NOTA SOBRE A HEMATOLOGIA DOS OFIDIOS
INDICES DE WINTROBE DA BOTHROPS JARARACA

POR

J. R. VALLE & J. LEAL PRADO

(Do Laboratério de Endocrinologia do Instituto Butantan, Sigo Paulo, Bragil)

Em 1934, WixtroBE (1) determinou as variagoes de tamanho e o teor de
hemoglobina dos eritrocitos de virios vertebrados partindo do ntimero de globulos
vermelhos por mm?® de sangue, da taxa de hemoglobina em gramas por cento e
da relagio percentual plasmo-globular. Os valores, hoje conhecidos por indices
de WiINTROBE, expressam: 1.2) o volume médio da hematia em micra cubicas
chamado volume corpuscular médio (V.C.M.); 2.2) o teor de hemoglobina do
eritrocito em micromicrogramas, ou hemoglobina corpuscular média (H.C.M.) e
3.2) a concentragio média percentual de hemoglobina em cada glébulo vermelho
ou cencentracio meédia de hemoglobina corpuscular (C.M.H.C.).

Dentre os ofidios, examinou aquele autor o sangue de 2 Heferodon contortrix,
2 Eutania sirtalis e 1 Natrix sipedon, encontrando de 500 a 1390 mil hematias por
mm?, 3.7 a 11.3 g % de hemoglobina, 13.3 a 37 % para a relagio percentual
plasmoglobular, 266 a 465 u® para o V.C.M., 74 a 131 m’cromicrogramas para
o teor de hemoglobina corpuscular e, finalmente, 28 a 319 para a concentragao
média de hemoglobina no globulo, sem a correcio devida ao volume ocupado pelo
ntcleo.

No decurso de experiéncias usando serpentes colubrideas e crotalideas como
material de estudo, tivemos ocasiio de dosar a hemoglobina no sangue da jararaca
e aproveitamos, entio, a oportunidade para calcular aqueles indices e verificar si
nestes vertebrados os valores encontrados apresentavam diferencas ligadas ao
sexo.

MATERIAL (E METODOS

Empregamos 26 exemplares adultos de Bothrops jararaca, 12 machos e 14
fémeas, em condicdes de satide aparentemente boas e recém-chegados ao serpen-
tirio do Instituto. Dentro dos primeiros 10 dias de permanéncia no Laboratorio
colhia-se o sangue por pun¢io da aorta, acessivel depois de incisio ventral na
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uniio do tergo meédio com o tergo posterior do animal. Nio se empregou anes-
tesia; a serpente era fixada com os devidos cuidados, distendida numa prancha
de cortiga, e, depois da colheita, sacrificada por decapitagio. O vaso era alcado
por meio de um fio de linha e a agulha introduzida contra a corrente sanguinea.
Colhiam-se de 2 a 3 cm® de sangue, que eram transportados imediatamente para
um tubo de vidro contendo oxalato de potassio na diluigdo final, apés conveniente

agitagao, de 0.2 g %o.

Todos os exames foram {feitos dentro dos tempos recomendados por
Oscoop, HaskINs & TroTMAN (2).

a) Hematicrito. Utilizamos segmentos de 10 cm de pipetas usadas de
0.1 ml. Aspira-se o sangue bem misturado até a altura aproximada de 7 cm e
fecha-se o aparélho com uma lagada de borracha flexivel que obtura simulta-
neamente as duas extremidades. Depois de 45 minutos de centrifugacio a 2500
r.p.m., a leitura é feita contra papel milimetrado e o resultado expresso em volume
globular por cento.

b) Hemoglobina. A determinagio de hemoglobina foi feita a partir da
dosagem do ferro total em 1 ml de sangue pelo processo de Poxper (3) ligeira-
mente modificado.

c) Contagem dos eritrocitos. Foi feita a contagem em cimara de BUERKER
com o sangue diluido a 1/200 ou 1/100 em solugio de cloreto de sodio a 0.6 g%.
A contagem era direta ou indireta em copia microfotografica do reticulo, seguin-
do-se para isto, em linhas gerais, o processo descrito por LipA & Gceperc (4).

d) Volume corpuscular médio. Conhecidos o numero de eritrocitos por
mm? e a relagdo plasmo-globular é fécil calcular o volume eritrocitico médio.

e) Hemoglobina corpuscular média. O teor de hemoglobina em gramas por
cento e o numero de glébulos vermelhos no mesmo volume de sangue sio os dados
para se calcular o teor médio de hemoglobina corpuscular.

t) Concentragao média percentual de hemoglobina corpuscular. E encon-
trada multiplicando por 100 o teor de hemoglobina em gramas por cento e
dividindo o produto pela relagio plasmo-globular.

O grau de dispersio dos valores em torno da média e o érro padrio foram
calculados por meio das conhecidas formulas ¢ = +/2d*/;-; e E = o/7\/a.

RESULTADOS

Os resultados obtidos vém sumariados na Tabela I e referidos conforme o
sexo dos exemplares examinados. Na ultima coluna horizontal figuram os valores
médios gerais e o grau de dispersdo de cada um. A média geral para a relagio
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TABELA 1
Sexo | Nimero | Péso em | Hemats. ”"::f‘“‘ Eui}i;;:;:f.l;z: 1};12 ":’n".,‘f;’;;f’* CMHD.C.
gramas crito ®, gramas Y e 3 3 XY '
3 3 255 25 7.4 550 454 135 30
4 185 27 72 575 470 125 27
9 160 20 5.3 315 635 168 26
10 145 24 790 430 558 184 33
18 167 31 12.1 825 376 147 39
24 100 23 9.3 00 325 116 36
25 132 2 7.5 615 300 122 31
26 115 18 6.2 550 327 113 34
27 110 20 5.9 500 400 118 29
28 118 32 9.7 800 400 121 30
20 135 27 8.4 665 406 126 31
30 118 31 9.9 650 477 152 32
m 145 25 8.1 606 434 135 31
n=12 .
do T 43 = 4.8 | £ 1.9 = 155 = 91 > 22 = 3.6
. 1 380 30 9.4 575 522 163 31
6 445 30 9.0 550 545 164 30
7 144 24 9.0 400 600 225 7
- 200 20 8.8 650 146 135 30
11 170 258 7.0 550 5090 127 25
12 175 27 9,2 625 432 147 34
13 175 27 8.0 550 401 162 33
14 355 19 5.8 300 487 149 30
15 37 19 5.2 400 467 130 28
16 190 21 7.2 575 357 125 34
19 140 19 6.7 600 311 112 35
20 180 27 8.0 500 458 136 30
22 300 18 5.7 435 414 131 32
23 490 22 7.4 540 408 137 34
| m 265 24 ‘ e 530 460 145 31
& oge |20 | R as e e | e | st |
Jet M 209 24 7.9 566 449 141 32
N=26] oo = 116 + 4.6 -me 3 by g + 128 + 85 + 25 T 8.3
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plasmo-globular foi de 249% com um desvio de = 4.6%. O teor de hemoglobina
variou de 5.2 a 12.1 gramas o, sendo a média e 0 desvio de 79 = 1.7 g %. O
namero de globulos vermelhos nos dois sexos variou de 315 a 825 mil, sendo a
média e o desvio de 566 = 128 mil eritrocitos por mm?® de sangue.

Os valores para os indices de WixTrOBE foram: volume corpuscular médio,
de 311 a 635 p®, meédia 449 = 86 u®; hemoglobina corpuscular meédia, de 112 a
225yy, média 141 = 25yy; e concentracio meédia de hemoglobina corpuscular de
26 a 39%, meédia 32 = 3.3%.

COMENTARIOS

Para facilidade de comparacio damos na Tabela II as meédias dos valores
encontrados por WINTROBE nos 5 exemplares de ofidios que estudou e aquelas
que obtivemos nas 26 jararacas examinadas.

TABELA 2
H 1 Gl vermelhos "
GRUPOS H::m;t:_.. l:::'fﬂ‘ P Do 1!-.‘:!-:'[- H.C.M. C M_j]_c_-

crito %, g % “ i " XX ®
Valores médios se-
gundo os dados de 25.8 a1 800 330 98 30
Winltrobe
Valores médios en-
contrados para a 24.0 7.9 566 449 141 32
Bothrops jararaca

*  Sem a corregiio devida ao volume do nacleo.

As meédias que mais se afastam sdo as relativas ao numero de glébulos ver-
melhos, ao volume corpuscular meédio e 4 hemoglobina corpuscular média; as duas
ultimas, conseqiientes da primeira. Em experiéncias anteriores, LearL Prapo e
MiLLer pE PArva (5) fizeram contagens de eritrocitos no sangue de 25 jararacas
e de 10 parelheiras (Philodryas sp.) encontrando os extremos de 240 e 965 e a
meédia de 516 mil globulos vermelhos por mm?®, com um desvio padriao de 188 mil.
Embora examinando exemplares de duas famihas distintas — crotalideas e colu-
brideas — a média referida é mais préoxima da encontrada no presente estudo do
que da calculada a partir dos dados de WixTRORBE.

A dosagem de hemoglobina feita de maneira sistematica, ao que nos consta,
pela primeira vez nestes vertebrados, dado o interésse das observagdes registradas,
constituird trabalho a parte de um de nés.
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Quanto a diferenca das médias conforme o sexo vemos na Tabela I que ela
é apreciavel somente em relagio ao peso dos anmmais. A meédia ponderal dos
machos é bem inferior 4 registrada para as fémeas e a aplicagdo da conhecida
formula m-m’/A/ E2 4+ E’? deu o resultado 3.4 que mostrou ser a diferenga
estatisticamente significativa. O mesmo ndo acontece, porém, com os demais
elementos da tabela. [Em outras palavras, os valores e os indices registrados
nao sao significativamente diferentes conforme o sexo dos animais examinados.

Mensuragoes preliminares, pelo processo da ocular micrométrica, em esfre-
gacos corados pelo LEIsHMAN, de sangue de jararacas e parelheiras, deram para
as hematias elipticas e nucleadas destes ofidios, as médias de 20 e 11 u respecti-
vamente para o maior € o menor diametros. A superficie de uma face do glébulo,
admitindo-se com Wintrobe que o eritrocito seja um pequeno cilindro, serd de
1721, e a espessura, dividindo o volume corpuscular médio de 449 u® pela super-
ficie, de 2.6 wu.

Medindo o maior ¢ o menor diametros do nucleo, considerada a sua espes-
sura igual a do globulo, poude WiNTROBE determinar o volume nuclear e deduzi-lo
do volume globular, para entio calcular a verdadeira concentragio média de
hemoglobina corpuscular. Si empregarmos a corregio média de 4 5%, usada
por WinNTroBE nos ofidios que examinou, teremos para a C.M.H.C. na jararaca o
valor de 37%. Como ficou bem assinalado pelo autor norte-americano, embora
os valores e os indices hematoldogicos variem muito entre os vertebrados, a concen-
tragio média de hemoglobina corpuscular é muito constante desde Cyclostomata
até Mammalia, inclusive na sub-ordem Ophidia estudada no presente trabalho
com maior casuistica.

E claro que os valores numéricos mencionados tém mero cariter aproximativo,
representando, no entanto, os primeiros dados para o estudo da hematologia,
inclusive das propriedades da hemoglobina, e a compreensio da fisiologia da res-
piragio em tdo importante grupo zoologico.

RESUMO

O sangue da Bothrops jararaca, examinado em 26 exemplares adultos, 12 & e
14 2 , contém, em média, 566 mil hematias por mm?® e 7.9 gramas de hemoglobina
por cento. O volume globular em relagio ao plasmatico é de 24%. O volume
médio de um eritrocito, a hemoglobina corpuscular média e a concentragio média
de hemoglobina corpuscular sio, respectivamente, 449 micra ctbicas, 141 micro-
microgramas e 32%.

Nio se registrou diferenca estatisticamente significativa nestes valores, con-
forme o sexo dos animais examinados.
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ABSTRACT

Hematological data of Bothrops jararaca

The blood of 26 B. jararaca, 12 males and 14 females, was examined. Red
blood cells counts, hemoglobin concentration and hematocrit values were deter-
mined and from these data, according to WINTROEE, the mean corpuscular volume
(C.V.) in cubic microns, the mean corpuscular hemoglobin (C.H.) in micromi-
crograms and the mean corpuscular hemoglobin concentration (C.C.) in percent,
were calculated.

The results are summarized in the table below, where the mean and the
standard deviation are given.

Average .1 H 1 R.B.C.
Groups body w:igh't "'Hm:j'xﬂt t:;:ta‘ thousand / .Y, C.H. Rt ,
g < - IEty l-l-l Y L A i
i
12 & "145 £743 |25 = 4.6]8.1 %= 19| 606 = 155 |434 £ 91135 £ 22| 31 + 3.5
14 ¢ 265 = 120 |24 = 4.5]77 14| 530 £ 88 |460 = 75]145 = 28] 31 = 3.2
26 &% | 209 = 116 |24 £ 4.6|79 = 1.7| 566 = 128 |4490 = 86]141 = 25| 32 = 3.3

(*) Withouth nuclear correction.

Although a statistical significant difference has been observed for the body
weight depending on the sex, there is not such a correlation in regard to the
hematological data here presented.
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