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Anteriormente (1) examinamos o sistema nervoso central de camundon-
gos intoxicados mediante injecdo intravenosa de toxinas de germens da gan-
grena gasosa, havendo encontrado alteragdes da substdncia nervosa, predo-
minantes nos cornos anteriores da medula espinhal e indicativas de lesdes do
tipo degenerativo. Os animais intoxicados eram necropsiados logo apés a
morte, ocorrida quase sempre em fracoes de hora.

Interessante se nos afigurou verificar se na intoxicagdo prolongada so-
brevinham, também, alteracdes no sistema nervoso central.

TECNICA E METODO

Provocamos intoxicagao prolongada em 9 caes, animais mais resistentes
& infecgao gangrenosa (2) do que os outros animais de laboratério.

Utilizamos toxina de Clostridium perfringens, purificada pelo sulfato de
amdnio e dessecada, com uma test-dose de 1 mg diluida a 1/100 em &agua
fisiologica esteril.

Os animais foram intoxicados, inoculando-se a toxina por via venosa,
raras vezes associando-se a via subcutanea, tendo-se préviamente determinado
a dose é6tima inicial, que foi.de 0.5 ml da solug¢ao de toxina acima referida.

As experiéncias obedeceram aos seguintes protocolos:

EXPERIENCIA N.° 1

Cao n.° 7, péso 4.200 g, recebeu, durante 3 dias seguidos, 0.5 ml da so-
lucao de toxina na veia, seguidos de 1 ml durante 2 dias. Passados 3 dias,
voltou a receber 2 ml na veia, uma sé vez.
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Cao n.° 8, péso 4.460 g, recebeu. durante 3 dias sequidos, 0.5 ml de to-
xina na veia. No quarto dia, 2 ml por via subcutinea e, no quinto dia, 1 ml
na veia. Passados 3 dias, recebeu 2 ml na veia.

Ambos os caes foram sacrificados apés 14 dias do inicio da experiéncia.

EXPERIENCIA N.° 2

Cao n.° 9. péso 5.700 g, recebeu durante 2 dias 0.5 ml da toxina na veia.

Seguiram-se inocula¢des, por mais 2 dias, com 1 ml na veia. Passados 2 dias.
recebeu 1 ml na veia.

Cao n.° 10, péso 6.120 g, sofreu o mesmo processo de intoxicagdo que o
cao n.° 9.

Ambos os cédes foram sacrificados apés 8 dias do inicio da experiéncia. -

EXPERIENCIA N.° 3

Cao n.° 11, péso 7.200 g, recebeu durante 5 dias 0.5 ml de toxina na veia.
Morreu no 5.° para o 6.° dia de inoculacao.

Cao n.° 12, péso 5.400 g, recebeu durante 3 dias 0.5 ml de toxina na veia.
Morreu no 3.° para o 4.° dia de inoculacao.

Cao n.° 13, péso 5.230.g, recebeu durante 5 dias 0.5 m] de toxina na veia.
Trés dias apés a ultima inoculagdo, foi morto com injecao de ar na veia, pois
apresentava sintomas graves de intoxicagao.

EXPERIENCIA N.° 4

Cao n.® 16, péso 4.100 g, recebeu durante 3 dias 0.5 ml de toxina na veia.
Passados 2 dias, recebeu durante outros 2 dias 1 ml e, passado mais 1 dia,
2 ml, na veia. Trés dias apés, apezar de ter boa aparéncia, foi morto com in-
jecdo de ar na veia e cloroférmio.

C3ao n.° 17, péso 4.000 g, recebeu o mesmo nimero de inoculagbes e as
mesmas doses de toxina que o cdo n.° 16. Foi morto no mesmo dia em que
foi sacrificado o cdo n.° 16, mas em fase pre-agonica. |

ALTERACOES ENCONTRADAS

O exame macroscépico do sistema nervoso central nao revelou alteragdes
dignas de nota. Nos demais érgaos, nao se viam lesdes importantes, a néo ser
edema e hiperemia, mais acentuados nos pontos de inoculagdo subcutanea.
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Em todos os casos, feita a necropsia, imediatamente apés a morte, foram
retirados o encéfalo e a medula espinhal, os quais foram tratados pelos méto-
dos anteriormente usados (1) .

O exame microscopico do material corado pelos métodos apropriados, re-
velou a existéncia de lesdes histopatoldgicas, constantes em todos os caes es-
tudados e descritas a sequir.

Verificou-se acentuada heperemia em todos os pontos do sistema ner-
voso vendo-se, em certas regioes, pequenas hemorragias perivasculares e, em
outras ,hemorragias mais extensas, que eram acompanhadas de lesdes da subs-
tancia nervosa. (Figura n° 1).
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Fig. 1 — Corte de medula espinhal do caon.® 7 (FP. C. 13.957). Vé-se foco de hemorragia (a),
situacdo ma base do corno anterior da substancia cinzenta medular. Na zona lesada, ha'
células nervosas com “entumescimento agudo’ (b). Em (¢), uma célula nervosa relativamente
bem conservada
Coloracao: cresil-violeta .
Aumento: 90 x
Microfotografia de J. Fontes,

Fig. 2 — Corte de cérebro do cao n.°» 8 (P. C. 13.958). Na cortex cerebral, que apresenta
moderado grau de edema generalizado, estio, relacionados a vasos sanguineos, dois focos cde
edema localizado e consequentes alteracdes celulares

Coloracao: hematoxilina-eosina .
Aumento: 60 x
Microfotografia de J. Fontes,

Em algumas preparagoes, foram encontrados infiltrados perivasculares,
por células mononucleares, situados tanto na substancia branca como na subs-
tancia cinzenta.



884 Meméorias do Instituto Oswaldo Cruz 45, (4) 1947

—

Em todos os casos estudados observou-se edema da substancia nervosa,
as vezes atingindo, de modo uniforme, a regidao examinada, outras vezes sob
a forma de pequenos focos, distribuidos irregularmente.

Em um dos caes (cao n.” 8 — P.C. 13.958), essa lesdao se apresentou
“de modo acentuado: assim, foram encontrados, sobretudo na cortex cerebral,

numerosos focos de edema, em geral relacionados com um vaso sanguineo

proximo (fiquras 3 e 10); quase sempre, em téorno do vaso sanguineo e na pro-

Fig. 3 — Corte de c¢érebro do c¢ao n.e 8§ (P. C. 13.958). Na preparaciao aparece, em maior
aumento, um foco semelhante ao demonstrado na fig. 2. Em torno de um vaso sanguineo (a),
Ve se intenso edema da substancia nervosa (b) e as células nervosas lesadas (¢)

Coloracao: cresil-violeta .
Aumento: 180 X
Microfotografia de J. Fontes,

KFig. 4 — Corte de bulbo raqueano do c¢io n.® 9 (P. C. 13.944). Em (a), ve-se a rafle
mediana co bulbo; a direita esta situada a substancia reticulada, onde se notam lesoes celu-
lares (b). O retangulo assinalado em preto constitui a figura seguinte

Coloracao: cresil-violeta .
Aumento: 60 x
Microfotografia de J. Fontes,

pria regidao atingida pelo edema, acumulavam-se células mononucleares, com
a morfologia semelhante a das células gliais, muitas mostrando aumento do
volume nuclear e exagero de coloracao da membrana nuclear (preparagées co-
radas pelo cresil-violeta) . Em certos focos de edema, no entanto, nao havia

reacao glial aparente.
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Neste mesmo cao, pudemos verificar a grande intensidade do edema na
substancia branca subcortical, onde havia acentuada dissociacio das fibras
nervosas. Estas, quando examinadas nas preparacdes coradas pelo método de
Weil, mostraram alteracdes importantes das bainhas de mielina, aparecendo
ora parcialmente descoradas, ora fragmentadas, ora com deformacdes arre-
dondadas, sugerindo a forma de baldes (“ballonformige Markscheidenauf-

treibungen ', de Spielmeyer) — figuras 5 e 6.

Fig. b5 — Corte cde cérebro do cao n.°e 8 (P. C. 13.958). Na substancia branca sub-cortical,
verifica-se a dissociacao das fibras de mielina, as quais aparecem fragmentadas e defor-
madas (a) ;em certos pontos (D), nao se impregnaram pela laca de hematoxilina

Coloracao: método de Weil,
Aumento: 180 x
Microfotografia de J. Fontes,

Kig. 6 — Corte de cérebro do cdo n.* 8 (P. (', 13.958). A figura mostra, em maior aumento,
as lesoes das fibras de mielina, vistas na figura anterior. KEm (a), vemos deformacoes das
bainhas de mielina, bem detalhadas em (b), onde aparece a “ballonformige Markscheiden-
auftreibung’’, de Spielmeyer. Im (c¢), ve-se uma fibra fragmentada e parcialmente descorada

Coloracao: método de Weil,
Aumento: NS00 x
Microfotografia de J. IFontes,

Examinando detalhadamente a estrutura das células nervosas, verifica-
mos alteracoes morfolégicas do corpo celular, as quais foram encontradas nas
mais diferentes regioes. tanto no cérebro como no cerebelo, na protuberancia,

no bulbo e na medula espinal.
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As células lesadas ora estavam contidas em fécos de edema ou de hemor-
ragia, como descrevemos acima e vemos nas figuras 1, 2 e 3, ora se mostra-
vam, isoladas ou em pequenos agrupamentos, em regides que ndo apresenta-
vam outras alteragdes; como exemplo déste altimo aspecto, vemos, nas figu-

Iig., 7 — Tonto, em maior aumento, da figura quatro. Em todas as células de um nucleo

da substancia reticulada bulbar, assim como em uma célula isolada da mesma regiio (a),

existe “entumescimento agudo’’ €, mesmo, “sombra celular’’ (¢). Uma célula em estadio inicial
de “encarquilhamento’ aparece em (D).

Coloracao: cresil-violeta .
Aumento: 240 x
Microfotografia de J. Fontes.

Kig. 8 — Corte de bulbo raqueano (ao nivel do entrecruzamento piramidal) do cio n.o 7,
(P. C. 13957). A preparacio mostra um grupo de células da base do corno anterior, as quaiy
aparecem profundamente alteradas, em “liquefacao’™ (a); é evidente o exagero do ntmero de
células satélites (b), sugerindo a proxima neuroniofagia dos elementos lesados.
Coloracao : cresil-violeta .
Aumento: 240 x
Microfotografia de J. Fontes.

ras ns. 4 e 7, na substancia reticulada do bulbo requeano, lesdes das células
isoladas e de um dos nucléos da regiao.

As lesdes do corpo celular constavam, na maior parte das vezes, de alte-
racdes agudas. Adotando a terminologia sugerida por Spiclmeyer (3) para
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as lesdes citologicas no sistema nervoso, pudemos verificar, com maior fre-
quéncia, entumescimento agudo (“akute Schwellung™), como se vé na figura
7-a, onde aparecem células do nitcleo da substancia reticulada bulbar. Outras
vezes, encontramos, sobretudo nas grandes células dos cornos anteriores da
medula espinhal, no bulbo raqueano e em focos esparsos na cortex cerebral,
liquefacao celular (“Verfliissigunsprozesse”’, “schwere Zellerkrankung™) . Fi-
gura 8-a. Algumas vezes, foram vistas células com volume ligeiramente di-
minuido e excessivamente coradas, mostrando os granulos de Nissl aglutina-

¥i1g. Y — Corte de cérebro do cao n.e 9 (P. C. 13.944). No corte cerebral, aparece (a), em
torno de uma sombra celular (restos de célula nervosa lesada), um aglomerado de celulay
gliais (neuroniofagia) .

Coloracao : cresil-violeta.

Aumento: 90 x

Microfotografia de J. Fontes.
dos e os dendritos de aspecto sinuoso; essa morfologia corresponde a das cé-
lulas encarquilhadas (“geschriimpfter Zellen'’). Figura 8-b. Nao raramente,
verificamos a existéncia de sombras celulares, envolvidas por exagerado ni-
mero de células satélites (neuroniofagia): também, em térno de células em li-

quefacdo, notamos o exagero do niimero das satélites gliais (satelitose) . Fi-

guras 8-> e 9-a.
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Resumindo, as verificagdes histopatolégicas no sistema nervoso central
foram:

1) Entumescimento agudo e liquefacdo de células nervosas existentes
nas principais regides examinadas.

2) Encarquilhamento (fase inicial) de algumas células isoladas.
3) Reagao glial e neuroniofagia nas zonas lesadas.
~4) Alteragdes das fibras de mielina e desmielinizacio.

5) Edema localizado, em certos casos e, em outros, atingindo regides
extensas.

6) Hiperemia, hemorragias punctiformes e focos apopléticos mais ex-
tensos.

DISCUSSAO .

Examinando os resultados das presentes experiéncias, nas quais foi pro-
vocada a intoxicagdo, de maneira prolongada, por meio de doses nio mortais
das toxinas do Clostridium perfringens comparando-os com as verificacées
do nosso trabalho anterior (1), em que provocamos intoxicacdo aquda e
morte imediata dos animais, observamos certa semelhanca entre os achados
histopatologicos. '

Com efeito, as lesdes encontradas no tecido nervoso foram, em ambos os
casos, da mesma natureza, isto é, de tipo degenerativo.

Podemos notar, apenas, que, nos resultados agora apresentados, as lesées
aparecem com maior intensidade. A reacdo da neuréglia, por exemplo, foi
aqui bem mais acentuada, o que se compreende, levando em conta a evolucao
mais lenta do processo patolégico. Atendendo a essa mesma razio, explica-se
a maior intensidade dos fenomenos vasculares — hiperemia, hemorragias e
edema, nas atuais experiéncias.

O tnico ponto em que se diferenciaram os dois resultados, foi no que diz
respeito & lesdo das fibras de mielina, registrada nos casos de intoxicagdo pro-
longada e ausente nos de intoxicagdo aguda. Essa lesdo coincidiu com a exis-
t;é:n,c'ia, nos mesmos pontos, de acentuado edema dos tecidos.

- Também, deve ser notada a maior extensdo do processo patolégico, nos
casos de intoxicagao prolongada. Assim é que, enquanto na intoxicagdo aguda
as lesdes se localizaram, sobretudo, na medula espinhal e no bulbo raqueano,
nos casos agora estudados havia lesdes (principalmente o edema), distribui-
das por todo o sistema nervoso central.
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Essas lesoes verificadas reconhecem uma patogenia complexa, desde que
a toxina é constituida de uma série de fra¢des, sugerindo que, ao lado de uma
influéncia sébre a permeabilidade vascular, a toxina tenha uma agado direta
sébre o tecido nervoso.
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ABSTRACT

The progressive intoxication of dogs with Clostridium perfringens toxin
promotes degenerative neural lesions analogous to that found in acute intoxi-
cation. In progressive intoxication, the neuroglia is more proliferative and
the myeline sheats are altered. The alterations were not circunscribed to
spinal cord and medulla but were extensive to other nervous organs.



ESTAMPA 1

FIGURA 10
Corte de cérebro dol cao n.* 8 (P. C. 13958).

A figura mostra féco de edema perivascular e aumento localizado do ntmero de células
mononucleares.

Préximo a um vaso sanguineo (a), nota-se edema localizado da substdncia mervosa (b) e
lesGes das células nervosas — “entumescimento agudo’ e “liquefagdo’”, (c).

Coloracido: cresil violeta
Aumento: 280 x

Desenho de A. Leal.
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