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A anemia produzida em c3es por injecdo de substdncias estrogénicas,
foi descoberta por Arnold e colaboradores(1), quando no decurso de pes-
quisas tendentes a verificar possivel relacdo entre o horménio sexual feminino
e as glandulas paratirdides, encontraram, por casualidade, nestes animais
submetidos a fortes doses de estrogénicos, o aparecimento de anemia rapida-
mente mortal.

O mecanismo desta anemia foi interpretado por acao diréta do hormédnio
sobre a medula 6ssea, diminuindo a formacao de plaquetas e hematias e exci-
tando a ‘producdo de leucocitos. Alguns casos foram explicados como provo-
cados por hemorragias abundantes, enquanto outros por destrui¢do intra-orga-
nica da hemoglobina, evidenciada pelo te6r de hemosiderina veriticado his-
tologicamente nos orgaos. TYSLOWITZ (2) nao vé nas hemorragias abun-
dantes a causa da anemia porque assinala serem as mesmas, em alguns casos
" muito escassas. BAREUTHER e SCHABBEL (3) assinalam uma acido exclusiva
sobre a trombogénese na medula 6ssea, sem se referir em especial sébre a
causa da anemia. SCHRADE (4) escreve: A doenca experimental se apre-
senta como uma perturbagdo na funcido medular de formacao sanguinea ;
ha uma reacao mieloide, uma anemia de caracter aplastico e uma diatése
hemorragica que se segue a trombocitopenia”. TysLowiTZ e DIGEMANSE (5),
veriticaram medula dssea hiperplastica na série branca e paralizada quanto a
série vermelha; consideram que a anemia aplastica é produzida diretamente
pelas substancias estrogénicas impedindo a prcducao de sangue.

De nossas observacdes em 60 cies ficou evidenciado que quando se ad-
ministra benzoato de estradiol diariamente em grandes doses (dose total de
0.8 a 4.5 mg. por quilo de corpo) aparecem caracteristicamente os seguintes
fenémenos : trombocitopenia, anemia normocrémica, normocitica aguda e
acentuada que sobrevem repentinamente apds um periodo preliminar em que

(*) Trabalho da Sec¢do de Hematologia auxiliada por benemeréncia do dr. Gui-
lherme Guinle.

* recebido para publicacio a 24 de julho de 1944 e dado a publicidade em agdsto de 1944,
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as cifras hematicas permanecem normais ou diminuem ligeiramente (fig. 1),
distuncac da medula éssea evidenciada pelo aspecto arregenerativo do sangue
em todas as tases da anemia, hemorragias no tractus intestinal, lesdes hemor-

ragicas observadas a autopsia, principalmente na mucésa intestinal do jejuno,
prostacao e morte geralmente entre 1 e 3 semanas. Todos os outros fenédmenos
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Fig. 1 — Processo anecnviante em cdes submetidos a fortes doses de benzoato de

esiradiol.
Caes nos quais foram injetadas sub-cutaneamente doses variaveis de benzoato de
estradiol (1.2 a 8.6 mg por quilo de corpo) dissolvidos em 6leos vegetais, apre-
sentando o quadro habitualmente cncontrado: a um periodo de laténcia em (que as
cifras hematicas permanecem normais, segue-se uma quéda riapida de hematias, coin-
cidindo com acentuadas hemorragias intestinais. Variacoes individuais quanto ao
tempo necessario ao aparecimento da anemia sac bem visiveis nos ciaes 104, 188

e 159.

descritos na literatura do assunto pédem faltar mais ou menos raramente :
lesbes purptricas na pele, petequias nos orgdos internos, leucocitéose elevada,
medula 6ssea de aspecto pioide, parecendo éstes sintdémas dependerem do
modo de administracao, do veiculo de dissolucao e da variabilidade individual
dos caes. Os mais comumente encontrados sdo as lesdes hemorragicas da
pele, pulmao, epicardio e endocardio (musculos papilares) (Fig. 1).
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O trabalho aqui apresentado, refere-se a experiéncias realizadas com o
fim tnico de verificar a importancia relativa dos sequintes agentes causais da
anemia: A) perdas hematicas por hemorragia; B) destruicao hematica intra-
organica; C) disfuncao da medula éssea.

A) — DETERMINACAO QUANTITATIVA DA HEMORRAGIA INTESTINAL
E DETERMINACAO DA HEMOGLOBINA TOTAL CIRCULANTE NOS
ANIMAIS EM PROVA

Métodos: As determinacdes do volume total de sangue foram executadas
pelo método de coloracdao do plasma empregando o vermelho vital de acérdo com
a técnica descrita por HEILMEYER (6), usando-se o espectrofotometro de PuL-
FRICH para medida da intensidade da coloracdo. De acérdo com o trabalho de
SMITH, ARNOLD e WHIPPLE (7) o volume total de hematias calculado na supo-
sicdo de que o hematocrito do sangue retirado da jugular represente o hemato-
crito médio do sangue total, da em 809 dos resultados um valor maior de 28¢%c
—+— 8% que o encontrado pelo método de perfusao segundo técnica de WELCKER
(8). Recentemente HAHN, BALFour, Ross, BALE e WHIPPLE (9) encontra-
ram semelhante resultado empregando o método dz determinagcao de volume
de sangue por injecdes de hematias contendo ferro radioativo. Baseados

nestes trabalhos corrigimos o volume total de hematias diminuindo de 28%
o resultado indicado pelo método corante. Comc nenhum trabalho neste sen-
tido f6ra feito em cdes anémicos, preferimos determinar o segundo volume de
sangue, sacriticando o animal por perfusido sanguinea além de prévia determi-
nagao pelo método corante. A hemoglobina total, perdida pelos animais foi
calculaca subtraindo-se da hemoglobina total circulante encontrada pelo mé-
todo corante (corrigida de menos 28% ) a hemoglobina total encontrada no
fim da prova pelc método da perfusao mais a hemoglobina retirada diariamente
para as provas hematolégicas.

A determinacdo da quantidade de hemoglobina eliminada nas fézes pelas
hemorragias intestinais foi obtida pela técnica de Wu (10), usando da acgac
peroxidasica da hemoglobina em presenca de agua oxigenada e benzidina.
Uma porcdo de fézes frescas é pesada e colocada em gral com acido acético
glacial, repetidas vezes até completa extracdo da hematina. Apéds centrifuga-
¢do toma-se um determinado volume do sobrenadante, adicionando 2 cm3. de
solug¢do a 0,5% de benzidina em uma parte de acido acético glacial para 9
partes de alcocl absoluto e 4 cm3. de 4gua oxigenada a 0.6 volumes % se-
gundo aconselha BING e BAKER (11). A cér desenvolve-se em 100 minutos,
sendo a leitura feita no espectrofotometro de PuLfFricH. O resultado é obtido
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por comparag¢iao a uma curva padrdo conseguida com resultados provenientes
de mistura de fézes a quantidades conhecidas de sangue. Segundo HAuro-
witz (12), o poder peroxidasico da hemoglobina determinado por éste método
diminue na passagem pelo intestino pela acdo dos sucos digestivos; além
disso nas fézes normais existem substdncias de origem vegetal com poder
peroxidasico. Considerando éste fato tivemos de padronizar os cdes em
experiéncia, eliminando de inicio por vermifugos repetidos todos os helmintos
capazes de produzir pequenas hemorragias e administrando em seguida, por
sonda estomacal uma quantidade conhecida de sangue (tabela 1), recuperan-
do nas fézes cerca de 85% da hemoglobina ingerida. O fator da corregao en-
contrado nesta prova (K—=1.16) é, em ordem de grandeza, semelhante ao
encontrado por HAurowiTz (12), incubando “in vitro”' durante certo tempo

na estufa, sangue e sucos digestivos (K =1.33).

TABELA 1

RECUPERACAO DE SANGUE INTRODUZIDO POR SONDA ESTOMACAL

|
'-. HEMOGLOBINA HEMOGLORINA FATOR DE
- INTODUZIDA RECUPERADA PERCENTAGEM DE CORRECKO
CAO DIAS DE PROVA NAS FEZES RECUPERACAO ‘
(2) (2)
254, ... ... .. ... 3 12 10.8 90.0 1.11
257 . 3 22 18 .2 82.7 1.21
250. .. ...... .. .. 3 40 34.3 $5.7 1.17
Meédia 86.0 Média 1.16
1

Usamos para esta prova 9 cies (tabela 2) nos quais administramos sub-
cutineamente benzoato de estradiol na dése de 0.1 mg. por quilo de corpo,
dissolvido em 6leo de pataua (6leo muito semelhante ao 6leo de oliva). O
peso dos animais variou entre 5.2 e 13.5 quilos; a hemoglobina circulante
entre 41 e 141 g. As fézes eram colhidas diariamente e imediatamente do-
sada a hematina. Quando os cdes se apresentavam clinicamente doentes,
com anemia muito acentuada, uma segunda determina¢do do volume total
de sangue era feita pelo método do vermelho vital e o animal sacrificado por
sangria a branco seguida de perfusidao segundo a técnica de WELCKER (8).
O material da luz do intestino era colhido para determinacdao cde hematina.
Foram assim obtidas as quantidades de hemcglobina desaparecidas da circula-
cao e a quantidade de hematina e hemoglobina eliminada nas fézes durante
todo o periodo de prova.

A recuperacdo variou de 30 a 709% da hemoglobina circulante perdida,
pela dosagem semi-quantitativa da hematina nas fézes pelo método da ben-
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zidina, (Tabela 2). Este resultado mostra que a anemia se processa em
parte pelo extravasamento do sangue pela luz do intestino. Considerando
hemorragias observadas nos orgaos e as perdas durante a colheita de fézes
nas gaiolas de metabolismo, se podera afirmar que a hemorragia é fator impor-
tante na formacdo do quadro anémico.

TABELA 2
HEMOGLOBINA
CIRCULANTE (2) PERDA DE |HEMOGLORINA| PERDA DE |HEMOGLOBINA| PERCEN-
A PESO DIAS DE EX- JEMOGLOBINA| RETIRADA |HEMOGLOBINA| RECUPE- TAGEM
€40 (nuilos) PERIENCIA CIRCULANTE POR NA ANEMIA RADA DE RECUPE-
* Antes | ** Depois (2) SANGRIA () (g) () RAGAO
da prova | da prova
260. .. 5.3 20 41 10 31 7 24 12 50
252. ... 7.6 29 58 20 38 11 27 13 48
257 . ... 8.0 15 66 22 44 7 37 17 46
254 .. . 9.1 15 93 25 68 R 60 22 37
256. ... 9.7 17 80 18 62 7 Hh 28 51
251. ... 10.5 29 80 45 32 11 21 17 81
259. ... 10.6 15 83 17 66 6 60 17 29
262. ... 12.2 11 97 25 72 6 66 47 71
258. . 13 .4 15 122 27 95 7 88 RY 39
|

* Determinada pelo método vermelho vital com correcio de menos 289 segundo 80, dos resultados apresentados no
trabalho de Smith, Arnold e Whipple.

** Determinada pelo método de perfusio segundo Welcker.

B) — DETERMINACAO DA DESTRUICXO HEMATICA INTRA-ORQANICA

Determinacdo da destruicio hematica intra-organica foi obtida pelo es-

tudo de trés caes nos quais se praticou uma fistula colicisto-réenal sequndo -

a técnica de Kapsinow, ENGLE e HarVEY (18). O cuidado com os cdes e o

TABELA 3
———
ELIMINACAO DE PIGMENTOS BILIARES PELA URINA EM CAES COM FISTULA COLICISTO-RENAL

ANTES DA PROVA DEPOIS DA PROVA
cio SUBSTANCIA INJETADA ‘ B
Dias Média de bilirubina Dias Mcédia de bilirubina
por dia (mg) por dia (mg)
l
163 Benzoato de estradiol. .. ... ... ... ... ... 10 117 13 63
(5 mg diano)
171 Benzoato de estradio! ... ... ... o o0 16 55 12 59
(1 mg diario) i
172 Acetilfenithodrazina. ... ... .. L i 7 93 19 371
(43 mg por quilo de cerpo) |
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método para determinacao dos pigmentos biliares na urina foi descrito deta-

lhadamente em publicacoes prévias (14,15).

Como mostra a tabela 3, os caes injetados com benzoato de estradiol
excretaram igual ou menor quantidade diaria de bilirubina que as observadas
no periodo contréle. Um terceiro cao foi injetado com acetilfenilhidrazina
(43 mg por quilo de corpo), substancia que ocasiona grave anemia por
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Fig. 2 — Influéencia paralizante do benzoalo de estradiol sobre a medula ossea.

Hemorragias praticadas em dois cies (Cies 110 ¢ 113) de tal modo a se produzir
quéda de hematias comparavel a observada no periodo critico da anemia por
estradiol, provocaram intensos fenomenos regenerativos (reticulocitose, represen-
tada pelas linhas interrompidas elevadas) em contraste com a aplasia verificada
nos caes submetidos a fortes doses de estrogenico (linha interrompida rasteira) .

destrui¢ao intra-organica, para servir como controle dos resultados acima.
Este cao excretou pigmentos em quantidade quatro vezes maior que a do pe-

riodo controle.

Em conclusao verifica-se que nao ha, por éste método, a mais leve des-
truicdo intra-organica quando se administra grandes doéses de benzoato de

estradiol em caes.
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C) — DETERMINAGAO DO ESTADO DE DISFUNCAO DA MEDULA OSSEA

Para determinar o estado de disfuncao da medula éssea praticamos duas
sortes de experiéncias.

a) Para determinar se grandes hemorragias na luz do intestino, como se
observa em caes com grandes doses de estradiol, teria efeito paralizador sobre
a capacidade regenerativa da medula ossea.
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Sangramos dois caes (Caes 110 e 113) retirando diariamente uma quan-
tidade tal de sangue, de modo a se processar uma anemia tao rapida quanto
aquela provocada com a administracao do estrogénico. Em sequida era éste
mesmo sangue administrado por sonda estomacal. (Fig. 2).

O exame da figura 2 demonstra uma intensa regeneracao nestes animais,
evidenciada por alta cifra de reticulocitos, contrastando com o diminuto nt-
mero de reticulocitos observado nos caes submetidos aos estrogénicos. Ficou
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visto por estas experiéncias nao ser a presenca de grandes quantidades de
sangue no intestino a causa da insuficiéncia de regeneracao na anemia pelo
estradiol .

b) Para determinar qual a acao do estradiol durante um periodo de in-
tensa regeneragao hematica provocada por substancia destruidora de hematias.
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Injetamos acetilfenilhidrazina (75 mg por quilo do corpo, dividido em
trés dias) e durante o periodo regenerativo 5 mg diarios de benzoato de
estradicl (Figura 3). Este animal mostrou uma ativa regeneragao expressa
por um aumento de 2 milhdes de hematias por mm3 em 9 dias, até que sobre-
vieram abundantes hemorragias intestinais, com consequente anemia aguda e
morte. A acdo do estradiol parece ser a de impedir o inicio dos processos de
regeneracao, nao tendo apreciavel influéncia durante um periodo de regene-
ragao ja em andamento.

A importancia das lesdes da mucosa intestinal e consequente hemorragia,
é bem vista neste animal, pois o extravasamento de sangue foi de tal violéncia
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gue a medula em plena regeneragao, nio conseguiu impedir a rapida quéda das
cifras hematicas (Figura 3). Que estas lesdes intestinais representam uma
verdadeira abertura no sistema circulatério, parece mostrar o fato de que repe-
tidas e abundantes transfusées de sangue administradas no periodo de hemor-
ragias intestinais (Fig. 4, cdo 143), nio mantem a sobrevida senio por
poucos dias.

SUMARIO E CONCLUSOES

A anemia que se processa em cdes quando se administra grandes doses
de benzoato de estradiol, ndo parece ser produzida por processos conhecidos
de destruigdo intra-organica. Esta substancia paraliza os fenémenos de rege-
neracdao hematica, parece interferir por processo desconhecido na fisiologia
sanguinea, produz graves lesGes na réde circulatéria que irriga a mucosa do
intestino, principalmente jejuno, ocasionando nesse 6rgao ‘extravasamento
variavel de sangue, fator segquramente coadjuvante na formacido da anemia.

SUMMARY

The characteristic findings in the pathological picture presented by 60
dogs when administered large doses of estradiol benzoate subcutaneously in
an oil vehicle are: thrombocytopenia, aplastic anemia, which follows a brief
latent period, intestinal tract haemorrhages, haemorrhagic lesions occurring
principally in the mucosa of the jejunum, followed by prostration and death
generally within 1 to 3 weeks. Irreqular findings are leucocytosis, purpuric
skin lesions, visceral haemorrhages and pyoid bone marrow.

The total circulating hemoglobin was determined in 9 dogs before and
after the anemia was established, thus verifying the total hemoglobin loss.
The blood loss through intestinal haemorrhages during the observation period
was determined by benzidine test. The quantity of hemoglobin recovered
from the feces in the form of hematin varied between 30 and 70% of the

total hemoglobin which disappeared from the circulation.

In order to ascertain the degree of intra-organic blood destruction the
bilirubin eliminated in the urine of dogs with gall-bladder renal type of fis-
tula was determined daily and these values compared with those obtained
for normal animals. The blood destruction as measured by this method was

practically nil.

An attempt was made to determine whether the presence of large quan-
tities of blood in the intestine might exert a paralyzing effect on the regene-
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ration of hemoglobin in dogs rendered anemic through haemorrhage. Ne-
gative. results were obtained. Estradiol benzoate administered to dogs during
the period of hematic regeneration which occurs in the recovery stage of ane-
mia produced by acetyl-phenyl hydrazine demonstrated that the estradiol in-
terferes but little when the regenerative processes have already begun.

Repeated transfusions given during the stage of acute anemia practi-
cally do not affect the period of survival.

The authors conclude that the main action of estradiol benzoate on the
blood physiology of dogs is still obscure. The anemia is not produced by the
intra-organic destruction of hemoglobin by known processes and doubtless the
blood loss through the intestinal haemarrhages constitutes an important ac-
cessory factor in the mechanism of bringing out this anemia.
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