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CONTRIBUICAO AO ESTUDO DA COAGULACAO DO SANGUE

1. Falhas nos metodos de coagulacdo do sangue pelos venenos
de cobra

POR

ARMANDO TABORDA

Ao assumirmos em meados de 1938, a responsabilidade pela fabricagio do
produto hemostatico “HEMOBOTHRASE"” (antigo “HEMOCOAGULASE"),
vimo-nos obrigados a encetar uma seric de estudos no sentido de conseguir uma
padronizagio eficiente.

Entendemos por padronizacio eficiente, uma padronizagio reproduzivel, isto
é, cujos resultados possam ser comparados entre si (nas diversas partidas do
produto).

Atingida a nossa meéta, temos obtido, de entdo para ca, todas as partidas
de “HEMOBOTHRASE” com o mesmo poder coagulante.

Iniciamos os nossos trabalhos, por motivo de continuidade de produgio e
pesquisas, em torno das duas tecnicas de coagulagio do sangue usadas por nos-
sos antecessores (1 e 2).

As duas unidades de coagulacio propostas por estes, sdo, alids, muito
semelhantes:

a) *“unidade coagulante é a quantidade minima de veneno que em 1 cc
é suficiente para coagular completamente 5 cc. de sangue oxalatado de cavalo
na temperatura ambiente (20 — 22°C), em 5 minutos” — Consideram coagu-
lacio completa o ponto atingido pelo sangue ao formar no tubo u'a massa dura
((1) pags. 149 e 150).

b) “A unidade de coagulacio (UCo) € a quantidade de veneno em gamas,
que coagula 1 cc. de uma mistura de 5 partes de sangue de cavalo e uma parte
de soluto fisiologico de cloreto de sodio”. (A coagulagdo corresponde ao ponto
exato em que o sangue comeg¢a a deslizar no tubo inclinado, sob a forma de
massa compactz, justamente ao completar o tempo fixo de 10 minutos — (2)
pags. 135, 141 e 145).
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Sem querermos abordar todos os metodos de coagulagio de sangue propos-
tos por numerosos autores, pois seria tarefa quasi interminavel, vamos encarar
apenas os pontos que julgamos falhos na questdo.

Ao iniciarmos um estudo sistematico em que seja necessario uma compa-
ragio diaria de poder coagulante do sangue por um determinado produto ou
substancia, faz-se mistér que se escolha o animal adequado a sangrias frequentes.

De um modo geral, coelhos e cobaias, que sio animais quasi obrigatorios
nos centros de pesquisas biologicas, ndo podendo ser sangrados a mendo, tor-
nam-se contraindicados para estudos desta natureza,

Coelhos de mais ou menos 2 kgs. dao de 20 a 30 cc. com 2 a 3 semanas
de intervalo.

Cobaias de mais ou menos 700 grs. de 10 a 15 cc. com 2 a 3 semanas de
intervalo.

O processo mais viavel nesses casos € a pungio cardiaca que nem sempre
¢ feita com sucesso.

Poder-se-ia usar, ainda, cabras, cies, etc.,, mas, incontestavelmente, ¢ ©
cavalo o melhor fornecedor de sangue, niio <6 pela quantidade como tambem pela
facilidade de extragao.

Esta fo1 a razio pela qual os nossos antecessores no Instituto adotaram o©
cavalo como fornecedor de sangue.

Considerar, porém, sangue de cavalo como um sangue de coagulabilidade fixa,
bastando que seja de animal sadio, em repouso, etc., € um conceito erroneo como
o prova o quadro abaixo (Quadro I) oriundo do estudo de sangue dos animais
a entrar em servicos de imunizacio.

QUADRO 1
N.° dos Tempo de N.? dos Tempo de
cavalos __r:uagulm;iu (*) cavalos coagulacio
E. 47 8°-30" 131 16°-00"
309 850" 229 16300 |
228 or-.30" 746 17°-15"
473 10°-00 744 17°30"
466 11°-00" 747 18°-30" |
569 11°-30™ S67 19°-50"
25 13°-30" 23 20r-00°
563 14°-00" 749 2Ar-45"
130 14°-307 564 21°-007
24 15°-007 465 22°00
129 | 15-30" 475 25'-00"
I sl .

(*) Obtido com 0,lcc. de uma solugio de veneno padrio de jararaca
(que adiante discutiremos) contendo 30y p/lcc. + 04. soro fisio-
logico 4 2,5cc. de sangue oxalatado a 021%.
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Como o quadro mostra, € extensa a variacio dos tempos de coagulacio do
scangue de diferentes animais, e, numa comparagio de tal natureza € preciso, a
cada passo, homogeneizar a mistura e verificar o aparecimento do coagulo. Estas
duas ultimas operagdes acarretam erros inevitaveis pela formagao de flocos de
fibrina, visivels quando se trata de plasmas. porem, mascarados no sangue. O
erro sera tanto maior quanto maior for o tempo de coagulagio, dai o termos
preferido a fixagdo do tempo (10 minutos) como o fizeram Slotta & als. (2).

No Quadro II comparamos os resultados obiidos do Quadro I com o0s que
obtivemos, variando as quantidades de veneno para que os sangues coagulassem
exatamente em 10 minutos.

QUADRO 1II

N.? dos Tempo de Cc. de venenc e Gama por

cavalos coagulacio (*) padrio UL ()

E. 47 8'-30" 0,09 ¢ 27 ¥ 09 ¥y
309 8°-50" 013 T 39 " 1ds
228 9°-30 012 " 36 " et
473 107-00" 010 " 30" 10 "
466 11°-00~ 012 * 36 & 1248
569 11°-30" 012 " 36 " 1.2 "~
23 13°-30" 013 = 3o " e T
563 14°-00r 0,13 " 39" 15
130 14°-30" 016 " 48 " 16
24 15°-00" 016 " 48 " 156 "
129 15-30" 0,15 " 45 " 1S
131 16°-00" iz 36 " 1.2 *
229 16°-30" 0,16 " 48 " 16
746 17°-15" 0,16 * 48 " 16 "
74 17°-30r 015 ~ 45 " 1L
747 18°-30" 015 " 45 -~ 1.5 "
567 19°-50" 020 ~ 60 " 20 "
23 20r-00r 018 " 54 " 18 "
749 20°-45" 015 ™ 45 " 15 =
564 2100 0,18 " 54 " 1B "
465 22'-00" 0,16 " 48 " 16 "
475 25-00" 1 B I AP B A

(*) Obtido como no Quadro I
(**) Segundo definiram Slotta & als.

Interpretando os resultados deste quadro wemos que a fixagio do tempo
de coagulagio nos fornece resultados mais satisfatorios que os da simples mar-

cagio do tempo por uma quantidade fixa de wveneno. Assim mesmo, o desvio
minimo dos valores para 1 U. C. com um mesmo veneno & de 6,669% chegando
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o maximo a 73,33%, ou seja, um desvio medio de 40%, que é de molde a inva-
lidar os resultados obtidos com os sangues de diferentes animais.

Ha, porem, um meio de contornar essa imprecisio e que consiste em padro-
nizar o sangue com uma mesma amostra de veneno para tal reservada. Vere-
mos adiante os detalhes dessa padronizagiio e os cuidados a serem tomados.

Um outro aspecto importante nessas verificagdes, ¢ o ponto em que se deve
considerar o sangue coagulado. Na primeira unidade coagulante Klobusitzky
& Konig (1) preferem observa-lo quando o sangue nio mais escorre do fundo
do tubo e fica aderido sob a forma de massa dura, ao passo que, Slotta & als.
(2) preferem observar o inicio da formagio do coagulo ao ser inclinado o tubo.

Por numerosas provas, verificamos decorrer um tempo mais ou menos longo
entre a formacio do coagulo e seu endurecimento, tempo este tanto maior quanto
menos coagulavel € o sangue.

Adotamos entio a verificagio do coagulo inicial que se forma exatamente
an completar os 10 minutos de prova.

Outros pontos importantes e ja bastante estudados sio os concernentes ao
repouso, jejum ¢ alimentagio dos amimais fornecedores de sangue e que devem
ser fixados e mantidos.

Anticoagulantes — Sem falarmos de hirudina, heparina e outros mais mo-
dernos anticoagulantes, o8 mais usuais sdo: oxalato de sodio, citrato de sodio,
fluoreto de sodio e sulfato de sodio. Em geral, nio ha uniformidade no emprego

desses anti-coagulantes usando-se para fins analogos uns e outros, segundo a
preferencia dos experimentadorcs. E’ logico que tais resultados nio sejam com-
paraveis e € o que nos mostra o Quadro III, em que focalizamos a agio de

. Concentracio Cec. veneno Gamas
Ant t G
R no sanguc padrio - p/1 U. C.
(3) Sulfato sodio 1/4 sat. 0,06 18 ¥ 06
Oxalato sodio 0,21 % 012 6" 12"
Citrato sodio 1 % 0,14 42" 14"
Fluoreto sodio 0.3 % 0,47 141 " 47 "

Ha, porém, nessa questio de anticoagulantes, um outro ponto importante
quando quizermos ter resultados comparaveis. Queremos nos referir 4 concen-
tracio dos anticoagulantes, fato este nio poucas vezes olvidado. Para fixarmos
idéa vejamos o Quadro IV e o Grafico I que nos dio as variacBes de coagula-
bilidade dum mesmo sangue, adicionado de concentragSes crescentes de oxalato
de sodio.

4
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QUADRO IV
Conc. oxal. Cc. veneno Gamas Gamas
sangue padrio totais p/fl U. C
0,10 % 0,15 cc. 435 ¥ 15 ¥
014 " 017 " ol i e
018 " 018 " 54 " 18 "~
02 * 019 * T 19 "
- 026" 020 * 60 " 20 ™
030 " 020 " 60 " 20 "
Desvio minimo — 571%
" maximo =— 28,57%
medio = 17,14%
GRAFICO 1
C-C-"If-P...-
020
ﬂli 9 —
018
017L
o16L
015L
1 1 1 L 1 ]
o - - n ] o ~D o
=y LR A B s R
= (=] (=] (= (=2 (=)

conc. % de oxal.no sangue

Os dados acima dizem bem das variaches que se observam com um mesmo
anticoagulante pela simples variagio das concentragoes dentro de um limite
pequeno — 0,1 — 0,3% de oxalato de sodio.
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Em trabalhos posteriores, voltaremos a tratar da questio das concentracoes
de outros anti-coagulantes, inclusive lhirudina e heparina que pelos seus elevados
precos resolvemos preparar (preparagao a cargo da Assistente-auxiliar Laura
Comette Taborda).

Influencia da temperatura — Varios autores téem abordado esta questio, mas,
como as nossas observagoes discordavam do que dizem Slotta & als. (2) pag.
141 “O plasma (alids o sangue) foi conservado em temperatura ambiente durante
1 hora, apos a colheita; esta mostrou-se a maneira pratica de obtencio de tem-
pos constantes de coagulagio” — dirigimos nossas investigacbes tambem para
este campo.

Esta constancia de tempos de coagulacio os citados autores verificavam
por meio de uma solugio de veneno (solugdo padrio) feita diariamente. Pude-
ram constatar que havia diferengas entre a coagulabilidade no verdo e no inverno,
passando 1 U. C, de 0,6 vy no verio para 1.8 y e até mesmo 24 y no inverno.

Tendo em vista a nossa finalidade no presente estudo, que era a maior uni-
formidade possivel no poder coagulante da “HEMOBOTHRASE”, nio pode-
riamos deixar de lado estas variaghes que contrariariam os nossos objetivos.

Si a opinido de Slotta & als. fosse verdadeira, as variagies de temperatura
deveriam influenciar fisiologicamente os animais e a coagulabilidade do sangue
seria dependente da temperatura em que estivessem.

Fizemos instalar um termometro de maxima e minima nas bdias dos ani-
mais e registamos diariamente as 9 horas e as 16 horas as temperaturas

observadas
QUADRO V

Manhi — 9 hs, Tarde — 16 gs. G
N* do (60, 1ce.) Gamas | (-amas
Data i . e
cavale . totais | p/U.C.
Min. | Max. | Med. | Min. | Max. | Mea. | C©C Vem pd-
E 47 23 /8 /38 120 C | 180 C | 150C | 2250 | 230C | 2275 0.05 0% |10 ¥
a M| e 16 <17 «] 16,5 ZoC | 2 « 7 0,06 " 36 * 12 *
. 25 [« /o 15 «J17 «|J160C |23« |23. | 13. e -
- ah [ a e 11 o] — —_— _—— 3 « — i, (s a6 « -
; 7/ uls 16 «]17 «|16« |3 « |23,5 | A5« 0, 06 36 « |12 «
. 28/ « e 14 «|190 «|16,5 |23 » | 230C | 29C b2 —_— | —
. 29/ « /e 15 « |35 « 15« |2« | 19 . 05 30 « 110 «
C %04 30 /«/e 15 «J19 «J18,5 16 « |22 < | 19 « 0.07 42 « |14 -
F A, ee 18 «|18 «J180C |22 « |23 « | 225%C 0,07 42 = 114 =
- 1/a)s IR «] 18 =] 18 « 22 23 « 25 e —_— —_—
g 2faje 18 «J19 «J 18,5 |2 « |22 « | 15« 0, 06 36 « |12 -
- 3 ||' L t5 L IE b lﬁ.ﬁ m;& !i L m-.m —— e =
» d[afa 15 = 16 = 15.5 lﬂ“{: 18 .5 1 1825 « — [r—— g
. G« n 10 «J10,5] 10,2513 « | 130C | 130C 0,07 42 « 114 ¢
» G/« 11 «J11eC|11eC | 17,5 |18 =« | 17.75cC 0,07 42 « |14
. T/e/s 19,5120 «|19,75 ]| 2C | 21 - 0.50C — v [} S—
. 8w o 0°C| 2 » > 119« |20« ] 195, — —_— | =
p 9 /ae 19,5020 «J19,75]19 « |20 « | 195« 0,08 48 « 115 ¢«
= 10 / « /s 18, 5119 «| 18,7519 « |19 = | 19%C 0,07 42 « |14 «
p 19/« /s 21,5021 «|2N.3 |5 « |5 .«] B. 0, 06 36 « |12
. 2 [ e 10,5]200C| 19,75 | 24 « | 24,5 | 24250C 0,07 42 « |14 -
. 2 [as WoC|20,5| 20,25 | 20 « | 200C | 200C 0, 04 24 « |08 «
Nota: Deixamos de transcrever as observages feitas num tempo mais longo por expri-

mirem identicos resultados.
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Os resultados do Quadro V mostram-nos claramente nao haver correlacio
nenhuma entre as variagoes de temperatura do ambiente em que esta o animal
e a coagulabihidade do sangue.

Ja haviamos observado, por varias vezes, exisiir uma variagio na coagula-
bilidade do sangue entre a manhd e a tarde, mas, isto poderia ocorrer pelas
transformacgoes do proprio sangue tais como envelhecimento, glicolise, perda de
gaz carbonico, oxidagdo, etc..

Ao fazermos, porém, a revisio dos dados do quadro precedente, e, diante
dos resultados negativos constatados, um dos nossos auxiliares de laboratorio,
sr. Durval Borges de Oliveira, lembrou-se de verificar as variagoes da tempe-

ratura ambiente do laboratorio e a sua possivel relagio com as variagbes de
coagulabilidade do sangue. Essa observacio feita a 16/9/938 deu:

10 horas da manha = temp. 16°C — 0,09 cc. — 54 v
1330 ” da tarde = ” 17°C — 007 cc. — 42 ¥

A primeira idea que tivemos foi, pois, de colocar o sangue num termostato
a 37°C que € a temperatura aproximada do animal, e que nos deu:

Temp. ambiente 17°C — 0,07 cc. — 4,20y — 14 SU. C.
"  termostato 37°C — 0,18 cc. (*) — 1,08 Y — 0.35 .0

(*) Diluigio 10 vezes maior que a empregada para a temperatura ambiente.
Havia entretanto necessidade de investigar dois fatores:

1°) Si o sangue permanecendo em frasco aberto por varias horas (8 hs.)
nao perderia algo da sua coagulabilidade;

2°2) Si a temperatura de 37°C nio influinia sobre o P. C. do veneno em-
pregado numa dilui¢io mais forte (6 y /1 cc. ao inves de 60 y /1 cc. como de
ordinario).

Para verificarmos a 1.2 suposigio, dividimos uma porgio de sangue dum
mesmo animal e fizemos a segumnte prova:

Sangue E 47. 8 hs. temp. ambiente (20°C) — 0, 07 cc. — 4,2

ERSE ASSRSE SN Stempinstata) (37°C) — 007 i (*) — 4.2

(*) Experiencia de coagulacio executada a 20° C.

Repetimos por varias vezes esta prova e sempre achamos resultados iguais
ou pequenissimas wariagbes entre as duas porgbes de sangue.

No que se refere a suposigio 22, a influencia da temperatura sobre a perda
de coagulabilidade do veneno em maior diluiio fica patenteada como se segue:

Coagulabilidade no termostato a 37°C
Veneno padrio recem-diluido 6y /lcc.(manhi) —0,16cc—0,96 y —0,32 y /U.C.
+ o ¢/varias horas 6y /lcc. (tarde) —0,20cc—1,20 y—0,40y /U.C.

0 que nos did um erro aproximado de 239 entre as duas unidades coagulantes.

7
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Para melhor fazermos idéa da influencia da temperatura na coagulabilidade
do sangue vejamos o Quadro VI e o Grafico IL.

QUADRO VI

Temperatura Ce. veneno Gamas Gamas
padrio (*) totais (**) p/U. C.

20°C 0,19 cc. 57 ¥ 19 v
22°C 019 - SN 19 *
24°C 016 * 48 " 16 "
26°C 012 " 35" 12:"
28°C 011 " 33" 6
30°C L 27 ™ 09 "
32°C 0,09 " 24 " 08 "
34°C 0,07 * 21 * 07 "
37°C 005 " 1.5 05 "

(*) Solugio de veneno padrio contendo 30y/1 cc.

(**) Quantidade de veneno para produzir a coagulacio de 2.5cc. de
sangue -+ 0,5 de soro fisiologico.

GRAFICO II

¥o.c.
1.9
1.7
15
1.3
11
09

o7

05 L : | : Ir | { | |
20 92 24 26 28 30 32 24 36 38
Graus ctntigrndu:

Devemos chamar aqui a aten¢io para um fato interessante. No estudo da
influencia da temperatura ambiente sobre a coagulabilidade do sangue, consta-
tamos algo de anormal quanto aos valores para uma dada temperatura ambiente
(18,5°C). Investigando a razio de ser dsste fato, verificamos que, embora o

3



ArMaNpo Tasorpa — Contribuicdo ao estudo da coagulacio do sangue 439

sangue ja estivesse em repouso por 2 horas nessa temperatura ambiente de
18,5°C, ainda se mantinha a 21,5°C.

Discordamos pois de Slotta & als. (2) ao dizerem ser suficiente 1 hora a
temperatura ambiente para se obterem resultades constantes na coagulagio™.

Assim, além das provas de coagulagio serem feitas em termostato a 20°C,
0 sangue ai permanece sendo utilizado somente quando atinge a mesma tem-
peratura do termostato (20°C).

Padronizagdo — Slotta & als. (1) ja haviam verificado a necessidade de ex-
perimentar as variagbes diarias de coagulabilidade do sangue de cavalo com uma
solugio de venena feita com uma determinada porgio reservada so para isso.
Separada uma porciio de veneno do “stock” geral do Imstituto, determinaram
por secagem em alto vacuo, o seu teor de humidade, e, levando em consideragao
os 109 de agua encontrados, faziam solugdes tais que contivessem 60 y p/lec..
Estas solugbes eram entio diluidas si necessario, acertando-se o volume em fra-
¢io de centimetro cubico (até 0,5 cc. no maximo) que coagulava 2,5 cc. de san-
gue oxalatado de cavalo em 10 minutos.

Como ja dissemos de inicio, adotamos as tecnicas de coagulagio e padroni-
zacio de Slotta & als. (1) por efeito de continuidade na fabricagio do produto
“HEMOBOTHRASE”, mas, nio haviamos estudado ainda todos os detalhes des-
sas tecnicas. :

Comegamos, porém, a observar que os padrdes se mostravam ora excessiva-
mente fortes ora fracos. Uma vez fixados entio todos os fatores capazes de in-
fluir na coagulacio do sangue pelos venenos de cobra, restava-nos verificar as
causas de variacio do poder coagulante da fragiio reservada & padronizagio.

Essa fracio provinha do “stock™ geral do Instituto, composto da mistura dos
venenos de milhares de cobras e dessecados em ocasies diferentes. Seria de
prevér dada a falta de homogeneidade, diferengas no poder coagulante do vene-
no. Resolvemos elucidar esse ponto fazendo a comparagio entre varias solagoes
do veneno do “stock” velho, contendo o mesmo numero de gamas por centime-
tro cubico e outras solucbes feitas com veneno de jararaca dessecado em alto
vacuo e de extragio recente.

O Quadro VII mostra-nos os resultados:

QUADRO VII
No. dog padries Ce. dos venenos Gamas tolais | Gamas PJU. C
P 12 0,17 cc. 102" ¥ 4y
P 13 033 " 198 " AN s
P 14 13 * rA A g
P 15 043 " 3,16 * 1,72 ™.
P 16 043 " 516 * 1 7es™
P 17 041 " 402 " 164 7

Nora: P 12, 13 ¢ 14 venenos do “stock™ welho solugio a 60vy/lcc.
P 12, 15 e 17 venenos seco alto vacuo solugio a 12y/lcc.

Cad. 26
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Vemos que os venenos antigos nos fornecem solugbes, divergindo conside-
ravelmente, emquanto os recentemente dessecados em alto vacuo, nos dao um
erro que nio chega a 3%.

Passamos a adotar o veneno dessecado em alto vacuo e tambem a investigar
si haveria ou nio necessidade do preparo diario de novas solucdes. Investiga-
mos ainda a questio da estabilidade das solugdes padroes conservadas na gela-
deira a temperatura de 4°C e em diferentes diluigoes.

Constatamos que a diluicio mais estavel para o veneno de jararaca recente
e secado em alto vacuo é de 30yp,lcc. com um prazo util de 10 dias, como ve-
mos nos Quadros VIII, a, b, e c. Em b e ¢ registamos o comportamento dos
padrdes de veneno de jararaca de extragio recente e dessecado em alto vacuo e
respectivamente nas concentragoes de 30y/lcc. e 12y/lecc.. Devemos chamar a
atencio de que em b, rediluimos no dia 17/1/39 a solugio “stock™ (a 600v/lcc.)
pois a inicial (de 13/1/39) ja havia perdido grande parte do seu poder coagu-
lante, devido ao fato ja bem conhecido dos venenos se alterarem tanto mais de-
pressa quanto mais diluidas &s suas solugGes.

QUADRO VIII

a (*)
P12 P13 | [

Ce. do Gamas |Camas Ce. do Gamas| Gamas| Cc. do | Gamas |(amas,
Datas yeneno totars § U. C. veneno totais U.Cl veneno otais Jp/ U.C
12/1/39 0,170 10.2 34 0,330 198 6.6 0,130 78 25
13/ 0,170 10,2 3.4 0,400 240 50 0,145 87 29
1657~ 0165 99 3.3 0,390 =4 78 0,130 78 25
175" 0170 10.2 a4 0,400 =4.0 5.0 0,150 a0 1.0
185 0,170 10.2 14 0,400 240 80 0,160 a6 a2
1951 0,170 10.2 oA - — a s —_ _—
a4 0,160 9.6 3,2 0,400 240 80 0,120 i 24
b= Tl 0,160 9,6 32 - - - 0,100 6.0 20

b (**)
P15 P 16 P 17

Ce. do Gamas | Gamas Ce, do Gamas |Gamas| Ce. do | Gamas | Gamas
Datas venend tolais ol UL C veneno totais | pU.C.| veneno totais | p/UC
17139 0,165 4.95 1.65 0,165 195 | 16 0,160 450 | 160
| ' 0,170 a1 a0 0,170 510 1,70 0,165 41.95 1.6
0" 0,165 495 1.65 0,170 510 | 170 0,165 455 | 165
=7 0,160 450 1.60 0,150 450 150 0,150 450 1.50
05" 0,160 4.50 1,50 (0,150 450 1.5 0,150 150 1.50
- 0160 4,40 1,6 0,150 310 .70 0,160 450 1,60

10
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P 15 P 16 P17

Ce. do Gamas |Gamas Ce. do Gamas | Gamal Ce. do | Gamas | Gamas
Datas veneno tolais plU. G Veneno totais |pfUi C.| wveneno totais |p/Ul. C
13139 0,430 2,16 172 0430 5,16 172 0410 492 164
16/ * 0,420 a4 1,68 0,420 2,04 1.658 0,390 4,68 1.56
1 o 0420 a0 1,18 0420 2,04 158 0.400 450 1.60
18°/ * 0,420 a0 1,68 0,420 5,4 1,65 0,400 4,50 1,50
19 * 0,430 3,16 1.72 0,430 2,16 152 0410 492 1,04
247 ° 0370 444 148 0350 4,56 152 0,300 462 1,56

(*) Solugio de veneno velho do “stock™ a 60y/lcc.
(**) Solucio de veneno recente seco em alto vacuo a 30y/lcc.
(***) Solucio de veneno recente seco em alto vacuo a 12y/lcc,

A aparente irregularidade que se observa em todos os quadros, entre os
valores dos padrdes nos dias 19 a 24 retomando os valores a 26, é devida a mu-
danca da coagulabilidade do sangue (aumento) apos 1 ou 2 dias de descanso
do animal (sem sangria), fato verificavel tambem na do dia 13 para 16, reto-
mando no dia 17 o seu valor primitivo.

Em @ (Quadro VIII) (com excecio de P 12) vemos que as solugbes de ve-
neno velho, além das variagoes irregulares do poder coagulante duma para ou-
tra solucio, ainda se comportam irregularmente na mesma solugio.

Conservadores — Sendo bem conhecida a agio nociva de warios antiseti-
cos sobre os venenos (fenois, cresois, etc.), e a sua possivel interferencia no
processo da coagulagio do sangue, pensamos em aplicar a glicerina, de uso ge-
ral e antigo, como estabilizador de solugdes de veneno (geralmente a 509%) (4).

QUADRO IX

Méses: 1938 Setembro Outabro

10 |12 | 3| |6 |17]|20]|20 |27 ]|% s |uuj| =

(4] ]
=]
=

Dias

P4 s/g cc. |0,081007|009] 0.08]008) 0,06]|005]0,05) 009)|008]004]010] 025] 0,34] 0,33

P4cg ce. |0,08]0,06 006 0,06] 008 004 0,04]006]006]005]004]005]011]013]0,14]016] 0,2

Noras: a) Solugio padrio P 4-60vy/lcc. sem glicerina s/g e com glicerina c/g.
b) Valores medios de coagulabilidade do sangue com este P 4:

do dia 5 ao dia 10/ 9/38 — com sangue C 904 — 008 cc
do dia 12 ao dia 21/ 9/38 — com sangue E 47 = 0,06 cc.
do dia 27 ao dia 30/ 9/38 — com sangne C 94 = 0,12 cc.

do dia 3 ao dia 22/10/38 — com sangue E 47 = 010 cc.
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Embora nio tenhamos constatado qualquer efeito da glicerina sobre a coa-
gulacio do sangue, achamos, que, o vencno glicerinado, apesar da sua maior du-
rabilidade, apresenta inconvemientes, ndo s6 na medida de volumes, devido a
viscosidade da glicerina, como ainda por sua possivel acio sobre os venenos.

Alias, um fato curioso demonstra que ha qualquer agio. Quando se diluem
duas solugoes igualmente antigas com e sem glicerina, embora as atividades ini-
ciais sejam identicas, procede-se rapidissima perda do poder coagulante da di-
lui¢io com o veneno glicerinado em relagiio 4 outra sem glicerina. Dependendo
da concentracio, ha, por vezes, até aumento do poder coagulante da solucio sem
glicerina.

CONCLUSOES

O emprego da coagulacio do sangue quer como mctodo de padronizagio
de produtos, quer como estudo sistematico, necessita de condiches rigorosamen-
te predeterminadas tais como:

1. escolha de cavalos com sangues d: coagulabilidades aproximadas para
serem reservados como padrées. Estes animais devem fornecer o sangue ne-
cessario por 15 a 30 dias em quantidade media de 100 cc. diarios, entrando em
descanso por igual prazo. As sangrias devem ser feitas 2 mesma hora. com o
animal preso na bdia e nas mesmas condi¢Ges alimentares (em jejum ou com
alimentos prefixados e constantes) ;

2. fixacio da concentragio adequada do anti-coagulante:

3. fixagio da temperatura de 20°C para a realizacio das provas de coa-
gulagio, ficando o sangue, adicionado do anti-coagulante, no termostato a esta
temperatura ;

4. wverificagiio diaria da coagulabilidade do sangue por uma solucio de ve-
neno padriag (veneno recente dessecado em alto vacuo) para que se obtenham 0s
seus verdadeiros valores;

5. realizagio das provas de coagulagiio sobre 2,5 ce. de sangue oxalatado,
adicionando solucoes de veneno, num wvolume maximo de 05 cc. e em concen-
tragches tais que provoquem o aparecimento do coagulo, exatamente em 10 mi-
nutos ;

6. A U. C. (unidade coagulante) seri, entio, a terga parte do valor obtido
(como em 5), ou seja:

— A quantidade de veneno, expressa em gamas, capaz de coagular exata-
mente em 10 minutos e na temperatura de 20°C, 1 cc. de mistara de 2,5 cc. de
sangue oxalatado de cavalo, numa determinada concentracio, mais 0,5 cc. de so-
ro fisiologico, considerando-se o sangue coagulado ao primeiro aparecimento do

coagulo.
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Assim, ndo podemos aceitar “sangue oxalatado de cavalo” (citagio 1), mes-
mo quando “provenientes de cavalos sadios” (citagio 2) como meio de padro-
nizagio de veneno, sem que sejam prefixados todos os fatores capazes de influen-
ciar a coagulacio, pois, do contrario, os resultados, s6 eventualmente, sio com-
paraveis. Eis a razao de termos feito varias modificagdes na bula do produto
hemostatico “HEMOBOTHRASE"” (antigo “HEMOCOAGULASE"), no que
se refere a parte de padronizagao.

Conseguimos, deste modo, uma rigorosa uniformidade nos poderes coagu-
lantes das partidas do produto, podendo ainda afirmar que, dentro dos prazos es-
tipulados para a sua conservacio no frigo ou i temperatura ambiente, qualquer
divergencia observada em provas feitas com sangue de outros animais € em ou-
tras condigGes, ndo significa inatividade do produto.

Sobre esta questio de durabilidade, e outras mais, trataremos em outra pu-
blicacio.

RESUMO

Estudamos para fins de controle e pesquisa, os fatores que influenciam a coa-
gulagio do sangue de cavalo pelos venenos de cobra (Bothrops) como se segue:

a) variacio do tempo de coagulagiio de animal para animal, com uma quan-
tidade fixa de veneno (veneno padrio), em comparagio com uma quantidade
variavel de weneno num tempo fixo;

b) influencia da concentragio dum mesmo anticoagulante e de varios anti-
coagulantes;

c) influencia da temperatura em que se processa a experiencia e a nulidade
de acio das mudangas climatericas sobre o animal. Necessidade do trabalho em
temperatura constante (20°C) e inconvenientes das temperaturas elevadas pela
sua acdo desnaturadora sobre o principio coagulante;

d) necessidade do emprego de um veneno padrio (veneno recente desseca-
do em alto vacuo), capaz de dar solugbes estaveis e de valores reproduziveis,

Baseados nos nossos estudos fixamos a unidade coagulante (U. C.) como:

— a quantidade de veneno expressa em gamas, capaz de coagular exatamen-
te em 10 minutos e na temperatura de 20°C, 1 cc. de uma mistura de 2,5 cc. de
sangue oxalatado de cavalo, numa determinada concentracio, mais 0,5 cc. de s6-
ro fisiologico, considerando o sangue coagulado ao primeiro aparecimento de

coagulo,
ZUSAMMENFASSUNG

Es wurden die beeinflussenden Faktoren der Koagulation des Pferdeblutes
durch Schlangengifte (Bothrops) zwecks Kontrolle und Forschung wis folgt
untersucht :
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a) Variation der Koagulations-Zeit von Tier zu Tier, mit gleicher Giit-
menge (Gift-Normale), im Vergleich zu verschiedenen Giftmengen bei konstan-
ter Koagulations-Zeit.

b) Einfluss der Konzentration derselben und verschiedener anti-koagulie-
rend wirkender Substanzen.

¢) Einfluss der Temperatur auf den Versuch und Nullitat irgendeiner Be-
einflussung des Tieres durch klimatische Veranderungen. Die Arbeit muss un-
bedingt bei konstanter Temperatur (20°C) ausgefuhrt werden, da hohere Tem-
peraturen eine denaturierende Wirkung auf das Koagulations-Prinzip haben.

d) Notwendigkeit der Verwendung einer Gift-Normale (frisches Gift 1m
Hochvakuum getrocknet), die im Stande ist bestandige Losungen und reprodu-
zierbare Werte zu liefern.

Auf Grund unserer Arbeiten, haben wir die Koagulations-Einheit (KoE)
festgelegt als: die Giftmenge, in gamma, die in genau 10 Minuten bei 20°C, 1 cem
eines Gemisches von 2.5 cem Oxalat-Pierdeblut (bestimmter Oxalat Konzen-
tration) und 0,5 ccm physiologischer Kochsalz-1.osung zum Koagulieren bringt;
das Blut wird als koaguliert ausgewertet beim Erscheimen des ersten Koagulums.

ABSTRACT

The influencing factors of horse blood coagulation by snake venoms (Bo-
throps) have been studied, with control and investigation scope, as follows:

a) variability of clotting-time from horse to horse, with a constant venom
amount (standard venom) compared with changing amounts of venom in a pre-
fixed clotting time;

b) concentration influence of a same or different anticoagulants;

c) temperature influence on the test and non-influence of time changes on
the animal. Constant temperature testing necessity (20°C.) and inconveniences
of high temperatures, exercising a denaturating action on the coagulating prin-
ciple;

d) necessity of the use of a standard venom (fresh venom high vacuum
dried), which is able to furnish stable solutions and reportable data.

According to our experiences, the coagulant unity (U. C.) has been fixed
as: the amount of venom required, in gammas, to clot in exactly 10 minutes at
20°C, 1 cc of a mixture of 2,5 cc oxalated horse-blood (determined oxalate con-
centration) and 0.5 cc of physiological brine solution, considering the blood coa-
gulated at the first clot appearence.

14



ArMaxDpo Tasorpa — Contribuicao ao estudo da coagulacio do sangue 445

BIBLIOGRAFIA

Klobusitsky, D. von & Kionig, P. — Mem. Inst. Butantan 11:149.1937.
Slotta, K. H. & als, — Mem. Inst. Butantan 11:133.1937.

Ferranti, F. — Boll. Istituto Sierot. Milanese 17:646.1938.

Calmette, A. — “Les venins”, 1907.

B

— Queremos aogradecer aqui o todos os mossos aurxiliarcs de laboratorio ¢ muito espe-
cialmente ao sr. Durval Borges de Oliveira pela pericia ¢ homestidade com que exccutou
as proves de coagulagdo.

(Trabalho da Seccio de Fisico-Quimica Experimental do Ins-
tituto Butantan, apresentado em agosto de 1939 ¢ dado
i publicidade em Janeiro de 1940).
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