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RESUMO: 0 objetivo deste trabalho ¢é de avaliar

através de exames histopatolégicos sequenciais as

lesbes renais decorrentes da hemoglobinemia. Foram
utilizados sete caprinos adultos, sendo 4 machos e 3
fémeas Sem Raca Definida (SRD). Retirou-se dos animais
o volume sanglineo equivalente a 15 ml/kg de peso
corpéreo. Apés

ruptura mecanica das heméacias, por

congelamento, cada animal recebeu 0 hemolisado
hom6logo 48 horas depois da colheita de sangue, via
intravenosa. Um animal foi sacrificado antes de se
proceder a infusdo e trés foram sacrificados 3, 9 e 24
horas ap6s. O0s demais foram sacrificados 96 horas
depois da infusdo do hemolisado. Os fragmentos renais
obtidos foram corados pelo método de hematoxilina
eosina (HE),

alizarina de Okajima e ainda pelo acido periddico de

segundo o método de coloragdo de

Schiff (PAS). Verificamos alteragdes histopatoldgicas
3, 9 e 24 horas ap6s o inicio da aplicacdo do
hemolisado, sendo que as 9 e 24 horas observou-se um
agravamento das lesbdes. As alteragBes caracterizavam-
gloébulos

se, principalmente, pela presenca de

protéicos, cilindros de hemoglobina e degeneracéo

tubular com destruicdo das microvilos idades. Os cortes

histoldégicos dos fragmentos vrenais obtidos 96 horas
apés a infusdo do hemolisado permitiram observar
sinais de regeneracdo do epitélio tubular. Diante do
exposto concluiu-se que, a hemoglobinemia temporaria
resultante da aplicagdo intravenosa do hemolisado
homélogo em caprinos, em dose de 15 ml/kg de peso,
causou danos renais.
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INTRODUGCAO

Foi Jean Baptiste Denys que
primeira vez, em 1667, a instalacdo de hemoglobindria

descreveu pela

apos reacgdes pés-transfusionais graves, em
conseqiéncia da sangue incompativel
(FLINK 1947). A partir dessa época estudos clinicos
e patolégicos

permitiram concluir que, em todos os casos fataj|p,

aplicacdo de

realizados por diversos pesquisadorpp

havia lesdo renal caracterizada por variado grau de
degeneragcdo epitelial e necrose tubular na regido
cortical, associada a presenca de cilindros
pigmentares na alca de Henle, no tubulo contornado
distai e tubulos coletores.

0 efeito da hemoglobinemia sobre a funcdo renal
tem sido amplamente estudado em algumas espécimes
animais como rato e o cdo. Pouco se conhece sobre o
efeito da hemoglobinemia em ruminantes. Nos bovinos é
frequentemente observada como parte da sintomatologia
de diversas doencgas como a piroplasmose,
doenca

reagdo pos-transfusional

hemoglobindria bacilar, eperitrozoonose,
hemolftica do recém-nascido,
e intoxicacdo por substancias hemoliticas (BENJAMIN 1,
1978; BLOOD et alii 3, 1983; JAIN 11, 1986).

0 escopo do presente trabalho é portanto o de
através de exames

avaliar, histopatoldgicos

seqlienciais, as lesdes renais decorrentes da

hemoglobinemia em caprinos.

MATERIAL E METODO

Foram utilizados 7 caprinos adultos sendo 4 machos
e 3 fémeas Sem Raca Definida. Antes de serenm

introduzidos no experimento, realizou-se exame clinico

e exames laboratoriais: hematolédgico, biogquimica
sérica (proteina total, uréia, creatinina, aspartato
aminotransferase-AST, fosfatase alcalina,

bilirrubinas), urinalise, coproparasito légico.

Através da venopuntura da jugular, retirou-se dos
animais o volune sangiineo equivalente a 15 ml/kg de
peso. E apés

ruptura mecadnica das heméacias, por
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congelamento, cada animal recebeu hemolisado,

homélogo, 48 horas depois da colheita de sangue, sob a
forma de aplicagdo intravenosa lenta.
traumatismo

Os animais foram sacrificados por

craniano e posterior sangria. Desses, um animal foi

sacrificado antes de se proceder a infusdo do
hemolisado e trés foram sacrificados respectivamente
3, 9 e 24 horas ap6s a infusdo de 15 ml/kg de peso de
hemolisado. Os trés animais restantes também receberam

hemolisado em idénticas doses e foram sacrificados 96

horas apos.
0s rins foram vremovidos imediatamente ap6s o
sacrificio dos animais, observando-se 0o aspecto

macroscopico e retirando-se alguns fragmentos que eram
fixados em solucdo de formol a 10%, por um perfodo
aproximado de 72 horas. Procedia-se apés, a inclusédo
em parafina, obtencdo de cortes histolégicos de 5 u de
espessura e coloracdo pelo método de hematoxilina e
(H.E.). Foi  também coloracéo

hemoglobina

eosina empregada a

especifica de segundo o método de

coloracdo de alizarina de Okajima, conforme indicado
por MC MANUS & MOWRY 14 (1965). Utilizou-se, ainda, o
método de coloracdo pelo &cido periddico de Schiff
(PAS), conforme descrito por MC MANUS & MOWRY 14
(1965), para observacdo da integridade morfolégica das
microvilos idades dos tlbulos proxima is
(bordadura em escova), bem como da regeneracdo das
mesmas no periodo final do experimento, e também para
o estudo morfol6gico das membranas basais dos tdbulos

contornados

renais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As alteracdes histopatolégicas verificadas nesse
experimento assemelham-se aquelas citadas por varios
autores como HARRISON et alii 8 (1947); BLACK 2
(1948); GOLDBERG 6 (1962); JAENIKE & SCHNEEBERGER 10
(1965). As alteragdes observadas 3 horas apés a
aplicacdo do hemolisado haviam sido relatadas por
HARRISON et alii 8 (1947) em idéntico periodo de tempo
e foram caracterizadas pelo infcio da vacuolizacdo do
pela presenca de material

epitélio tubular, protéico

no Iimen  tubular, e também pela presenca de
hemoglobina na luz tubular e no interior das células
(Fig- 1).

0 agravamento das lesdes tubulares nos momentos
subsecjJentes foi evidenciado no exame histopatoldgico
realizado nove e vinte e quatro horas apdés o inicio do
acidéfilos e de
JAENIKE &

(1965), bem como a degeneracdo tubular

experimento. Presenca de gldbulos

cilindros de relatada por
SCHNEEBERGER ~
citada por FLINIC ~ (1947) foram as alteracfes mais
evidentes (Fig. 2 e 3).

A regeneracdo epitelial, verificada 96 horas ap6s

hemoglobina
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a aplicagdo de hemoglobina livre, é caracterizada pela
presenca de epitélio de substituicdo constituido por
células alongadas com pouco citoplasma e regeneracédo
das microvilosidades (Fig. 4), bem como pela deposicéo
de hemossiderina, no interior das células tubulares
(FLINK 5, 1947; HARRISON et alii 8, 1947; JAENIKE &
SCHNEEBERGER 1965). De acordo com estes ultimos
pesquisadores a regeneracao é acompanhada da
normalizacdo da fungdo renal medida pela depuracdo da
inulina.

Trés hipoteses gerais tém sido sugeridas para
explicar a lesdo  renal hemélise
intravascular: obstrugcdo dos
precipitacdo dos derivados da hemoglobina no seu ldnen
(HAMILTON & FARR 7, 1947; HARRISON et alii 8, 1947;
JAENIKE , 1965), precipitacdo essa favorecida pelo pH
acido (YUILE ~ , 1945); células do
epitélio tubular pela toxidade das hemeproteinas e
seus derivados (BRAUN et alii 4, 1969); e diminuicéo
do fluxo renal devido a constricdo dos vasos renais
(LIPPMAN et alii 13, 1951; JAENIKE 9, 1965; JAENIKE &
SCHNEEBERGER 10, 1965).

Duas, das trés
observadas neste experimento: a obstrugdo dos tdbulos
(pela precipitacdo dos derivados de hemoglobina e pela
formagdo  de cilindros na luz tubular) e o0
comprometimento das células do epitélio tubular.

Embora  YUILE ~ (1945)  tenha
importancia do pH na precipitacdo de hemoglobina, bem

causada pela

tibulos renais pela

injuria das

hipéteses mencionadas, foram

mencionado a
como na formagdo de cilindros, a obstrugdo do fluxo
urinario pode ocorrer independente do pH urinario,
como observaram HARRISON et alii 8 (1947). 0 aunento
da viscosidade do filtrado devido a
presenca de hemoglobina, altera o fluxo urinario, pois

glomerular,

quando a resisténcia da solucdo de hemoglobina é maior
que o gradiente de pressdo determinado pela presséo
sanglinea, somada a forca resultante da absorgdo de
dgua, h& diminuicdo na velocidade do fluxo urinario.
Havendo diminuicdo na velocidade do fluxo urinério,
favorece-se a formacdo de cilindros, principalmente em
meio acido. 0s cilindros de hemoglobina  séo
solubilizados em pH menores que 5,2 e maiores que 8,6.
Ainda que o pH urinario houvesse variado entre 7,0
e 9,0, cilindros de hemoglobina foram encontrados, na
maioria dos caprinos, em diversas ocasifes. A
diminuicdo do fluxo urinario em conseqliéncia da maior
viscosidade determinada pela hemoglobina e a acidez da
urina ao nfvel da algca de Henle certamente devem ter
desses cilindros, os

contribuido para a formacéo

quais, por sua vez, influiram na obstrucdo do fluxo
urindrio ao nivel dos tubulos contornados distais.
Segundo LALICH 12 (1947) e JAENIKE 9 (1965), a
desidratacédo pode influir consideravelmente no
aparecimento de lesdo renal, potencializando o efeito
formacdo de

da  hemoglobinemia e favorecendo a



FOTO 1 - Tabulos da regido cortical, 9 horas ap6és a infusdo do hemolisa-

FOTO 2

do, mostrando a presenca de hemoglobina tanto na luz tubular
quanto no citoplasma das células epiteliais. Corado pelo método
da Alizarina. Aumento de 500 X.

Obstrucdo tubular e glomerular devido a presenca de material de
natureza protéica. Destruicdo intensa das células de revestimen
to tubular, aumentando a sua luz, 24 horas ap6s a infusdo do he
molisado. Corado pelo H.E. Aumento de 200 X.



FOTO 3 -

FOTO 4

Coloracdo pelo P.A.S. demonstrando a distribui¢cdo das bordadu-
ras em escova dos tubulos contornados proximais 24 horas apos
a infusdo do hemolisado. Aumento de 200 X.

Regeneracao do epitélio tubular, apdés 96 horas da infusdo do he

molisado. Células baixas, alongadas e com pouco citoplasma. Co
rado pelo H.E. Aumento de 500 X.
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cilindros de hemoglobina. E interessante observar que,
de todos os caprinos submetidos ao experimento, havia
sido retirado parte do volume sangiineo 48 horas antes
da aplicacdo do hemolisado, sem ter havido reposicéo
da volemia, a ndo ser através da ingestdo "ad libitum"
de 4agua. Assim, ¢é possivel que a retirada de sangue
tivesse resultado em desidratacéo, alterando as
condigdes de metabolismo celular dos tlUbulos renais.

Embora as lesdes tubulares fossem evidentes, o
Ci prometimento dos glomérulos avaliados através do
estudo morfoldgico do rim foi minimo.

A regeneracdo do epitélio tubular demonstra a
rcersibi lidade do processo degenerativo causado pela

hemoglobinemia e hemoglobinuria.

CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos no presente
experimento podemo6 concluir que a hemoglobinemia
temporaria resultante da aplicacdo intravenosa de

na dose de 15,0 ml
causou danos

hemolisado hom6logo em caprinos,
por kg de peso renais

evidenciados pelo exame histopatolégico do drgéo.

corpéreo,

PINHEIRO, R.R.;
8IRGEL, E.H.
intravenous treatment with homologous hemolysate.
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HAGIWARA,  M.K.;  NURMBERGER, R.;
Kiciiey lesions in goats submitted to

SUMMARY: The aim of this study was to evaluate the
kidney morphological consequence of
hemoglobinemia. Four male and three female goats were

alterations as

treated with homologous hemolysed blood in an amount
of 15 ml/kg/body weight. Blood samples were collected
from each animal, submitted to mechanical rupture of
red blood cells by freezing process and after 48 hours
** m collection, were given to the same goat. One of
Jlie goat was sacrificed 48 hours after blood sample
collection, without receiving any treatment and three
other were killed at 3, 9 and 24 hours after being
treated with

goats were killed 96 hours after

hemolysed blood. The remaining three
being given the
treatment. Kictiey

frapnents were stained by

hematoxilin and eosin, alizarine and PAS methods.
Histopathologic alterations were observed as early as
3 hours after the adninistration of hemolysed and
remained until 24 hours, when the lesions showed to be
lesions were

progressively more severe. The

characterized mainly by the presence of proteic

droplets, within tubular cells, hemoglobin casts and
tubular regenerations (Microvilli destruction). Signs
of tubular regenerations were observed in the specimen

from the animals killed at 96 hours.

UNTTERMS: Kicfriey lesions; Hemoglobin; Plasma; Goats

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

01-BENJAMIN, H.M.
Ames, lowa State University Press, 1978.

Outline of veterinary clinical pathology.

The resorption of haemoglobin by the
Ann. trap. Med.

02-BLACK, R.H.
renal tubules in haemoglobinuria.
ParasiL, 42:90-94, 1948.

03-BLOOD, D.C.;
Clinica veterinaria. 5. ed.
Koogan, 1983.

HENDERSON, J.A_; RADOSTITS, 0.M.
Rio de Janeiro, Guanabara

04-BRAUN, S.R.; WEISS, F.R.;
J.R.; PREUSS, H.G.
toxicity of heme proteins and their derivatives:
a role in the genesis of acute tubule necrosis.
J.exp.Med™ 131: 443-460, 1969.

KELLER, A.l1.; CICCONE,
Evaluation of the renal

05-FLINK, E.B. Blood transfusion studies. [Ill. The
relationship of the pH of urine to renal damage
produced by injection of hemoglobin solution in

to dogs. J.Llab. clin. Med., J2:223-259, 1947.

06-GOLDBERG, M.
hemolyzed

Studies of the acute renal effects of
red blood cells in dogs including
estimations of renal blood flow with Krypton 85.
J. clin. Inwest., 41:2112-2122, 1962.

07-HAMILTON, P.B. & FARR, L.E.
hemoglobin solutions for intravens infusion. J
exp. Med., 50:455*463, 1947.

Preparation of

08 -HARR ISON, H.E.; BUNTING, H.; ORDUAY, N.K.; ALBRINK,
W.S. The pathogenesis of the vrenal injury
produced in the dog by hemoglobin or
methemoglobin. J. ep. Med., <30:339-356, 1947.

09-JAENIKE, J.R. The renal lesion associated with

hemoglobinemia. 1. Its production and functional

evolution in the rat. J. ep. MetL, 123:523-535,
1965.

10-JAENIKE, J.R. £ SCHNEEBERGER, E.E. The renal
lesion associated with hemoglobinemia. [Il. Its

strutural characteristics in the rat.
/23:537-544, 1965.

J. exp. MecL,

11-JAIN, N.C. Schaim®s veterinary hematology. 4.ed.
Philadelphia, Lea & Febiger, 1986.

Braz. J. vet. Res. anim. Sci.,, SSo Paulo, 27K1): 53-56, 1990.



56 PINHEIRO, R.R. et alii.

Alteracdes renais morfolégicas em caprinos submetidos e infusdo intravenosa

1H-LALICH, J.J. The influence of injections of
homologus hemoglobin on the kidiey of normal and
dehydrated animals. /. exp. Med., 86:153-158, 1947.

14-MC MANUS, J.F.A. & MOWRY, R.U. Staining methods

histologic and histochemical. 3.ed. New York, Harper &
Row, 1965.

13-LIPPMAN, R.W.; UREEN, H.J.; OLIVER, J.

Mechanism 15-YUILE, C.L.; GOLD, M.A.; HINDS, E.G. Hemoglobin
of proteinuria. Iv. Effect of renin on precipitation in renal tubules. J. exp. Med,
hemoglobin excretion. J. exp. Med., 93:605-613, 52:361-375, 1945.

1951.

Recebido para publicacdo em 14/11/89
Aprovado para publica¢do em 09/01/90

Rry J vet R/k anim S c iS&%0 Paulo.27(1): 53*56, 1990



