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HEMOGILOBINA INATIVA (NAO COMBINAVEL AO OXIGENIO)
NO SANGUE DO CAO E DO HOMEM (*)

ror J. LEAL PRADO
(Do Laboratério de Endocrinologia, Instituto Butantan, S. Paulo, Brasil)

Reconhecidamente, a determinacio precisa da hemoglobina (Hb) é medida
de grande significagio biologica.

Estudando a agio anemiante do benzoato de estradiol (9) tive a oportu-
nidade de encontrar no sangue do cio uma fragio de Hb nio combindvel ao
oxigénio. A quantidade era suficientemente grande para tornar imprecisos o0s
resultados obtidos pela capacidade fixadora de oxigénio. Anteriormente esta
forma de Hb tinha sido encontrada na espécie humana, em quantidades varii-
veis intraindividualmente, por Ammundsen (1) que a denominou “Hb inativa”.
A principal finalidade do presente artigo é a de chamar a atencio para a exis-
téncia desta forma de Hb. Tendo sido encontrada na espécie humana, nos ofi-
dios (6), no cavalo (7) e, agora, nos cies, é bem provavel que exista em ou-
tras especies animais. [Em vista déstes achados a capacidade fixadora de oxi-
génio do sangue nio pode mais ser considerada como método padrio para do-
sagem de Hb porque niio determina a fragio inativa cuja quantidade pode ser
maior do que 209 da Hb total mesmo no homem.

Relato aqui a maneira pela qual se verificou a existéncia de Hb inativa em
caes e também em onze casos humanos, apresentando os valores de Hb total e
inativa encontrados em 22 ciies normais e em 3 anémicos.

MATERIAL E METODOS

Empregaram-se 25 ciies (Tab. I), adultos ou subadultos, de 3.6 a 10.8 kg.
Havia 15 cies normais, (6 2, grupo A e 9 ¢, grupo D) e 10 animais
castrados, (7 & ¢ 3 ¢ ) tratados ou nio; com propionato de testosterona ou com
benzoato de estradiol. Dos 10 animais castrados, 3 ficaram anémicos (grupo
F) em virtude do tratamento estrogenico. Os 7 restantes, que nio ficaram

(*) Trabalho em parte subvencionado pelos drs. Alberto Alves Filho e Alcino R.
Lima por intermédio dos Fundos Universitirios de Pesquisas.

Recebido para publicacio em outubro de 1945,
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anémicos, fazem com os 15 normais um grupo de 22 cdes, aparentemente em
boas condigbes de saude, cujas taxas de Hb no sangue podem ser consideradas
COmo normais.

 Taeeta 1

C
Condigdes expernimeniais dos cdes examinados

5 . d Peso .
Grupos Cio No. Sexo | ke Condigles
A 1 M - Normal. Sem tratamento
2 A 7.1 Normal. Sem tratamento
3 M | Normal. Sem tratamento
4 M 6.8 Normal Sem tratamento
5 b | 5.9 Normal. Sem tratamento
& M 6.6 Normal. Sem tratamento i
B 7 M 8.2 Castrado. Sem tratamento
] M 6.2 Castrado. Sem tratamento
9 M 6.3 Castrado. Sem tratamento
C 1 M 9.3 Castrado. Tratado com propionate de testosterona,
11 M 6.6 Castrado., Tratado com propionato de testosterona.
D 12 F 10.8 Normal. Sem tratamento
13 P 7.5 Normal. Sem tratamento
14 F 7.0 Normal. Sem tratamento
15 F .9 Normal. Sem tratamento
16 F 10.1 Normal. Sem tratamento
17 F 5.6 Normal. Sem tratamento
18 F 4.5 Normal. Sem tratamento
19 F 7.6 Normal. - Sem tratamento
0 F 10.5% Normal. 5em tratamentio
E z F 3.6 Castrada. Tratada com propionato de testosteronma
; 22 F 4.4 Castrada. Tratada com propiomato de testosterona
¥ 23 F 7.8 Castrada. Tratada com benzoato de estradiol.
Anemica
-4 Al L Castrado. Tratado com benzoato de estradiol.
Anemico
25 M 6.1 Castrado. Tratado com benzoato de estradiol
Ancmico

A alimentagio consistiu de visceras de boi cosidas, polenta e verdura suple-
mentada com mustura salina e oleo de figado de peixe.

A colheita do sangue foi feita por pungZo da veia safena externa com o
minimo ds estase possivel; o sangue era oxalatado a 0.2 g %.

Empregaram-se os seguintes métodos para determinar a Hb.
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1. Capacidade de fixacio do oxigénio do sangue; método de Van Slyke
& Stadie (10). Aproximadamente 3 ml de sangue eram aerados em funis
separadores de 250 a 300 ml de capacidade durante 5 minutos no minimo.
A extracio dos gazes era feita, durante 10 minutos, em um aparelho volu-
metrico de Van Slyke agitado a motor.

2. Determinagio do ferro total do sangue. Foi usado o método de Ponder
(1942) com uma pequena modificacio introduzida anteriormente (6).

Todo o material volumétrico utilizado, inclusive a haste graduada do apa-
relho de Van Slyke, foi verificado préviamente.

EXPERIMENTACAO

A verificagio da existéncia de Hb inativa dependeu, em dltima anilise, do
fato ji conhecido que 1 grama de ferro da Hb ordiniria se combina a 400 =
5 ml. de oxigénio. Determinando-se simultineamente o ferro total e a capaci-
dade fixadora de oxigénio na mesma amostra de sangue, fica facil calcular a
quantidade de oxigénio fixada por 1 grama de ferro. Si esta quantidade for
menor do que 400 ml., serd possivel calcular a porcentagem de Hb total que
deixou de fixar oxigénio. A capacidade de oxigénio de um sangue que cou-
tenha, por exemplo, 50 mg % de ferro deverd ser de 20 ml de oxigénio, désde
que toda sua Hb esteja ativa. Si a capacidade for menor do que 20, a diferen-

§a terd sido motivada pela existéncia de Hb inativa em percentagem assim de-
terminavel.

Baseado neste raciocinio, fiz determinagdes do ferro total e da capacidade
fixadora de oxigénio nas mesmas amostras de sangue dos vinte e cinco cies.
(Tab. IT). Nas colunas 5 ¢ 7 calculei a Hb a partir da concentragio de ferro
total no sangue e da capacidade de oxigénio, respectivamente. Usei como cons-
tantes para a Hb do ciio os valores 0,338 mg % de ferro e 1.36 ml de oxigénio
por grama de Hb, determinados por Morrison & Hisey (4). Na colunma
8 estio as quantidades de oxigénio que se combinaram a 1 g de ferro e na
coluna 9 as porcentagens de Hb inativa, cansiderando 400 = 5 ml de oxigénio
por grama de ferro como 1009% de Hb ativa.

Virias vezes, durante o trabalho, repetiam-se as dosagens na mesma amostra
de sangue. As diferencas entre duas determinacbes da capacidade de oxigénio
nunca foram maiores do que 0.5 volume % e as dosagens duplas de ferro no
mesmo material diferiam no décimo de miligrama. Baseado nestes dados des-
prezei os valores de Hb inativa abaixo de 3.3%.

Dosei Hb inativa duas vezes. Na primeira série de determinagbes foi
encontrada Hb inativa em 23 de 25 cies. Nos vinte e dois normais, o teor
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Tasgra 1I

Hemoglobing do songue de cdes. Determinagdes comparativas pelo Fe total (Ponder) e
pela copacidade de O,. Relagies OffFe "), Porcentagens de Hb tnativa,

: Cio Mo Data do e i it Hb g % Capacidade Hb g % Relacio |Hb mativa
o No. : . g .
sTUpos - exame il Ponder oxXigenio Capacidade 0,/ Fe T
1 2 3 4 5 L 7 8 9

MACHOS

A. 1 24.X .44 44.6 13.2 16.1 11.9 351 9.8
2 3.XI1.44 £9.3 17 .6 21.3 15.7 139 10.2
3 8.X1.44 G).7 18.3 2T.6 15.9 350 12.5
4 g2 _XI1.4 49.5 14.6 19.1 14.0 184 3.5
L] B.XI1.44 48 .8 14.4 19.1 4.0 i 2.2
6 9.X1.44 L7 .5 17.0 22.2 16.3 186 3.5
B. 7 24 . X.44 61.3 18.2 21.1 15.5 344 14.0
8 24.X.44 35.6 16.4 20.0 14.7 160 10.0
9 24 .X.44 61.7 1£.3 19.8 14.6 321 19.8
C 10 24.X.44 35.6 16.4 20.0 14.7 360 10.0
11 24.X.44 57.5 17.0 20.6 15.2 358 10.5
FEMEAS
L. 12 1.X1.44 35 . 6 19.4 23.4 17 .2 157 10 .8
13 3.X1.44 £1.9 15.4 19.7 14.5 3180 5.0
14 8. XI1.44 0.8 15.0 184 13.5 162 9.5
15 g. X144 4.5 19.1 22.6 16.6 150 12.5
16 9.XI1.44 6.9 19.2 24.7 18.2 181 4.8
17 9.X1.44 L% % 14.9 20.1 i4 .8 351 2.2
18 9.X1.44 49.8 14.7 17.1 12.6 3143 14.2
19 16.X1.44 61.3 18.7 21.4 17.2 370 7.5
20 23.X1.44 (8.7 20.3 3.8 19.7 190 2.5
E. 2 24 .X .44 £5.9 16.5 17 .8 13.1 318 20.5
22 24.X.44 £5.6 16.4 IR.2 13.4 127 18.2
ANEMICOS
F 23 24.X.44 41.5 12.3 13.8 10.2 313 16.8
24 24.X %4 16.8 10.9 11.2 5.2 304 24.0
L 24 .X .44 42.0 12.4 2.3 9.0 293 26.8

(*) ml de I‘Jl combinados com 1 g de Fe.
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mais baixo, o mais alto e a média, foram, respectivamente, 3.5, 20.5 e 11.7%.
Depois de 8 a 30 dias as determinacoes foram repetidas em onze cies. (Tab.
IfI). Em quatro animais (Nos. 6, 8 10 e 11) ndo havia, agora, Hb inativa.

Tasera 111

Hemoglobing do songue de cdes. Determinages comparativas pelo Ferro total (Ponder)
¢ pela capacidade de oxigémio. Relagoes O Fe. Porcentagens de HD inatiza.

Cio No. Data do Fe mgz % Hb g & 5-:3'51.-'1:3'!--‘-"'-' Hb g % Relagio [Ih inativa
CXI e Ponder oxigemio | Capacwdads O,/ Fe =
3 16.X1.44 62.9 18.6 21.8 16.0 347 14.2
6 18.X1.44 26.6 16.8 23.2 17.1 410 0.0
8 28.X1.44 68.5 20.3 26.8 19.7 391 2.2
2 17.51.44 66 .3 19.5 -4.4 17.9 &) 10.0
10 28.X1.4% 55.6 16.5 21.9 16.1 394 1.5
11 21.X1.44 58.7 17.4 23.2 17.1 395 0.1
12 16.X1.44 62.0 20.1 24 .2 17.8 I56 11.0
14 16.X1.44 58.7 16.6 20.5 15.1 349 12.8
16 18.X1.44 .7 20.9 26.5 19.5 k¥ b2
23 23.X1.44 49 .4 14.6 7.0 12.5 144 14.0
25 21.XI.44 49.4 13.6 14.0 10.3 283 24.2

Houve um aumento da porcentagem de Hb inativa em quatro cies (Nos. 3,
12, 14 € 16) e uma diminuigio em sete (Nos. 6, 8, 9, 10, 11, 23 e 25). A
média nesta segunda série de determinagoes, considerando soments os animais
nao anémicos, foi de 10.8¢%.

Taepra 1V

Presenga e teor de Hemoglobina inativa mo samgue humano mormal,

Hb g % Capacidade Hb g % Relacio [Hb inativa

S wex0 | Tdde | Feme % | e oxigénio | Capacidade | O /Fe %

1. H. V. K. M 26 8.3 17.2 22.4 16.5 184 4.0
Z L. P C M 2 56.8 16.7 21.8 16.0 %4 4.0
3. M. S M 21 59.0 7.4 22.6 16.6 383 4.2
4. M. S, M 47 £4.6 16.2 20.6 15.2 377 £.6
5. J..B. P M 26 £4.5 16.0 20.6 15.2 378 5.5
6. B. R. M 41 £5.3 16.3 22.4 16.5 405 0.0

-| . J. P M 48 $4.0 15.9 21.9 16.1 405 0.0
. L. M. P M 27 60.4 17.8 22.8 16.6 378 5.2
. C B M 33 54.0 16.0 21.9 16.1 406 0.0
10. N. P. F 30 49.2 14.6 20.1 14.8 408 0.0
’n. M. P F 29 50.2 14.8 19.5 14.3 388 3.0

Para controle das condigdes experimentais, foi seguido o mesmo processo
€m onze amostras de sangue humano normal (Tab. IV). Nio havia Hb mativa

L 1]
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em cinco e foi encontrada uma quantidade de 4.0 a 5.6% mnas seis restantes.
A média foi de 4.89%. Para a Hb humana foram usadas as constantes deter-

minadas por Bernhart & Skeggs (2).

DISCUSSAD

Ammundsen (1) determinou a quantidade de Hb inativa em sangue
humano normal baseando-se na diferenca encontrada na capacidade de fixagdo
do monéxido de carbono antes e depois de redugio da Hb pelo hidrosulfito de
sodio. Ela estudou oitenta e duas amostras de sangue, obtidas de cincoenta e
tres individuos normais; foram encontrados de 2 a 129% d= Hb inativa em
409 das amostras sanguineas. Foi observado tambem que a porcentagem de
Hb inativa variava intraindividualmente, is vezes de maneira rapida; uma se-
gunda determinagio podia diferir da anterior de 5 a 10%.

Ramsay (7) determinou a quantidade de ferrihemoglobina (Hb inativa)
em sangue de cavalo por processo gazométrico: a Hb ativa (ferrohemoglobina)
era determinada pela capacidade de oxigénio e a “Hb total” pela capacidade de
oxigénio depois de redugio com solugio fracamente alcalina de sal de titanio.

No presente trabalho usei um principio diferente de determinagio da quan-
tidade de Hb inativa, mas acredito que os dados obtidos sio comparaveis aos
apresentados por Ammundsen e Ramsay.

No cio, como no homem, houve igual variagdo intraindividual na porcen-
tagem de Hb nio combinivel ao oxigénio. A segunda série de determinacoes
foi feita com a finalidade de permitir esta verificagio e mostra as diferencas
registradas em onze cies,

Num total de trinta e uma amostras de sangue obtidas de 22 cies normais,
encontrei Hb inativa em vinte e cinco, isto &, em 82% das amostras e na quanti-
dade media de 10.99% da Hb total. Parece, pois, que o sangue de ciio contem
Hb inativa em maior quantidade e mais frequentemente do que o sangue humano.
Ramsay (7) estudou o sangue de dezessete cavalos e encontrou Hb inativa
em quatorze, 1sto €, em 829% dos animais e na quantidade média de 8.4,
resultado bem parecido ao que encontrei para o cio. Cox & Wendel (3)
trabalhandc com método espetroscopico, negam a existéncia de metahemoglobina
(Hb inativa) no sangue do cio normal mas Ramsay (7) ndo da muito valor
a éste achado negativo dada a pequena sensibilidade do método usado. O melhor
estudo que encontrei na literatura sobre a capacidade de fixagio de monodxido
de carbono da Hb de cio foi o de Morrison & Hisey (4). Estes autores
determinaram a capacidade de monoxido de carbono de 10 amostras de Hb
recristalizada de cio e so0 registraram Hb inativa em duas. Ammundsen
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(1), citando outros autores, diz que si as determinagdes eram feitas em sangue
total o conteido de Hb, medido pela capacidade de oxigemio, era menor do
que o obtido por outros métodos, mas que esta diferenga nio se registrava quando
se usava Hb isolada pura. Por isto acredito que os resultados de Morrison &
Hisey (4), com Hb recristalizada, nio invalidam o achado do presente traba-
lho. Em dezessete amostras de Hb humana (preparadas lavando os globulos
quatro a cinco vezes com solugio fisiolégica) aqueles autores ndo registraram
também a existéncia de Hb inativa,

As dosagens de Hb ndo combindvel ao oxigénio em sangue humano foram
feitas para controle das condighes experimentais porque a grande frequencia
de Hb inativa em sangue de cdo levantou a hipétese de um érro sistematicc.
Dos onze casos estudados, seis continham 4.0 a 5.6% de Hb inativa e em
cinco a Hb era totalmente combinivel ao oxigénio. Em vista dos resultados,
conclui pela validade das determinagbes feitas em cies.

Entre nos, Santos & Campos (8) ja haviam observado uma grande dis-
cordancia entre o método de Wong e a capacidade de oxigénio do sangue
humano mas nio a interpretaram como devida 2 Hb ndo combindvel ao oxigénio.
Ammundsen (1) foi quem chamou a atengio para a necessidade de serem
abandonadas as capacidades de monoxido de carbono ou oxigénio como métodos
precisos para a dosagem de Hb em sangue humano. Extendendo éste conselho
aos ofidios, cavalos e ciies quero, entretanto, insistir na existéncia de Hb inativa

em sangue humano normal porque a desconsideragio déste fato podera levar a
€ITOS Erosseiros,

Talvez a verificacio da presenca de Hb inativa em sangue de ciio, de
cavalo e particularmente de ofidios (média de 17% de Hb inativa em 100%
de 23 jararacas estudadas) possa servir como ponto de partida, quanto ao
material experimental, para o esclarecimento da natureza quimica e significado
fisiolégico da Hb nio combinivel ao oxigenio,

Passando, agora, aos teores de Hb total encontrados para os cies, lembro
e justifico a possibilidade de utilizi-los como valores normais.

Wintrobe, Shumacker & Schmidt (11) nada puderam concluir sobre a
existéncia ou niio de uma diferenca sexual no teor de Hb do sangue de cies.
Uma possivel explicagio da diferenca encontrada na espécie humana seria a
menstruagio. Nas espécies que ndo tém a perda mensal sanguinea, como o
cdo, seria de esperar-se uma igualdade na hemoglobinemia dos dois sexos. Ba-
seando-me no exposto, suponho que além dos 15 caes normais (6 & ¢ 9 ?)
os animais dos grupos B, C e E, embora castrados ou tratados com o horménio
masculino, podem também ser considerados normais quanto & hemoglobinemia.
5o ficam excluidos os tratados com benzoato de estradiol (grupo F) nitidamente
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anémicos. Neste grupo de 3 animais a média de Hb inativa em 5 amostras
de sangue foi de 21.2%, praticamente duas vezes o valor médio encontrado para
0s cdes normais. Até que ponto e de que forma o tratamento estrogénico in-
terfére no teor de Hb inativa do cdo, é questio para ser elucidada.

Todos os animais receberam tratamento antihelmintico (9) e foram au-
topsiados no final das experiéncias. Nio havia vermes no intestino ou a quan-
tidade era seguramente insuficiente para anemiza-los.

RESUMO

A dosagem comparativa de Hb pelos métodos da capacidade fixadora de
oxigénio ¢ da determinagio do ferro total (5), quando se empregam cons-
tantes ja bem estabelecidas, permite calcular a porcentagem de Hb nio combi-
navel ao exigénio e chamada por Ammundsen (1) de Hb imativa. Num total
de 31 amostras de sangue obtidas de 22 cies em boas condigdes de sande e
sem infesta¢io helmintica digna de registro, esta forma de Hb inativa foi encon-
trada em 829 das amostras ¢ na quantidade média de 109% da Hb total.
Em 3 caes anemiados pelo benzoato de estradiol a média de Hb inativa em 5
amostras de sangue foi de 21.2%.

Esta forma de Hb inativa foi procurada também em 11 amostras de sangue
humano normal e encontrada em 6 delas, na média de 4.8%. Tanto no homem
como no cio pode observar-se uma varia¢io intraindividual no teor de Hb
inativa quando se analisam amostras colhidas em datas diferentes.

A existéncia de Hb inativa em porcentagem apreciavel no sangue do homem
(1), do cavalo (7), dos ofidios (6) e agora do cdo, sugére a sua procura em
outras espécies e, 0 que é mais importante, a elucidagio de seu significado fi-
siologico.

ABSTRACT

The percentage of non-oxygen-combining Hb (“inactive Hb.” Ammundsen)
(1) can be calculated from the respective values for the total Hb, measured by
the van Slyke and Stadie’s oxygen capacity method and the total blood iron
content, determined after Ponder's method.

In 31 blood samples from 22 dogs, apparently in good health and without
helminthic infestation, inactive hemoglobin was found in 82% of the blood samples,
the mean value amounting to 1099 of total Hb. In five blood samples
obtained from 3 dogs, which had been anemized by estradiol benzoate, the average
value of inactive Hemoglobin was 21.29. In order to control the experimental
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conditions, inactive hemoglobin was also determined in the blood of 11 normal
persons, presence of inactive Hb was found in 6 of these cases with a mean
value of 4.8% of total Hb. There is an intraindividual variation of the inactive
Hb content in the blood of dogs as well as of man.

The presence of inactive Hemog'obin in the blood of man (1) horse (7).
Ophidia, (6) and now in dog suggests its search also in nther species for a more
exact study of this intricate problem.
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