo de péso cor-
poral. A capacidade de neutralizacio do antiveneno variou para 1 ml de soro
de 0,5 mg a 2,0 mg de veneno séco de cascavel, in vitro. O antiveneno foi ad-
ministrado de um minimo de 2 horas (cies n.® 12 e n.° 13) até um maximo de
24 horas e meia (cies n.° 7 e n.® 8) depois da inoculagio do veneno.

RESULTADOS

Os animais dos dois grupos, logo depois da intoxicagio apresentaram, ptlia-
lismo intenso, incoordenagio dos movimentos, apatia, mostrando-se freqiientemente
cambaleantes. Havia midriase acentuada e tremores musculares. A prostracio,
em alguns era marcada, chegando no fim a uma paralisia intensa, nio se man-
tendo mais em pé, ficando sempre em decubito lateral. No inicio, a respiracio
era loracica, depois se lornava mista e finalmente s6 abdominal, com intensa ta-
quipnéa,
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No inicio da experiéncia, a urina era de aspecto normal, amarelo citrino, de-
pois passava a vermelho, marron esverdeado ou vermelho-castanho, sendo positiva
a reagio de benzidina. Tornava-se depois clara quando o animal se recuperava,
dando entdao a prova de benzidina negativa. A tonalidade marron esverdeada da
urina, vermelha castanha ou simplesmente vermelha escura, coincidia pois com a
presenca de hemoglobina livre, havendo somente duas excecoes que embora ti-
vessem aspecto normal deram uma reacio de benzidina com intensidade fraca.
Virias vézes foi observado um aspecto oleoso da urina que correspondia a um
contetido hemoglobintirico positivo. As tonalidades da cor da urina acima enu-
meradas ndo estdo em relagdio com a presenca de hemaicias, porquanto a pesquisa
‘destas foi sempre negativa no sedimento urinario e também ao exame histolégico,
nnbiiﬂtriﬂr dos tubulos uriniferos, isto é, a pré-urina, tanto glomerular como pré-
tubular.

Os resultados do grupo I estio expostos no quadro n.° 1, onde podem ser vis-
tos em detalhe. A duracio da observacio dos 8 cdes injetados com veneno de
cascavel foi de um minimo de 7 horas (cio n.® 3) a um maximo de 9 dias e 4
horas (cao n.” 9). Seis animais morreram pelo envenenamento crotilico e o
cao n.” 9 foi sacrificado com éter anestésico. O animal n.° 6 recuperou-se com:-
pletamente, nao tendo sido autopsiado, tendo contudo apresentado uma reacio
de Lepehne positiva. Houve antria em um caso que foi o cao n.° 5. A oliguria
apresentou-se em 3 animais (cdes n% 1, 3 e 4). Nao houve caso de hematuria,
sendo a pesquisa de hemacias sempre negativa, no sedimento urinario. Por outro
lado, dos 8 animais do grupo I, injetado com veneno, 7 ciies apresentaram ou a
hemoglobintria evidenciada pela reacao de Lepehne ou a presenca de cilindros de
hemoglobina ou de seus derivados, no interior dos tubulos uriniferos ao exame
histopatologico. A presenca de cilindros de hemoglobina, no interior dos tubulos
uriniferos, em cortes histologicos de rim, foi positivada em 5 animais (n.°® 1, 2, 3,
9 e 10). A hemoglobinaria foi positivada pela reagdo de benzidina, segundo
Lepehne em 6 ciaes (n.°®* 1, 2, 4, 6, 9 e 10) de um tlotal de 8 animais do grupo I.
E interessante notar que o cio n.° 6, nove horas depois da inoculacio de veneno,
apresentava uma reacdo de benzidina positiva que ainda foi positiva 22 horas
‘depois da inoculagdo. Apos o 4.° dia, o cdo n.° 6 melhorou consideravelmente,
com a sua recupera¢ido completa, tornando-se entdo negativa a reagio de benzidina.

Os resultados do grupo II que foi injetado com veneno de cascavel e depois,
tratado com antiveneno crotalico, encontram-se em detalhe no quadro n?° 2. Os
caes n.°* 7, 8 e 13 foram tratados uma vez com antiveneno crotalico e os caes
n 11, 12 e 15 foram tratados 2 vézes. Finalmente o cido n.® 14 recebeu 3 in-
jecoes subcutineas de antiveneno crotalico depois da inoculagdo do veneno.

A duragio da observagio dos animais do grupo Il foi de um minimo de
8 horas (cao n.” 11) até um maximo de 8 dias e 7 horas (cao n.” 14) depois da
primeira inoculacio de veneno. 3 animais morreram pelo envenenamento (11,
13 e 15). Os cies n 7. 8 e 14 foram sacrificados com éter anestésico. Nao
foi encontrada antiria nos cées do grupo II. Houve oligiria em dois casos (7 e
11). A hematiria ndo foi encontrada, nos animais do grupo II, tendo sido sem.
pre negativa a pesquisa de hemadcias, no sedimento urinario. Entretanto a rea-
¢ao de benzidina segundo Lepehne foi positiva em seis animais de um total de
7 cdes do grupo II. Os cdes 11 e 13 além da hemoglobintria, apresentaram ci-
lindros de hemoglobina no interior dos tubulos uriniferos, em cortes histologicos
-de rim ao exame microscopico. No cido n.° 12, a reacio de benzidina foi posi-
tiva seis horas depois da injecdo de veneno, mostrando-se ainda positiva no 2.° dia
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depois do tratamento com antiveneno. A reagio de Lepehne permaneceu positiva
até o 5.° dia, tornando-se negativa, no 6.° dia. 0 cio n.° 12, melhorou conside-
ravelmente, ndo tendo sido autopsiado.

A — ExAME MACROScCOPICO

Foi realizado o estudo anatomopatologico de 13 caes autopsiados, sendo 7
do total de 8 animais do grupo I injetado com veneno e 6 cdes de um total de 7
animais do grupo lI, tratado com veneno e depois com anliveneno. Apresentamos,
ao mesmo tempo, os resultados dos exames anatomopatologicos dos dois grupos
pelo fato dos resultados serem andlogos.

Macroscopicamente, os nossos achados confirmam de modo geral, as obser-
vacoes feitas antes por outros autores, sébre a auséncia de alteracoes dignas de
nota nos orgaos em geral, em contraste com as produzidas com veneno bolrépico
(Schottler, 1951 e Amorim, Mello e Saliba, 1951). Entretanto, devemos notar
que em todas as experiéncias foi notada uma cér vermelha escura do rim, exce-
tuando-se no cio n.° 15, no qual se notou uma cor castanha clara.

Além disso, em 8 animais foi expressamente marcada uma diferenca de co-
loracido vermelha entre a zona cortical e a medular, sendo mais escura na cortical
e rosa palida ou vermelha clara na medular em 8 casos (c@es n* 1, 2, 3, 4 ¢ 5 do
grupo I e 7, 8, 11 do grupo Il) em um total de 13 autopsias.

B — EXAME HISTOPATOLOGICO

Faremos adiante uma descricio do conjunto dos casos, salientando apenas
aquéles em que certos detalhes ou lesbes se apresentam com maior intensidade ou
de um modo mais caracteristico.

Na maioria dos casos, houve hiperemia, ora discreta, ora bem intensa (1,
2 e 5 do grupo I e 11 e 13 do grupo II), para o lado principalmente da zona
limitante do rim e também dos glomérulos e capilares da zona labirintica do cortex.
Pequenas hemorragias da zona intermediaria, foram notadas somente nos caes 1
do grupo I e 13 do grupo II. Na cavidade da cdipsula de Bowman e no lume
dos tubulos contornados, havia na maioria dos casos, conteido albuminoso simples.
Os ductos contornados de 1.* ordem ou proximais, apresentavam Ireqiiéntemente
inchacio turva nitida. A degeneracio hidrépica désses tubulos a qual Bell (1950)
chamou particularmente a atengio foi observada em 3 animais (n.°® 2. 5 e 9 do
erupo I). A degeneracao vacuolar foi particularmente ihtensa no cao n. 15
do grupo 1I, onde atingia os aspectos idénticos descritos pelo autor acima men-
cionado, porém, nésse caso, a degeneracio vacuolar existia exclusivamente na
zona limitanle do rim e nas piramides de Ferrein: além disso, ndo havia hemo-
globintiria e nem cilindros de haeme, nos cortes histologicos, tendo sido a du-
racio da experiéncia de 9 horas. Nos cies n®® 2 e 9 do grupo I, havia uma
degeneragao vacuolar evidente, nas partes retas do nefron.

Nos segmentos ascendentes da alca de Henle, notamos freqiientemente a ne-
crose e o desaparecimento das celulas da parede, com picnose nuclear.

No cio n. 9 do grupo I, havia além de forte inchagio turva dos tubulos
contornados, intensa vacuolizagiio das celulas, principalmente das partes ascen-
dentes das algas de Henle, com a formacdo de finos vacuolos, em varios trechos.
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Igualmente no cio n.® 13 do grupo 1I, nas parles ascendentes das algas
de Henle e nos tubulos contornados de 2.* ordem (nefron intermediario), as cé-
lulas mostravam degeneragio vacuolar pela H. E. e gordurosa, nos preparados
pelo Escarlate R, como se pode vér na figura n.° 5, em corte transversal da zona
limitante do rim. As células apresentavam cariolise e picnose nuclear, estando
desaparecidas em varios trechos. Outras células estio fortemente tumefeitas com
¢ niicleo em cariorrexis. Nitida degeneracio granulo-hialina, principalmente nos
tubos retos da zona limitante e nos tubos contornados de 2. ordem, em pleno
cortex com vacuolizagio e desintegracido das células, cujos contornos entio desa-
parecem ou por vézes se fundem com os cilindros granulosos contidos, no inte-

rior do lume.

As células da parte ascendente e descendente dos tubulos se mostram tume-
feitas e degeneradas ao méaximo, na zona limitante “boundary zone”.

No cio n.° 14 do grupo II, na zona limitante e no inicio da medular, em cer-
tos trechos esparsos, nota-se a luz dos tubulos com intensa descamacio celular de
mistura com lipicas plasmacelulas. As plasmacelulas se vém também, no tecido
intersticial em térno do tubulo, formando pequenas areas de inflamagdao focal

peritubular, reacional.

O animal n.° 15 do grupo II, mostrou nitida hiperemia do cértex e da zona
intermediaria, sendo a mesma discreta nos glomérulos. Havia uma intensa pie-
lite, nao se observando {ocos de nefrite intersticial crénica. Notou-se uma forte
degeneraciio hidropica, formando ilhotas ou por¢des disseminadas pela zona li-
mitante e em partes do cortex. A sua localizacio, as vézes, é tipica, nas pira-
mides de Ferrein. As células, nésses tubulos apresentam-se tumefeitas e forte-
mente vacuolizadas. Em cortes por congelacio e corados pelo Escarlate R, nota-se
que se trata de tipica degeneracio gordurosa, atingindo por assim dizer, quase que
eletivamente, os tabulos retos da pirimide de Ferrein ou Pars radiata do cortex
e algumas partes da zona limitante ou justamedular do cértex. E notavel assi-
nalar que néste caso, os tibulos de primeira ordem apresentavam somente a in-
chac@io turva, ndo havendo nésses tibulos nem a degeneracao vacuolar e nem a
esteatose, Havia auséncia de cilindros de hemoglobina, no interior dos tabulos,
apresentando varios déles, um contetido albuminoso.

Em relagdo aos cilindros de hemoglobina em cortes histologicos, pudemos pre-
cisar a sua presenca com a estrutura tipica, em quantidade relativamente abun-
dante, facilmente identificavel, mormente em 4 cies (1 e 10 do grupo I e 11 e
13 do grupo II) e menos intensa em 3 casos (2, 3 e 9 do grupo I). Désse modo,
os cilindros de hemoglobina foram encontrados em cortes histologicos apenas em
7 casos de um total de 13 céles autopsiados, nio significando que nfio tivessem
apresentado uma simples hemoglobintria.

Os cilindros de hemoglobina sempre se encontravam, nas partes retilineas do
nefron ou nos segmentos das alcas de Henle e nos tubos contornados de segunda
ordem. Em maior ntmero, ou mais faceis de serem identificados, eram vistos
na zona limitante e justamedular do coértex, bem como na zona medular; em
menor nimero e mais dificeis de serem pesquisados, em pleno coértex, na zona
labirintica e nas proximidades dos glomérulos,

Entretanto, em um dos animais autopsiados (cio n° 13 do grupo II), os
cilindros de hemoglobina eram facilmente visiveis, mesmo em todo o cértex, desde
o Cortex corticts, sob a capsula, como bem o demonstram as microfotografias.
Isso é visto, especialmente nos cortes histolégicos preparados pelo método de
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Mallory-Masson, onde os cilindros de hemoglobina atraem a aten¢io pela sua
cor vermelha viva que os distingue da cér pilida ou ligeiramente azulada do sim-
ples conteado albuminoso, ou dos cilindros hialinos comuns que estio presentes
em VvAarios casos.

Pudemos verificar que a hemoglobintria foi positiva em 12 casos (1, 2, 4,
0,9 e 10 do grupo I ¢ 7, 8, 11, 12, 13 e 14 do grupo II) de um total de 15 cies.
Porém, no momento da autopsia, 6 7 animais apresentaram hemoglobinaria (1, 2,
4,9 e 10 do grupo I e 11 e 13 do grupo IlI), pois dois cies que estavam com he-
moglobintiria, durante a observagio, ndo foram autopsiados por se terem recupe-
rado ao fim da experiéncia (cdo n.° 6 do grupo I e n.® 12 do grupo II).

Em trés cies (7, 8 e 14 do grupo II), na ocasido da aulopsia, a reacdo da
benzidina era negativa, pois €sses animais ja tinham se recuperado, no fim da
experiencia. Mas mesmo assim, foram aproveitados para pesquisa, sendo autop-
siados apos anestesia pelo éter.

No cido n.” 11 do grupo II, houve aparentemente um resultado paradoxal,
porquanto, nos cortes histologicos os cilindros de hemoglobina eram muito nume-
rosos, na zona limitante e eram menos numerosos na zona medular, e bem menos
freqiientes, na zona cortical. Apesar disso, a hemoglobiniria foi muito pouco
intensa. Talvez ésse fato, nésse particular possa ser explicado pela maior reten-
¢ao de cilindros de hemoglobina nos tabulos.

Em seis animais (cdes n.°* 1, 2, 3, 9 e 10 do grupo I e 11 e 13 do grupo 1),
quando havia a presen¢a de cilindros de hemoglobina, nos cortes histologicos ao
exame microscopico, também havia hemoglobintiria, com uma tnica excecio (cao
n.” 3 do grupo I).

Nao foram encontrados globulos vermelhos, na wurina ou no interior dos
tubulos uriniferos ou na cavidade da capsula de Bowman. Deésse modo, nao houve
hematiria nos animais dos dois grupos investigcados por nés, mas somente hemo-
globinnria,

C — ResuMo DAS LESOES

As lesbes histologicas do rim obtidas experimentalmente, nos dois grupos sao
idénticas e assim podem ser resumidas:

1) Auséncia de lesdes glomerulares, por vézes apenas contetido albuminoso, na
cavidade da cipsula de Bowman;

2) Auséncia de isquemia no cortex, havendo por vézes ligeira hiperemia, prin-
cipalmente da zona labirintica do rim, e mais acentuada nos vasos retos da
zona limitante do rim;:

3) Auséncia de lesbes importantes dos tibulos contornados principais que mos-
travam apenas, por vézes, degeneracio vacuolar, inchacio turva, contetdo al-
buminoso no lume;:

4) Presenca de cilindros pigmentados de derivados de hemoglobina, principal-
mente nos tubos ascendentes da alca de Henle e tubos contornados distais
(isto é, em todos os segmentos do nefron, classicamente designados como o
segmento intermedidario de Schweigger-Seidel) e nos tubos coletores da zona
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radiada do cortex e da zona medular. Em alguns casos, os cilindros de he-
moglobina ou de seus derivados podem ser encontrados desde o Cortex corticis
sob a capsula até a papila renal;

5) No segmento intermediario do tabulo urinifero, isto é, parte ascendente da
alga de Henle e do tabulo contornado distal ou de segunda ordem, as lesdes
eram inais acentuadas, havendo nio s6 inchagio turva degeneracio vacuolar
e gordurosa, como também lesBes nucleares (picnose e cariorrexis), termi-
nando com o desaparecimento por necrobiose e descamacio das células em lar-
o0s trechos désses segmentos do nefron. Nésses trechos, os cilindros de he-
moglobina se apresentam em contacto com a Ldmina prépria ou com o es-
troma conetivo do rim. Este fato foi observado, constantemente, ja em pleno
cortex no ponto em que o segmento intermediario, voltando das irradiacoes
da medular ou piramides de Ferrein se aproxima ou se justapde aos glomé-

rulos;

6) Todavia, as lesGes mais intensas e numerosas se verificam na chamada zona
limitante do rim, na passagem das partes retilineas do tibulo para a zona
medular, como foi assinalado classicamente na sindrome do nefron distal por
varios autores, entre os quais Bywaters e Dible (1942), Ogilvie (1951) e por
Amorim e Mello (1952-54) no homem afetando portanto, principalmente, as
partes ascendentes da al¢a de Henle, isto é, o chamado segmento interme-
diario do nefron;

7) Em alguns animais, nota-se a presenca de pequenos focos inflamatérios rea-
cionais ou secundarios, constituidos ora por granuldcitos neutréfilos, ora por
plasmacélulas, em torno de tabulos cujas células haviam desaparecido, em
contato com os cilindros de hemoglobina. Nao chegamos a observar, porém,
em nossos casos, nenhuma vez, a proliferagio histiocitaria de aspecto granulo-
matoide notada no homem por Amorim e Mello (1952-54), nem as lestes
de esclerose ou tromboses venosas citadas por Ogilvie (1951), Bywaters e

Dible (1942).
DISCUSSA0 E CONSIDERACOES GERAIS

Flavio da Fonseca (1949) diz em seu livro, embora sem especificar a va-
riedade de envenenamento a que se refere, que a albumintiria e a aniiria seriam
consecutivas a glomerulonefrites, Tal fato pode ser verdadeiro, nos casos em que
se trale de envenenamento bolropico, se nos basearmos, nas observacoes de Mac
Clure (1935-1946). Porém niio é o caso, quando se lrata de envenenamento
crotalico, pois as nossas verificagbes experimentais demonstram que o mecanismo
patogénico da albumintria e da antria deve depender com mais probabilidade de
fenémenos degenerativos puros do parenquima renal. Na intoxicacio por veneno
crotalico, nfio encontramos sinais de glomerulonefrite, tanto no cio, como no

homem (Amorim e Mello, 1952-54).

Nunca notamos a presenca de cilindros tipicos de hemoglobina, nos tabulos
contornados de primeira ordem. Em relacio a localizacio tipica dos cilindros de
hemoglobina, nos tabulos contornados de segunda ordem (segmento intermedia-
rio), o caso do cdo n.° 13 (grupo II). é particularmente demonstrativo, indican-
do tal localizagdo e ndo deixando qualquer davida sobre a sua presenca no Cortex
corticis, bem sob a capsula renal, como é visto nas ilustracoes. Nio somente a
estrutura das células dos tabulos, como tambhém a sua colocaciio extrema provam
de modo irrefutivel ndo se tratar do tubo coletor de Bellini, duvida que poderia



150 LESOES RENAIS INDUZIDAS EXPERIMENTALMENTE NO CAQO PELO
VENENO CROTALICO

Fig. 1 — Por balxo da cépsula renal, vé-se em grande aumento um cilindro de hemoglobi-
nia, metade hialino, metade granuloso com a conhecida estrutura tipica dos cilindros de
hemoglobina. Nota-se o epitelio de revestimento cubico baixo em quase toda extensido
da parede do segmento intermediiario que contém o cilindro de hemoglobina em seu interior.
Cio n° 13. Fixaciio pelo Formol. Coloracio pelo método de Mallory-Masson.
Microfotografia x 420.

Fig. 2 — Cilindro granuloso de hemoglobina em grande aumento visto no interior de um
tubulo contornado de segunda ordem, cujas células estio com inchacio turva com alguns
nucleos em picnose. Ao lado esquerdo, vé-se um tabulo contornado proximal. Cio npe 13.
Fixacio pelo Formol. Coloracfio pela Hematoxilina e Eosina. Microfotografia x 420.
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Fig. 3 — Sob a cépsula aparecem dois cilindros de hemoglobina, finamente granulosos,
no interior de segmentos contornados de segunda ordem, cujo epitélio de revestimento
baixo & wvisivel no tubulo do centro. Tubulos contornados proximais com degeneracio
hidrépica microvacuolar. Notar a diferenca em contraste com os eritrocitos dos capilares
visinhos. Céo n2° 13. Fixacio pelo Formol. Coloracio pelo Mallory-Masson.
Microfotografia x 3856.

Fig. 4 — Volumoso cilindro granuloso de hemoglobina em partes da alca de Henle.

Corte longitudinal, passando pela zona limitante do rim. O epitelio cabico baixo da parede

do tabulo ainda se encontra relativamente bem conservado. Cio no 13. Fixacio pelo
Formol. Coloracio pela Hematoxilina e Eosina. Microfotografia x 420.
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Fig. 5 — Corte transversal
da zona limitante do rim,
mostrando trés cortes da
parte ascendente da alca
de Henle com o038 lumes
vasios, revestidos por epi-
telio baixo achatado. No-
tar as diferencas com al-
guns capilares sangiiineos
menores, irregulares, visi-
veis na figura. Em cima,
um corte da parte ascen-
dente da alca de Henle,
contendo em seu interior,
partes de wum cilindro
granuloso de hemoglobina.
Cio ne 13, Fixacho pelo
Formol. Coloracio pelo
Escarlate R. Microfotogra-
fla x 420.

Fig. 6 — Zona medular
do rim, mostrando peque-
nos focos de infiltraciao in-
flamatoria de carater
exsudativo agudo por gra-
nulocitos neutrofilos. Cao
n.? 9, Fixaciao pelo liquido
de Bouin. Coloracido pela
Hematoxilina e Eosina.
Microfotografia x 380.

Fig. 7 Zona medular do
rim, proxima da zona li-
mitante, mostrando varios
focos Inflamatorios, cons-
tituidos principalmente por
linfécitos e plasmacelulas,
praximos de alguns tabu-
los em parte cheios de
células descamadas, Clo
n? 14. Fixacdo pelo For-
mol. Coloracio pela He-
matoxilina e Eosina, Mi-
crofotografia x 200.
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surgir ao interprelar essas lesGes na zona limitante do rim (“boundary zone”).
Ora, em tal posicio extrema do cortex, ndo se encontram, como é sabido, parles
do tubo coletor de Bellini. Esse fato da maior apoio a interpretacio de que as ima-
gens idénticas vistas nos tabulos da zona limitante do cortex sejam realmente re-
ferentes a parte ascendente do segmento intermediario, nada tendo que vér com
o tubo coletor.

Nio constatamos a presenca de hemacias no interior de qualquer segmento
do nefron. Esse falo viria provar que a rea¢io da benzidina quando positiva é
causada pela hemoglobintiria existente e nido por uma possivel hematuria, ob-
jecao que poderia surgir. Em realidade, o que existe é uma hemoglobinaria pura,
ndo havendo indicio algum de hematiria, como pode ser visto nos resultados dos
exames anatomopatologicos e nos dados dos quadros sindlicos.

Verificamos em nossas experiéncias um fato de sumo interésse sobre a capa-
cidade de recuperagio do tecido renal, Existiria um paralelismo entre a recupe-
racao fisiolégica e a recuperacio histologica do parenquima renal. Quando ha
melhora clinica do anima!, haveria também uma concordincia com a diminuicao
e o desaparecimento dos cilindros de hemoglobina aos cortes histolégicos do rim.
Mas quando sucede o contrario. como ocorreu no cio n.” 13 (grupo II) que apre-
sentou uma hemoglobintria intensissima, desde o 1.° dia até a morte, os cilindros
de hemoglobina se tornam mais numerosos, com um quadro histopatologico de ne-
frose mais rico em cilindros de hemoglobina nos cortes histolégicos. Assim é
muito interessante notar que Rosenfeld (1963-68) demonstrou a metahemoglobi-
naria em casos clinicos de pessoas picadas por cascavel. Observou que a meta-
hemoglobinturia se tornava cada vez mais intensa com o agravamento do estado
dos pacientes, aparecendo depois a oligiria e em um grau extremo sobrevindo a

anuria.

Nao pudemos observar em nossas experiéncias, os graves fenémenos de pro-
trusio dos cilindros de hemoglobina para fora dos tabulos uriniferos, como foi
tio bem descrito por Ogilvie (1951), quando chegam a lesar a parede das veias
proximais. causando tromboses. Entretanto, como bem o demonstram algumas
das nossas figuras, varios trechos onde as células de revestimento dos tubulos de-
sapareceram, os cilindros de hemoglobina chegam realmente a aflorar e a entrar
em contato com a membrana basal do tabulo urinifero, como foi descrito por

Ogilvie.

Hadler e (. Vital Brazil (1966) fizeram o estudo histopatologico do rim de
ciaes tratados com crotoxina, nao empregando o veneno crolalico séco, como nos.
Referem nde ter encontrado as mesmas lesdes. Contudo, citam Rodrigues Lima
(1966) que em casos humanos de picados por cascavel salienta a presenca de
lesbes degenerativas nos tibulos proximais, mas ndo deixa de acentuar a existén-
cia de lesées necréticas muito mais graves no “segmento distal”, o que portanto
nio vem senio confirmar os nossos achados. FEsses fatos seriam mais uma de-
monstragiao das diferencas de acido da crotoxina e do veneno crotalico.

EEm nossas investigagbes experimentais, ndo pudemos reproduzir no cdo, as
lesbes renais descritas por Amorim e Mello (1952-54), no homem, no qual encon-
traram um processo inflamatorio reacional, secundario, intenso. Somente dois
cdes. n. 9 do grupo I e o n.® 14 do grupo II, apresentaram fenémenos discretos
de inflamacio reacional, caracterizado, no primeiro por pequenos aglomerados de
eranulocitos neutrofilos e no segundo, por plasmacélulas, em térno dos tabulos uri-
niferos da zona limitante. Ne cdo, a auséncia de um processo reacional secundario
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talvez possa ser explicada pela duragdo menor da sobrevida do animal, reforcando
désse modo a conclusio sobre a natureza “sintomatica” ou reacional, secundiria
désse processo inflamatério, na realidade post-nefrético. REsse fato constituiria
uma demonstracgio experimental da tese defendida por Amorim e Mello (1952-54),
como também do conceito primordial e basico de inflamacio sintomatica, emitido

por Spielmeyer (1922).
REsumo

FFoi obtida em cdes, com relativa constancia uma nefrose do tipo da nefrose
hemoglobintrica (Mallory, 1947) também denominada como, nefrose do nefron in-
termediario (Amorim e Mello, 1952-54, Raab e Kaiser, 1966), reproduzindo-se
experimentalmente essa sindrome, tanto sob o ponto de vista clinico, como tam-
bém histopatologico.

No envenenamento crotalico experimental, no cdo, existe uma hemoglobiniria
relativamente constante. Nunca encontramos hematiria, pelo menos no cio. Nio
existem hemdicias na urina, como também, no interior dos tibulos renais e na ca-
vidade da capsula de Bowman. Assim, é acentuado o fato da presenca de hemo-
globina livre, na urina, e a auséncia da eritrocitose. A duracio da observacio
variou de 7 horas até 9 dias e quatro horas.

As lesoes histopatolgicas se superpbGem exatamente aquelas, préviamente
descritas no homem (Amorim e Mello, 1952-54), caracterizadas por lestes degene-
rativas necrobioticas do chamado segmento “intermediario” do nefron, isto é a
parte ascendente da alca de Henle e o tibulo contornado de segunda ordem e
também pela presenga de cilindros de hemoglobina no lume do mesmo, dando
uma reagdo de Lepehne positiva.

O veneno crotalico vem fornecer um meio facil para induzir a nefrose do
nefron intermediario cuja reproducgao foi julgada dificil por varios investigado-
res (Yuile, Gold e Hinds, 1945), sendo necessirios sempre dois fatores lesionais
coadjuvantes simultineos.

As pesquisas feitas permilem a conclusio de que o veneno crotalico por si so
deve induzir ndo s6 a agiio hemolitica necessaria, como também uma “acdo nefro-
toxica”, preenchendo assim a qualidade de efeito simultineo reconhecida, como
indispensavel (Yorke e Nauss, 1911-12, Baker e Dodds, 1925) para a inducéo
da nefrose hemoglobiniirica experimental.

SUMMARY

Hemoglobinuric nephrosis (Mallory, 1947) also designated as nephrosis of
the intermediate nephron (Amorim and Mello, 1952-54), was obtained in dogs with
relative constancy, this syndrome having been reproduced experimentally both
from the clinical as well as from the histopathological point of view.

The presence of free hemoglobin in the urine is stressed, which until now
has not been described in literature on either human or experimental crotalic
poisoning, as well as the absence of erythrocytosis in the urine. The duration
of the observation varied from 7 hours to 9 days and 4 hours. The histopatho-
logical lesions superpose themselves upon those described in man (Amorim e
Mello, 1952-54) characterized by degenerative necrobiotic lesions of the segment
of the nephron denominated as “Intermediate” and by the presence of hemoglobin
casts in its lumen, producing a positive Lepehne test.
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Crotalic venom (C. d. terrificus) provides an easy way to induce nephrosis
of the intermediate nephron whose experimental reproduction was considered
difficult by various authors (Yuile, Gold and Hinds, 1945) since there always
existed the necessity of two simultaneous lesional factors.

These investigations permit the conclusion that crotalic venom (C. d. terrificus),
besides inducing a hemolytic action also possesses a “nephrotoxic action” thus
fulfilling the condition of duality of effects already to be indispensable (Yorke and
Nauss, 1911-12 and Baker and Dodds, 1925) to the induction of experimental
hemoglobinuric nephrosis.
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