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No decurso de experiéncias sobre a regulagio da glicemia dos ofidios, surgiu
a necessidade de saber si o sangue obtido por secgio de pequeno segmento da
cauda, dada a possivel diluigio pelo liquido intersticial, teria a sua composigio
modificada. A determinacio da hemoglobina no mesmo animal, em sangue colhido
daquela maneira, comparada com a determinagio em sangue obtido diretamente
de um vaso responderia dquela pergunta. Porteriormente, considerando a pobreza
da literatura a respeito ¢ o interésse despertado pelas primeiras determinagoes,
fui levado a estudar melhor o assunto.

No presente trabalho, escolho um método para a determinagio da hemoglo-
bina nos ofidios, apresento os resultados obtidos, mostrando, além disso, a exis-
téncia de uma quantidade apreciivel de hemoglobina inativa (nfo combinivel ao
oxigénio) no sangue déstes vertebrados.

MATERIAL E METODOS

Foram empregados exemplares adultos de Bothrops jararaca e de Philodryas
sp., recém-chegados ao serpentirio déste Instituto e ainda niio usados até o momento
para qualquer outro fim. Somente os animais aparentemente em boas condicGes
de safide foram utilizados.

A colheita do sangue foi feita na cauda ou na aorta abdominal.
a) Na cauda. Depois de bem lavada corta-se, com tesoura forte, um segmento

da cauda, de 3-4 mm de diimetro na superficie de corte. Com o animal em
posi¢io vertical, cabega para cima, o sangue goteja facilmente. Terminada

(*) Este trabalho foi possibilitado, em parte, gracas i benemeréncia dos drs. A. Arves
FrLro ¢ A. Rmemo LiMa, por intermédio dos Fundos Universitirios de Pesquisas.
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a colheita, inverte-se a posi¢io do animal e estanca-se a hemorragia colocan-
do-se uma gota de percloreto de ferro mais ou menos a 30 por cento na
superficie de corte.

b) Na aorta. Fixado o animal numa prancha de cortiga, faz-se uma incisio
%ntral na uniio do terco posterior com o terco meédio do animal e a aorta,
bem 1isolada, é alcada com um fio de linha e puncionada introduzindo-se a
agulha contra a direcdo da corrente sanguinea. O sangue € colocado em tubos
contendo oxalato de potassio na diluigao final de 0.2 g por cento.

Foram empregados os seguintes métodos para a determinagio da hemoglo-
bina:

1. Hematina dcida; método de ConEx & Saurn (1919).

Hematina alcalina ; modificagio de Wu (1922) da hematina dcida de CoHEN
& SwmiTH.

i A%

3. Capacidade de fixagdo do oxigénio: VAN SLyke & Stapie (1921). O
nosso aparétho é agitado a motor e o periodo de extragio dos gases foi
sempre de 10 minutos,

4. Determinacao do ferro (do sangue ou da hemoglobina). Foi usado o método
de Poxper (1942 a), modificagio ligeira do Woxg original, empregando-
se 1 ml de sangue de jararaca ou a quantidade correspondente da hemo-
globina pulverizada e séca. Em determinagdes anteriores, mesmo com os
tempos recomendados por PoxpeRr, obtive alguns filtrados corados e turvos.
Este inconveniente foi afastado apés adotar como rotina a técnica de deixar
ficar o material de um dia para o outro depois da jun¢io da solugio saturada
de persulfato de potassio.

ESCOLHA DO METODO

Foi tentado, de inicio, o método da hematina icida pela facilidade de execu-
¢io, mas como a dilui¢io .do sangue de cobra em HCl 0.1 N di sempre uma
solugio muito turva para a colorimetria,foi abandonado o processo. Entretanto,
a alcalinizacgdo desta solugio acida, turva, com um décimo do volume de NaOH a
10 por cento, di uma solugio limpida, de tonalidade esverdeada, aparentemente
utilizavel para a colorimetria. O emprégo do método da hematina alcalina pare-
cia, pois, satisfatorio. Para testar a sua precisio na determinagio da hemoglo-
bina do sangue dos ofidios foi feita, preliminarmente, uma série de determinacoes
da hemoglobiiia, no' mesmo sangue, pela capacidade fixadora de oxigénio, tomada
‘como padriio e pelo processo da hematina alcalina (Tabela I). As diferencas,
grandes e variaveis, observadas na quase totalidade dos casos e, sobretudo, o fato
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J. LEaL. Prapo — Valores normais e presenca de uma forma inativa no

sangue da Bolhrops jararaca. a7
dos valores serem quase sempre mais altos com a hematina alcalina, fizeram-me
pensar na existéncia de uma quantidade variavel de hemoglobina inativa (nio
combinivel ao oxigénio) no sangue déstes ofidios, uma vez que o fato ji tinha
sido assinalado por AMmMUNDpsEx (1939, 1941), para o sangue humano normal.
Esta pcssibilidade da presenca de hemoglobina inativa afastou, logo de inicio, o
emprégo da capacidade de oxigénio como meétodo de rotina, ou mesmo como método
padrao de comparagao.

Tasera [

Hemoglobing do samgue de jororacas. Determinagges comparativas
pela copacidode de orxigémip e pela hemating alcoling

S| s | RERARC) o
1 4.8 5.1 -+ 6.2
2 6.6 6.6 0.0
3 5.0 5.1 + 2,
4 4.7 5.1 4+ 8.5
5 5.1 4.9 — 3.9
6 5.0 5.9 -~ 18.0
7 3.8 4.2 4 10.5
s 4.2 4.2 | 0.0
0 7.2 {47 -4 6.9
10 5.7 5.9 - 3.5
1 | 5.8 | 6.3 -+ 8.6
12 8.7 0.4 4 R.0
1913 6.0 6.1 4 1.7
14 6.7 7.0 4 4.5
15 6.1 6.5 -+ 6.6
16 7.6 8.2 <+ 7.9
17 4.8 ‘ 5.7 - 18.8

O método da hematina alcalina foi, entio, comparado com a dosagem do
ferro do sangue. A concordincia preciria entre os dois processos, (Tabela IT)
tomada naturalmente a dosagem do ferro como a mais precisa, levou-me ao aban-
dono definitivo do método da hematina alcalina. Apesar do elogio ao 1ltimo
método feito recentemente por Crecc & Kixc (1942), observei que na determi-
nagio das hemoglobinas da jararaca e do cio (Prapo, 1944) os valores encontra-
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dos nio concordaram com os obtidos pela dosagem do ferro total. Alids é éste o
resultado a que chegou Poxper (1942 b), trabalhando com sangue humano.

Tasera 11

Hemoglobing do sangue de jararccas. Delerminagdes comparalivas
pelo ferro total e pela hemating alcaling

Jararaca Hb g% Hb g% Diferenca
N.* Ponder Hem. alcal =
8 6.3 5.3 — 15.9
10 6.6 5.5 — 16.7
11 6.6 5.6 — 15.2
12 6.9 6.9 0.0
23 7.8 6.1 — 21.8
24 7.8 6.8 — 12.8
27 8.1 8.4 8
28 8.1 7.0 — 13.6
29 8.1 6.6 — 18.5
a3 8.4 7.8 — 7.1
34 8.4 7.1 — 15.5
35 8.4 5.1 — 3.6
36 8.7 8.4 — 3.4
46 9.3 8.6 — 7.5

Diante do exposto, foi escolhido o método de dosagem do ferro total porque
me pareceu o unico capaz de dar os valores mais precisos no material em estudo.
Surgiu, assim, uma altima dificuldade; qual a concentragio de ferro na hemoglo-
bina da jararaca?

CRISTALIZAGAO E PORCENTAGEM DE FERRO NA HEMOGLOBINA
DA JARARACA

A transformagio das concentragGes de ferro total do sangue em mg %, para
hemoglobina em gramas por cento, exige que se conhega a porcentagem de ferro
na hemoglobina pura. Com esta finalidade, foi tentada a cristalizagio das hemo-
globinas de jararaca e parelheira pelo método de DeLory (1943), usando tolueno
como agente hemolisante (HEempELBERGER, 1922), em substitui¢io ao éter. Em
experiéncias preliminares, éste método permitiu, perfeitamente bem, a cristaliza-
¢io da hemoglobina de cio (microfotografia I). A média das determinagdes de

4



J. LEaL Prapo — Valores normais e presenca de uma forma inaliva no
sangue da Bothrops jararaca. 529

ferro em trés preparages cristalinas de hemoglobina de cio, reduzidas a pé e sécas
na estufa a 105°C, durante 30 munutos, tratamento éste que nio altera a sua
composicdo, (MorrisoN & Hisey, 1935), foi de 333 mg%. Com o sangue de
parelheiras e jararacas, entretanto, o método de DeLORY deixou precipitar muito
material amorfo, juntamente com os cristais de hemoglobina (microfotografia I1).
Repetidas vezes foi tentada a cristalizacio, variando as concentracbes de dlcool
etilico de 15-35%, mas sempre sem cristalizagio completa, como no cio. A micro-
fotografia de hemoglobina de jararaca corresponde a uma preparagio obtida usan-
do-se ilcool na concentracio de 16%. Quanto maior a concentracio do dlcool,
maior a quantidade de material amorfo que se precipita. Aparentemente, a hemo-
globina destes ofidios é de mais dificil cristalizagio que a do cio mas, diante dos
resultados, parece possivel a cristalizagio completa. A tentativa do processo de
DeLorY em varios pH talvez resolvesse a dificuldade encontrada.

>

4
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Microfotografia dos cristais de bemoglobina.
I) Sangue de clo, JI) Sangue de jararaca.

As determinagies de ferro nas preparagdes impuras de hemoglobina de jara-
raca variaram em torno de 300 mg % e o valor mais alto foi de 306 mg % em uma
das preparagdes. Diante disto e levando em conta que as preparagdes sio, segura-
mente, impuras, suponho que a porcentagem de ferro na hemoglobina da jara-
raca deva ser igual, ou muito pouco menor, que a da hemoglobina dos mamiferos.
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TaeerLa III

Concentragdo de ferro ¢ hemoglobing no sangue de 49 Bothrops jararaca

30 2

Jararaca Peun Sere Fe Hb
N.» 2 % mg % £ %
1 229 ¢ 15 4.48
2 160 & 18 5.38
3 370 e 18 5.38
4 355 - 20 5.97
5 110 S 20 5.97
6 115 o 21 6.27
7 300 Q 21 6.27
8 141 2 21 6.27
9 125 S 22 6.57
10 92 0 22 6.57
11 126 ¢ 22 6.57
12 215 ? pis 6.87
13 140 ? 23 6,87
14 185 é 24 7.17
15 170 . 24 - #4 ir
16 295 2 25 T.47
17 255 é “ 7.47
18 490 ? 25 7.47
19 132 3 25 7.47
20 135 3 25 7.47
21 213 Q 26 T.77
29 355 Q 2% T-77
23 70 3 26 1.77
24 150 Q 2 £}
25 145 3 27 5. 06
26 150 Q 27 3. 06
27 235 Q 27 .06
28 110 Q 27 .06
20 176 3 27 S.06
30 183 2 27 .06
31 145 Q 28 8.36
2 135 2 28 .36
33 268 Q 25 8.36
34 145 Q 28 ].36
35 180 Q 25 .36
36 160 Q 20 K. 60
37 200 9 30 ] 06
38 175 Q 30 ].06
39 273 Q 31 9.26
10 530 Q 31 0 26
41 445 Q 31 0.26
2 144 Q 31 9,2
43 175 Q 31 0,26
44 100 3 31 0.26
45 R0 P 31 0.26
46 150 3 31 9.26
47 350 o 32 0.56
48 118 2 33 0. 56
49 118 2 33 0,56
fHbh 7.80 = 1.3 g%
e 19 3 Médias |

IFe

26,1 = 4.2 mg%
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Harr & Gray (1929) fazem a mesma afirmagio referindo-se & hemoglobina dos
peixes. Na Tabela III, coluna 5, calculei a hemoglobina a partir da concentra-
¢io de ferro total do sangue, supondo que na jararaca a hemoglobina contenha
335 mg % daquele elemento. Si esta suposicio nio corresponder i realidade o
érro proveniente déste cilculo nio podera ser maior do que 10%, pois a hemo-
globina déstes ofidios contém, no minimo, 306 mg % de ferro.

COMPARACAO DAS DETERMINACOES NA CAUDA E NA VEIA
Em experiéncias preliminares foi feita uma série de comparagdes, ainda com
o método de hematina alcalina, retirando-se sangue, no mesmo animal, por corte
Tasera IV

Determinagies de hemoglobina, may mesmas jororacas,
em songues de cauda ¢ de veia

Hb g% Hb g%

N veia cawda
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da cauda e por pungio da veia cava caudal (processo inteiramente semelhante a
colheita na aorta). A dosagem de hemoglobina nas duas amostras conduziu aos
resultados da Tabela IV. A diluigio média de 17 por cento observada em sangue
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obtido da cauda tornou obrigatéria a colheita em um vaso. A colheita na aorta
foi adotada porque permite a retirada de uma quantidade maior de sangue, sufi-
ciente para varios exames. o que é mais difical quando se faz a pungio venosa.

CONCENTRACAO NORMAL DE HEMOGLOBINA

Foi determinada a concentracio de ferro total do sangue em 49 jararacas
adultas, 30 ¢ e 19 4. O valor minimo foi de 15 mg % ; o maximo, 33 mg % ;
a média, 26.1 mg 96 e o desvio padrio de 4.2 mg 6. Os resultados estio na
Tabela I1I, onde se vém ainda o péso e o sexo dos animais estudados. Na coluna

Taseta V

Hemoglobing do songue de jararacas. Delerminggies comparativas pela
capacidade de oxigénio ¢ pelo ferro- total, - Relagoes O.fFe,

Jararaca Hb g% Hb g% F ~ Capacidade Relacio
N.® Capacidade Ponder S oxigénio 0/ Fe*
2 4.2 5.4 18 a.6 311
3 3.9 5.4 15 5.2 289
4 9.2 6.0 20 6.9 345
i 4.9 6.3 21 6.6 314
13 2.0 6.9 23 7.9 326
14 6.2 1.2 24 5.3 346
15 6.7 r i 24 4.0 375
16 6.5 1.0 25 8.7 348
17 3.6 7.5 25 7.5 300
18 6.3 7.0 25 8.4 336
21 6.6 7.8 26 8.9 M2
] a 8 7.8 26 7.8 300
25 1=1 5.1 ol 0.5 352
26 (.2 8.1 27 9.7 439
30 6.9 5.1 a7 9.2 341
31 6.5 54 28 8.7 311
37 7.8 0.0 30 10.3 343
38 7.0 9.0 30 0.4 313
39 7.5 0.3 3l 10.1 326
41 8.0 9.3 31 10.7 345
42 7.4 0.3 31 0.9 319
43 3.1 0.3 31 10.9 352
47 7.5 0.6 32 10.4 325

* ml de O, combinados com 1 g de Fe da hemoglobina.

5 os valores de ferro foram transformados em gramas por cento de hemoglobina.
Encontramos os seguintes valores: minimo, 4.48; maximo, 9.86; médio, 7.80 com
um desvio padrido de 1.3. Nio houve diferenca sigmificativa ligada ao peso ou
a0 sexo do animal. -
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HEMOGLOBINA INATIVA

Para verificar sua presen¢a no sangue de jararaca foi feita uma série de
comparagoes determinando-se a hemoglobina, nas mesmas amostras de sangue, pelo
meétodo de ferro total e pela capacidade de oxigenio. As determinacoes foram
feitas logo depois da colheita do sangue. Com os dados obtidos calculou-se o
‘volume de oxigénio, em ml, que se combina a 1 g de ferro da hemoglobina (Tabela
V, coluna 6). A media encontrada, 331 ml de oxigenio, foi bem baixa, indicando
‘uma quantidade media de hemoglobina mativa de 17 por cento. O valor mais
" baixo, 289 ml de oxigénio e o mais alto, 375, indicam, respectivamente, 28 ¢ 6 por
‘cento de hemoglobina inativa.

COMENTARIOS

A determinacdo da hemoglobina no sangue de ofidios pela dosagem de ferro
total exige cristaliza¢io completa da mesma para verificagio da sua concentra-
"gdo percentual precisa de ferro. Além disso, deve estar correta a suposigio que
‘o ferro plasmatico nestes vertebrados existe em quantidade desprezivel em rela-
¢io ao ferro total, como acontece no homem. Acredito ser éste provavelmente o
‘caso. De qualquer maneira, fica determinado o ferro total e os valores poderiio
ser recalculados a qualquer tempo. Na transformagio do ferro em hemoglobina
preferi usar ainda a antiga constante (335 mg % de ferro), pois nio vejo raziio
suficiente para usar as determinagies mais recentes de BErRNHART & SKEGGS
(1943) para a hemoglobina humana, ou as de Morrisox & Hisey (1935) para a
hemoglobina do cio.

Sé fiz as determinagies em jararacas ¢ em pequeno numero de parelheiras.
Harr & Gray (1929), trabalhando com peixes, observaram uma enorme variagio
no conteudo de ferro do sangue de espécie para especie, salientando uma relagio
direta entre a atividade do peixe € a riqueza hemoglobinica do sangue. Quanto
maior a atividade do peixe, maior o teor de hemoglobina. Seria interessante
estudar os ofidios sob 0 mesmo aspecto. As determinagdes de hemoglobina no
sangue de parelheiras, embora em pequeno numero, nio figurando porisso no
presente trabalho, indicam que nestes vertebrados nio parece haver diferencas
_significativas nos resultados obtidos em exemplares de duas familias tio distintas
— as crotalideas (jararacas) e as colubrideas (parelheiras). Numa espécie tinica
os valores de Harr & Gray sio bem constantes. Nas jararacas encontrei uma
variagio bem apreciivel no teor de ferro total do sangue. Entretanto, nio acre-
dito ter usado exemplares anémicos porque 26 déles serviram também para a
determinagiio dos respectivos indices de WiNTroBe (VALLE & Prapo, 1944) e
como a concentracio média da hemoglobina corpuscular foi de 379, fica afastada
aquela possibilidade. |
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HA muito tempo se sabe que 1 grama de ferro da hemoglobina se combi-
na a mais ou menos 400 ml de oxigénio. Mais recentemente (MAaAreNzI & Lipa,
1938; Weisg, 1937) éste valor tem sido recalculado e verificado ser aproxima-
damente exato. A concordancia entre métodos por dosagem de ferro total com
métodos por capacidade de oxigenio ou monoxido de carbono era tida mesmo
como fato assentado até que AmmuNpseN (1939), confirmando, alids, suspeitas
anteriores, fez a verificacio contriria, determinando, posteriormente, a quan-
tidade de hemoglobina inativa existente no sangue humano normal (AMMUNDSEN,
1941). Esta hemoglobina inativa, cuja natureza quimica ainda estd por deter-
mianr, variou de 2-129; em relacio a hemoglobina total e esteve presente em
409 das amostras de sangue estudadas. AMMUNDSEN supie que a hemoglo-
bina inativa seja metahemoglobina ou, talvez, hematina. Nas determinacdes em
jararacas, a grande discordincia entre os valores obtidos pelo método do ferro
total e pelo processo da capacidade fixadora do oxigeénio é explicivel, a meu
ver, pela presenca no sangue déstes vertebrados de regular quantidade de he-
moglobina inativa. Interessante que o fenomeno foi verificado na totalidade
dos vinte e trés casos estudados sob éste aspecto e a quantidade média de hemo-
globina inativa € muito maior do que a encontrada por AMMUNDSEN no homem
normal. Embora seja possivel encontrar outros vertebrados com maior teor de
hemoglobina inativa do que o registrado agora para os ofidios, o aproveitamen-
to deste dado para a anilise mais acurada do fato poderi conduzir a melhor
compreensio do significado fisiolégico da chamada hemoglobina inativa

CONCLUSOES

1. O sangue colhido por secgio de pequeno segmento da cauda de jararacas
ficou diluido em média de 179% em relagio ao sangue venoso.

2. Dos métodos estudados, somente a dosagem de ferro total do sangue per-
mitiu a determinagiio precisa da hemoglobina dos ofidios.

3. A concentragio média normal do ferro do sangue de 49 jararacas,
30 ¢ ¢ 19 &, foi de 26.6 == 4.2 mg %.

4. A concentracio de ferro da hemoglobina da Bothrops jararaca é igual ou
pouco menor do que a dos mamiferos. Usando como fator da transfor-
macio 0.335 g % de ferro, a concentragio média normal da hemoglobina
do sangue foi de 7.80 = 1.3 g %.

5. Foi encontrada uma forma de hemoglobina inativa, isto €, nio combinavel
ao oxigénio, na totalidade de vinte e trés casos estudados. A concentra-
¢io média da hemoglobina inativa foi de 179 da hemoglobina total.

6. O péso ou o sexo do animal nio influenciaram significativamente a con~
centragio do ferro total do sangue da jararaca,
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RESUMO

O teor de homoglobina do sangue de ofidios foi determinado em parelhei-
ras e jararacas pelos métodos da hematina dcida, da hematina alcalina, pela
capacidade fixadora do oxigénio e pela dosagem do ferro total. Somente o
método do ferro total deu resultados precisos.

A cristalizagio da hemoglobina déstes ofidios foi tentada pelo processo de
DeLorY, que, em minhas mios, produziu cristalizagio completa da hemoglobina
do sangue de cio. Nos ofidios, a cristalizagio foi parcial e o teor em ferro
da hemoglobina assim obtida variou em torno de 300 mg % enquanto que na
do cdao foi, em meédia, de 333 mg %. Tomando a porcentagem média de ferro
da hemoglobina dos ofidios como sendo a mesma da hemoglobina dos mamiferos
e usando o fator de transformagio 0.335 g 9%, a concentragio média normal
de hemoglobina no sangue da jararaca foi de 7.80 = 1.3 g %. A concentra-
¢i0 média pormal de ferro no sangue foi de 26.1 = 4.2 mg %.

Em todos os casos estudados foi achada uma propor¢io de hemoglobina
inativa (ndo combindvel ao oxigénio) em torno de 17% da hemoglobina total,
cujo significado nestes vertebrados, assim como no homem onde ela aparece em
40% dos sangues estudados, na proporgio de 2 a 12%, nio esti ainda
esclarecido.

Pelos resultados das determinagies de hemoglobina foi observado que o
sangue dos ofidios, obtidos por secgio da cauda, se apresentou diluido em mé-
dia de 179% em relagio ao sangue obtido por pungio venosa.

Foi ainda verificado que o péso e o sexo dos animais empregados nio mo-
dificaram significativamente a concentragiio do ferro total do sangue da jararaca.

ABSTRACT

1. Hemoglobin determinations were made in blood of snakes by four usual
methods: acid and alkali hematin, oxygen capacity and a modification of
the original Wong's method. Only the iron method could be used accurately,
The mnormal total blood iron concentration of 49 Bothrops jaeraraca
(19 2 and 30 2 ) was 26.1 = 4.2 mg%. This value was not influenced
by the sex or the body weight.

2. The crystallization of ophidic hemoglobin was tried with the method of
Delory and successfully used with dog’s blood. Partial crystallization was
obtained with an iron content averaging 300 mg%.

3. Assuming the iron concentration of snake's hemoglobin to be the same as
in mammals, i.e. 0.335 g %, the normal blood hemoglobin concentration
of B. jararaca was 7.80 = 1.3 g %.
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4. Within a group of 23 B. joraraca the blood samples analysed have shown
in all cases an average of 179 of inactive hemoglobin (non-oxygen-com-
bining form).

5. Blood collected by cutting a little segment of the tail of snakes could not be
used for hemoglobin estimation in virtue of a mean dilution of 17% com-
pared with venous blood.
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