Dados hematoldégicos do cao adulto normal (*)
por

W. O. Cruz, E. M. da Silva e R. Pimenta de Mello

(Com uma figura no texto)

O c3o é o animal indicado para estudos hematologicos. As caracteristi-
cas que o tornam animal de escolha siao:

a) Porte. Os métodos hematoldgicos de rotina requerem para se tra-

balhar com comodidade 1 a 2 c¢m.? diarios de sangue. No cdo cujo peso mé--
dio é de 10 quiles, 1cm3 representa 0,1% de seu volume sanguineo total.

Esta quantidade de sangue retirada diariamente ndo afeta, na pratica, a fi-
siologia hematica déstes animais. Também quando é necessario a retirada
repetidas vézes ou de grandes quantidades de sangue consegue-se fazé-lo fa-
cilmente usando suas calibrosas e superficiais veias jugulares, faceis de atin-
gir na grande maioria désses animais. O cdo ndo é animal muito sensivel a

retirada de grande quantidade de sangue podendo perder de um sé vez até
mesmo 40% de seu volume total de sangue.

b) Tipo de alimentacdo. Sendo um animal onivoro pode-se nele ex-
perimentar os mais variados tipos de alimentacao nos processos regenerati-

vos e degenerativos do sangue. Adapta-se com grande facilidade ao regime
de uma s6 alimentagdao por dia cuja ingestao é geralmente feita em curto

prazo o que facilita os estudos de metabolismo, pelo contréle facil das quan-

tidades ingeridas. Também adapta-se com extrema rapidez a mudanca brusca
de regime alimentar. Apés ligeiro treinamento pode aprender a evacuar em

hora determinada mediante a simples retirada da gaiola. Para estudos de
metabolismo da hemoglobina as quantidades de urina e fézes emitidas dia-

riamente permitem a execugao facil das varias provas necessarias.

-

(*) ‘Trabalho da Sec¢do de Hematologia auxiliada por benemeréncia do Dr. Guilher-

me Guinle.

* "Recebido para publicacio a 17 de Maio de 1945.
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c) Resisténcia natural as infec¢ées. O cado é animal extremamente re-
sistente a infestacdes pelos germes piogénicos.

Com assepcia parc1al feridas operatérias, mesmo de consideraveis ex-
tensdes, cicatrizam em segunda intenc¢do, observando-se raramente infeccio
intercorrente. Esta resisténcia aliada ao porte torna possivel toda sorte de
processos operatdrios experimentais.

d) Docilidade. O cdo rapidamente se habitua a técnica de colheita de
material e ao cativeiro. Animal facil de mansear, salvo raras excegdes veri-
ficadas em alguns animais de comportamento praticamente anormal, o qual
se caracteriza por violenta reacdo ao serem conduzidos para a colheita de

material .

Os cdes cujos exames sdo apresentados neste trabalho foram cedidos ao
Instituto pelo Servico de Assisténcia Veterinaria da Prefeitura do Distrito
Federal. A grande maioria dos animais capturados se apresentam em bom
estado de nutricdo e aspecto geral. 'Esse fato é explicado por tratar-se de ani-
mais pertencentes a moradores dos subtrbios pobres da cidade e por serem
capturados quando surpreendidos em fuga da residéncia de seus donos. A
restituicio do animal apreendido s6 pode ser feita mediante pagamento de
multa e em prazo relativamente curto, justificando-se dessa maneira a apa-
rente falta de interésse dos donos.

A maioria sio animais adultos e de raca impura. Foram eliminados caes

muito jovens ou senecentes.

Colheita de sangue: Os cdes sdo colocados em goteiras de CLAUDE-
BERNARD e a contencao é feita com fita de cadar¢o que prende as patas numa
das extremidades e a outra fixa nas ranhuras laterais da goteira. Raspa-se o
pescoco dos dois lados com maquina de cortar cabelos, acompanhando os
bordos dos miisculos externo-cleido-mastoideos. Estirada a pela comprimi-
da com o dedo polegar a regido préxima da clavicula as jugulares ficam sali-

»

entes. facilitando extremamente a puncdo venosa (foto 1). O sangue é reti-

rado da jugular com agulha apropriada (30 x 12) em seringa séca e ime-
diatamente colocado em pequenas garrafas de 4 cm3 de capacidade, marca-
das para 2 cm3, contendo mistura de oxalatos em pé. As garrafas para 2cm3
de sangue sio preparadas da seguinte maneira: 0.08 c¢cm3 de uma solucédo
de oxalato de aménio, 3gm, oxalato de potassio 2g para 100 cm3 de agua dis-
tilada sdo colocados em cada garrafa e deixadas em estufa a 38.° até com-
pleta secagem. Assim, se obtém a correta relacio de 20 mg. dos oxalatos
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reunidos para 1 c¢m3 de sangue. Todos os exames hematclogicos sao exe-

cutados no maximo 3 horas depois da colheita. (Foto 1).

Posicio adequada afim de tornar saliente a
colheita de sa

jugular para facilidade da puncao e
ngue

DETERMINACAO DOS ELEMENTOS DA SERIE VERMELHA

Contagem de hematias. Dilue-se o sangue 1/200 em pipeta de THOMA,
usando como liquido diluidor solucao de cloreto de sédio a 8.5 o/00. Depois
de convenientemente agitado coloca-se uma gota na camara de NEUBAER e
verifica-se se as hematias estao uniformemente distribuidas ao acaso na ca-
mara, o que ¢é indispensavel. Esta camara fabricada por SPENCER & Co. ca-
racterizada pela presenca de linhas brilhantes no reticulo constituiu um aper-
feicoamento bastante tutil. Contam-se as hematias contidas em 5 grupos de

16 quadradinhos de 1/400 mm2 de superficie assinalando cada hematia com

pressao digital num contador automatico de unidades. Este processo facilita
o trabalho por evitar o calculo e cansacc mental do ato de enumerar as he-
matias. De fato, contando-se 80 quadriculas a férmula para se ter o numero

de hematias por mm3 fica reduzida a uma simples multiplicagao do numero
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obtido no contador automatico pela constante 10000. Esta constante 10000

F 4

é o resultado das operag¢des indicadas entre parentesis na férmula. empre-

200 x 10 x 400
gada: NJ|- , sendo N o niimero de hematias obtidas no conta-

80

dor automatico. Exemplo: suponhamos que se tenha contado 500 hematias,
o calculo sera 500 x- 10000 — 5000000 por mm3. Um artificio aconselhado

-

para diminuir o cansa¢o muscular da mdo é o de acionar o contador 1 vez
para 2 hematias vistas, multiplicando-se por 2 o resultado final no contador
automatico. |

Em contraste as diticuldades assinaladas para uma correta contagem de
hematias, a determinacdo da hemoglobina e do hematdcrito sio na pratica
pouco sujeitas a érro e ambas possuem uma precisdo razoavel para métodos
biolégicos. Assim, facil nos serd constatar qualquer senfio na execucdo dos
métodos hematolégicos pela interdependéncia que devera sempre existir pelos
valores fornecidos por cada um: exemplo: um sangue retirado de cio normal
mostrou: hematécrito 42%, hemcglobina 12.5 g. e hematias 4 milhées. Os
caracteristicos numéricos das hematias désse sangue sao: Volume 105 u3;
Hemoglobina por hematias 31yy e concentracio de hemoglobina por hema-
tia 30%. Dois désses resultados sdc exageradamente elevados e por isso ané-
malos: o volume de hematias do cdo raramente atinge 80 u3 e a quantidade
de hemoglobina excepcionalmente atinge 26yy. A concentracdo de hemoglo-
bina, entretanto, apresenta-se inteiramente normal (30%). Estes dados in-
dicam que os valores empregados para obtencdo da concentracio média de
hemoglobina por hematia estdo mui possivelmente corretos, enquanto que o0S
dados empregados na obtencdo do volume e da quantidade de hemoglobina
per glébulo estdo sujeitos a revisdo. Ora, a concentragio é obtida pela rela-
¢ao hb/hemat. cujas determina¢des devem estar corretas, como vimos acima:
o volume é obtido pela relagido hemat/ht e o conteido pela relacio hb/ht e

como estas relagdes apresentaram nameros elevados indicam que houve um
erro para menos na contagem de glébulos.

Esse é o motivo pelo qual séo criticaveis aquéles métodos de registro fo-
tografico da célula de NEuBAUER para contagem posterior. Se acaso haja
érro de dilui¢do ou qualquer outro fator que motive uma distribuicio anormal
das hematias as determina¢des hematolégicas do caso ficardo perdidas, o que
nao acontece se cbtivermos os dados hematolégicos no mesmo dia da reti-
rada do sangue e sé o aceitarmos apds o contréle dos mesmos, verificando
suas reciprocas relagdes, como acima exemplificamos.



Cruz, Silva e Mello: Estudos hematoldgicos 613

Dosagem de hemoglobina: A dosagem colorimétrica da hemoglobina
transformando esta substancia em cloridrato de hematina teve sua justifica-
tiva no fato de ser o aparelho visual pouco sensivel ao vermelho, dificultando
a constataciao de variacdes apreciaveis da substancia. Esse método apresenta
um inconveniente sério originado de um detalhe importante nao assinalado
na maioria dos autores e geralmente descurado na pratica, ocasionando erros
grosseiros. Este detalhe consiste no seguinte: a transforma¢ao da hemoglo-
bina em cloridrato de hematina se processa em prazo médio de 30 minutos a
temperatura ambiente. Em condicoes diversas ndo ha completa transforma-

c¢ao da substancia, verificando-se o desenvolvimento incompleto da ¢dr moti-
vando erros apreciaveis (1).

Com a aplicacdo dos métodos de dosagem da hemoglobina sob a forma
de oxi-hemoglobina no espectrofotémetro de PULFRICH ou ncs colorimetros
foto-elétricos, cujas técnicas descrevemos adiante, nao mais se justifica o em-
prégo do hemoglobinémetro de SAHLI e outros aparelhos baseados na dosa-
gem da hemoglobina na forma de cloridrato de hematina. Além da causa de
érro assinalada, temos de acrescentar a decorrente do érro pessoal do obser-
vador e ccnsiderar o fator tempo dispendido nas dosagens. O emprégo do
espectrofotometro de PULFRICH ou dos colorimetros foto-elétricos (LEITZ,
KLETT-SUMMERSON etc.), permite, como veremos, a dosagem com amcstras
pequenas do sangue, a sua realizacdo em tempo curto (2 minutos em média
desde a pipetagem a leitura no colorimetro), como também se pode deixar
para prcceder a leitura algumas horas depois de preparada a solucio.

O fator pessoal, motivado pelos graus diversos de sensibilidade a inten-

sidade luminosa, érro inerente a todos colorimetros de comparacao visual, é
abolido ncs colorimetros foto-elétricos.

Técnica: 20 milimetros citbicos de sangue sdo aspirados em pipeta es-
pecialmente calibrada, colocados em tubo de hemdlise contendo 1,98 cm3 de
agua destilada alcalinisada pelo carbonato de sédio a 1°/00 ou aménia a 4°/o00
quandc se usa o espectrofotometro de PurLFricH. Empregando o colorimetro
foto-elétrico de LEITZ a quantidade de solucdo alcalizada é 4 c¢cm3. Aspirado

¢ sangue, limpa-se com papel de filtro a parte exterior da pipeta e taz-se a
solucao.

-t

Detalhe importante a ser observado é o referente a sangues apresentan-
do grandes leucccitoses ocu causas que tornem turva a solugdo. Deve-se, en-~
tao, centrifugar 5 a 10 minutos a 2 000 rotacdes antes de proceder a leitura.

A técnica de dosagem pelo espectofotéometro de PULFRICH é uma mo-
dificacdo do processo de HEILMEYER (2), a qual consistiu na substituicao da
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lampada a vapor de mercirio (HAGEPHOT) pela i%mpada fotométrica e em-
prégo de agua destilada como substdncia de comparagio. O aparelho foi
padronizado pela determinagdo do ferro hematico pelo processo de WONG
(3), sabendo-se que em 1 grama de hemoglobina ha 3,35 mg de ferro.

Toma-se a solu¢do de hemoglobina preparada como acima esta descrito
e coloca-se em cuba de 2,5 mm de espessura e compara-se com agua desti-
lada. A leitura é feita com o filtro S 57. Na pratica, basta multiplicar o valor
numérico da extingdo (escala em vermelho do tambor do aparélho) pela cons-
tante 25 obtida no estabelecimento da curva de hemoglobina. Assim, por
exemplo, sendo a leitura 0,50, o resultado final sera 0.50 X 25 = 12.504g
em 100 cm3 de sangue. Este método tem o limite de érro de = 0.50 gr.

O colorimento foto-elétrico de LEiTz Mass e o de KLETT-SUMMERSON
vém acompanhados de uma tabela com a quantidade de hemoglobina corres-
pondente as diversas extin¢gdes. O aparelho que usamos é de escala log=rit-
mica e foi padronizado pelo espectrofotometro de PULFRICH encontrando-se
valores praticamente idénticos. O filtro usado é o filtro verde (F 401). A
curva de érro deste método é de = 0.525, significando que uma variagao de
mais ou menos meia grama pode ccrrer por conta do érro do método.

Chamamos a atencdo para um detalhe técnico de grande importancia
quando se dosa hemoglobina de sangue anémico ou policitémico: todo apa-
relho de comparacido de co6r tem uma precisio maior em uma regido média
de leitura, devendo-se evitar as regides extremas o que se consegue aumen-
tando a quantidade da amostra de sangue em casos de anemia e diminuindo
nos de policitemia. No espectrofotémetro de PuLrriCcH para dosagem de Hb
aconselha-se ler entre as extin¢des de 0,30 a 0,60. No colorimetro de LEITZ-
MaAss com escala logaritimica a leitura aconselhavel é entre 75 ¢ 90 de ab-

sorcao.
HEMOGILOBINA POR CENTO E HEMOGLOBINA EM GRAMAS

WINTROBE (4) em seu moderno tratado de Hematologia refere-se a ésse

tema de modo bem explicite.

b 4

A apresentacido de resultado em “por cento’ tem tdda sorte de incon-

venientes:

a) dosagem de hemoglobina de animais normais do mesmo sexo dis-
tribui-se, como todo fendmeno bioldgico, numa aproximada curva de GAuss.
A rigor, nao se pode considerar os valores extremos dessa curva como anor-

LY
F
-

mais e, assim, tomar a média dos resultados como cifra ncrmal (100%) &
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maneira empirica de simplificar indevidamente a questiao. O valor médio
normal em gramas devera ser sempre acompanhado da medida de dispersao
da curva (desvio padrdo) e um resultado s6 podera ser considerado anormal
caso se apresente trés vézes éste desvio padrao;

b) A hemoglobina normal difere, em alguns animais, com o sexo e a
idade; e

¢) O ntmero tomado como 100% varia com os autores (13.8 até 21.0)
em virtude do emprégo de métodos diversos como padrao.

O método mais preciso para dosagem de hemoglcbina é aquéle que de-
termina o poder combinatério de oxigénio do sangue. A rigor, a hemoglo-
bina deveria ser sempre indicada por volumes por cento dessa capacidade
combinatéria. Como seria de pouco valor pratico os hematologistas moder-
nos preferiram aceitar o trabalho de HUEFNER, 1 894 (4) observando que
1 grama de hemoglobina combina-se com 1,338 cm3 de oxigénio em condi-
coes normais de temperatura e pressdo. Pela dificuldade de se obter uma
hemoglobina estavel e pura esta observagdo ndo foi ainda confirmada, mas
nio ha nenhum inconveniente em tomar ésse dado como correto para fins
de padronizacio. Por esses motivos foi aconselhado exprimir os resultados

de hemoglobina em grama por 100 cm3 de sangue.

Hematocrito: Para obtermos a relacdo entre o plasma e os glébulos,
usamos o micro hematécrito de VAN ALLEN, (5) o tnico que permite o em-
prégo de pequenas quantidades de sangue. O liquido diluidor empregado é

solucido de oxalato de sodio a 1.3%. Aspira-se o sangue até a marca 100
do aparelho e a seguir a solucdo de oxalatc até aproximadamente 2/3 da

ampola. Coloca-se o clipe, centrifuga-se, a seguir, a 3.500 rotacoes durante
30 minutos. A centrifugacdo deve ser completa, o tempo a se empregar va-
riando na proporcdo inversa do didmetro médio da hemaétia. A hematia do
cao, como a do homem, bastam 30 minutos, enquanto que as hematias de
carneiro ou cabra requerem cérca de 45 minutos. Um minimo de 2 hemato6-
critos deve ser feito para cada amostra de sangue. Um detalhe importante
a ser cbservado refere-se a condi¢iao de estabilidade do liquido diluidor: uma
maior ou menor concentracio de oxalato reflete-se sdobre o volume de hema-
tia. Sabe-se que a hematia funciona como um sensivel osmémetro, sofrendo
o seu volume aprecidveis variagdes com pequenas mudangas de concentragao
da solucdo que a envolve. Assim, o cxalato deve ser cuidadosamente séco e
pesado e a solucdo guardada em frasco com rdlha de esmeril. Convém néao
usar mais de uma semana a solucdo oxalatada: por isso é aconselhavel pre-
parar pequenas porcdes de cada vez. Havendo cuidado no preparo e con-



616 Memorias do Instituto Oswaldo Cruz 42, (3) 1945

-

servacao dessa solucdo é a determinacdo do hematécritc uma das medidas
hematolégicas de menor probabilidade de érro.

O hematdcrito também permite um contrdle grosseiro do nimero de leu-
cccitos: uma divisdo corresponde “grosso modo’ a 15 000 leucocitos por mm3.
Em casos de leucocitose esta medida é muito 1til para o controle da conta-
gem dos glébulos brancos na camara de Neubauer.

-~

Tratando-se de sanque sabidamente leucémico é conveniente fazer a di-
luicao na solucao de oxalato, deixar sedimentar durante 15 a 30 minutos e
depois entao centrifugar. Obtém-se, assim, uma mais nitida separacdo entre
as camadas de hematias e leucocitos.

Uma impressdo grosseira da quantidade de leucocitos pode ser obtida
deixando sedimentar a garrafinha com sangue cxalatado durante 1 hora. A

cexpressura da camada de leucocitos é diretamente proporcional ao nimero
desses elementos.

Quando se trabalha com quantidade maiores de sangue uma precisio
ainda maior é obtida usando-se o hematécrito de WINTRCBE (6).

Nao ha necessidade de liquido diluidor. Coloca-se o sangue oxalatado
na aparelho até a marca 10 e centrifuga-se 30 minutos a 3.500 rotacdes.

Para quantidades grandes de sangue devem ser usados tubos de centri-
fugagao de capacidade de 20 c¢cm3 especialmente graduados para essa deter-
minagdo. N&do ha necessidade de liquido diluidor, colocando-se o sangue
oxalatado até a marca 10 ou 20 e centrifugando-se 30 minutos a 3 500 rota-
¢des por minuto. Deve-se usar também 2 tubos para cada sangue, o mesmo
sendo aconselhado trabalhando com o hematocrito de WINTROBE.,

CARACTERES DA HEMATIA (Indices Qualitativos da Hematia)

Sabendo-se o volume e o conteiido de hemoglobina de determinado nii-
mero de hematias pode-se obter o volume médio e a quantidade média de he-
moglobina de uma hematia. A relacdo entre éstes dois dados nos dara a con-
centracdo de hemoglobina em relacdo aos outros constituintes da hematia.

A obtencao dessas medidas tem uma dupla e importante finalidade: con-
trole das determinag¢des hematolégicas referentes a série vermelha (numera-
cao de hematias, dosagem de hemoglobina e determinacdo do hematocrito) e
informac¢des muito uteis sébre o tipo de uma anemia, dado éste que fernece

indica¢des sébre sua etiologia e tratamento.

Das determinag¢des hematolégicas a que apresenta maiores probabilida-
des de erro é, sem divida, a contagem de hematias. Varias sdo as causas de
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érro que influem na obtencdo désses dado: a distribuicio das hematias na
amostra de sangue utilizada, a pipetagem, a agitacdo e distribuicio na pipe-
ta de THOMA, a distribuicdo na cAmara de NEUBAUER.

O niimero de hematias contadas na camara tem grande importancia para
a precisao da medida. Para 500 hematias o érro padrao desta medida é = 4%:;
para 1 000 células = 3.2%; para 2 000 — 2.3%; para 4 000 — 1.6% e,
finalmente para 8 000 — 1.1%. (7) Na pratica tanto para uso clinico como
para pesquisas hematologicas é habito contar-se unicamente 500 hematias.
Por conseguinte, valores significativos devem ser maiores trés vezes o érro
padrdao. Assim, para uma contagem de cinco milhdes de hematias por mm3
s6 resultades de = 500 000 por mm3 podem ser considerados significativos.
Quando se deseja medida exata um niimero maior de hematias deve ser con-
tado, (acima de 1 000) e a distribuicio em cada quadricula observada de
maneira que se possa verificar pela comparagcao entre a curva de distribui-
cao déstes dados e a curva tedrica de GAuss.

Caso repetidas determinagdes revelem que de fato as caracteristicas das
hematias se encontram modificadas pcderemos com estes dados classificar
algumas discrasias sanguineas.

Em anemias ferro-carenciais as hematias apresentam um volume e con-
teido de hemoglobina menores que o normal. Esta ultima de modo mais
acentuado, o que vem significar uma concentracidc hemoglobinica abaixo do
normal. A diminui¢do désses valores tende para um determinado nivel o qual
caracteriza os graus mais avangados de microcitose a hipocromia encontrados
nas anemia ferrc-privas.

No homem em casos de anemia perniciosa o volume e conteitdo de he-
moglobina acham-se acima do normal. Como esses aumentos guardam a

mesma proporgao entre si a concentracao hemoglobinica permanece normal
nestes casos.

Em muitos discrasias do sangue humano tiveram ésses dados aplicacio
pratica, como nas anemias da malaria, sprue, ictericia hemolitica, hemorragias
agudas, etc.

Observagdes peridédicas désses valores caracteristicos da hematia média
durante o decurso do tratamento nos permite acompanhar a progressiva nor-
malizagdo do sangue e assim controlar a poténcia dos preparados ou suas
doses adequadas.

Contagem de reticulocitos: Dcs métodos descritos para contagem de
reticulocitos o mais pratico e também o mais preciso é aquéle que aconselha
observar a fresco sangue misturado ao azul brilhante cresil. Prepara-se bri-
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lhante cresil pulverisando em gral 0.2 g do corante e dissolvendo em 100 ¢m3
de uma solucido de cloreto de sédio a 0.69%: .

Obtem-se, assim, uma solucao final praticamente isotdénica com o plasma,
de importancia fundamental neste método. A solucdoc deve ser duas vézes
filtrada e guardada em vidro bem fechado para evitar evaporacdo e conse-
giiénte mudanca de tonicidade. Mistura-se esta solu¢do a sangue em partes
iguais em tubo de hemodlise ou coloca-se e mistura-se diretamente uma gota
de cada entre lamina e laminula. Observa-se ao microscépio com lente de
imersao, notando-se a relacdo entre hematias com substancias reticulo fila-
mentosa e as demais. E’ suficiente contar 500 a 1 000 hematias. Como ge-

ralmente a determinagdo de reticulocitos ndo é sempre acompanhada da nu-
meracao de hematias usa-se expressar o resultado em por cento.

Medida da resisténcia globular: A medida da resisténcia globular é de
importancia em estudos experimentais.

O métcdo classico de SANFORD é pouco preciso, sendo aconselhavel o
método de HUNTER (8) que consiste no seguinte:

Toma-se uma série de tubos cada um contendo solucdo de cloréto de
s6dio de concentracdes diferentes (0.50, 0.46, 0.42, 0.38% etc.) e um con-
tendo agua distilada. Coloca-se em cada tubo a mesma quantidade de sangue
agita-se suavemente para uma perfeita mistura e decorridos 5 minutos cen-
trifuga-se, devemos chamar a atencdo de que o fenomeno da hemélise "in vi-
tro’ se processa com extrema rapidez, sendo desnecessario, portanto, esperar
um tempo mais longo para a leitura. O sobrenadante é transferido para as
cubas do colorimetro foto-elétrico e procedida a leitura. Toma-se a leitura

do tubo de agua destilada como 100% e sobre éste resultado calcula-se a per-
centagem de hemodlise dos demais tubos. Constrci-se uma curva tendo como
abcissa a percentagem de hemodlise e como ordenada as concentrag¢des das so-

Jucdes de cloreto de sédio. Trabalhando-se com o colorimetro foto-elétrico de
LeiTz-MAss obtem-se bons resultados empregando-se 0,02 ¢cm3 de sangue e

4 c¢cm3 de liquido em cada tubo. No cdo normal a hemdlise se inicia nas solu-
cdes 0,48% de cloreto de sdédio e é completa entre 0,30% . Diminuindo-se a
quantidade de liquido diluidor para 2cm3 pode-se proceder as leituras no es-
pectrofotometro de PULFRICH e construir a curva de hemdlise da maneira ja
indicada.

Dois detalhes técnicos siao de grande importadncia nessa determinagao:
oxigenacdo do sangue e emprégo de amostra recentemente colhida. Com efei-
to, WHITHY & HYNES (9) obtiveram curvas extremamente diversas traba-
lhando com sangue vencso, arterial cu saturado de diéxido de carbono.
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Na pratica obtém-se uma suficiente e rapida oxigenacdo do sangue agi-
tando o recipiente ao ar durante 2 a 5 minutos. Deve-se trabalhar com amos-
tras recentemente colhidas pois uma ligeira hemélise ja é observada decor-
ridas 24 a 48 horas, mesmo conservando o material na geladeira. Com estas
precauc¢des evitam~se erros grosseiros.

Microscopia do esfregaco: Sangue para esfregaco convém ser retirado
diretamente de um corte da orelha. Os esfregagos sdo fixados pelo alcool me-
tilico 5 minutos e corados por uma solucdo de Giemsa 1 géta por cm3 duran-
te 30 minutos. O corante de Giesma deve ser preparado no laboratério uma
vez que em solucido é pouco estavel. Toma-se 0.5 do pé séco tritura-se em
gral com 33 cm3 de glicerina e leva-se a estufa a 55-60.° onde se deixa du-
rante 2 horas para se obter a completa dissolugdo. A permanéncia na estufa
é indispensavel. Juntar depcis 33 cm3 de alcool metilico. Desta solucéo final
usar uma gota em 1 cm3 de agua destilada neutra. A agua usada para a so-
lucio deve ser neutra ou ligeiramente alcalina. Nesse sentido a dgua da tor-
neira é preferivel a 4gua destilada nio verificada quanto ao pH. A contagem
de normoblastos e hematias com restos nucleares é feita em relacao as outras
hematias, tendo o cuidado de examinar diferentes regides da lamina pois
quase tddas células do sangue tem uma tendéncia a se localizar em determi-
nadas zonas do esfregaco.

Diametro médio da hematia: O didmetro médio da hematia é determi-
nado pelo eritrocitémetro de Bock, aparelho cuja construgdo é baseada na di-
fracio que sofre um feixe de luz ao atravessar um filme contendo numerosas
particulas (10 e 11). Nao é aparelho de precisdo porém fornece uma indica-
cdo pratica e rapida de tendéncia & aumento ou diminuicdo do didmetro mé-
dio da hematia. Em clinica humana uma leitura acima de 7,8 (nameros em
vermelho da escala do aparélho) indica com segurancga tratar-se de caso apre-
sentando macrocitose, meio 1til de orientacdo clinica quanto ao diagnéstico
de anemia perniciosa de BIERMER.

DETERMINACAO DO VOLUME DE PLAQUETAS

Os métodos que recomendam contagem de plaquetas pela observagdo di-
reta das mesmas tanto a fresco como depois de coradas, sdo penosos de se
executar com a necessaria precisdo. Ao contrario, a determina¢do do volume
de plaquetas em 100 cm3 de sangue descrito por VAN ALLEN (12) constitui
método pratico.

As limitacdes a éste tltimo método referem-se a que o volume individuai
de cada plaqueta varia nas diversas discrasias sanguineas e nos diferentes
animais e a impossibilidade de se obter tédas as plaquetas por centrifugagdo
fracionada.
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A primeira objegao tem pouco valer quando se trata de experiéncias si-

milares em uma mesma espécie animal.

Com efeito, quando se provoca trombocitopenia, interessa é acompanhar
a diminui¢do gradativa até o seu desaparecimento pratico da circulacdo. To-
mando-se as precau¢Bes que serdo assinaladas, temos consequido a separa-
¢ao das plaquetas de maneira praticamente satisfatéria, indicada pela cons-
tancia dos resultados, quando verificado o volume désses elementos no mesmo

animal em diferentes dias.

METtopo. E’ a modificagdo de TocaNTINS {13) ao primitivo método de
VAN ALLEN. Tomam-se 6 cm3 de uma solucdo a 3,8% de citrato de sédio
adicionada de 0,1 cm3 de formol a 40% numa seringa com émbolo de metal,
punciona-se a veia e aspiram-se 4 cm3 de sangue. Agita-se para tornar ho-
mogénea a mistura e coloca-se o liquido imediatamente depois em tubo de
centrifugagao parafinado. Centrifuga-se para separar as hematias e leuco-

»

citos das plaquétas. Esta operacdo é a mais delicada do método. Tendo a
centrifugacao a finalidade unica de separar as hematias e leucocitos, ela deve
ser feita em tempo variavel com o didmetro do tubo e o hematocrito do sangue.
Sangue normal (com hematocrito em térno de 40% ) em tubo de 2,5 cm de
diametro a centrifugacdo necessaria é de 1 500 rota¢des por minuto de 2 a
3 minutos. E’ aconselhavel verificar depois de 1 minuto de centrifugacio se
esta ja foi suficiente, deixando-se mais 14 a 1 minuto no caso contrario. Con-
sidera-se o 6timo de centrifugagdo aquéle tempo suficiente para que haja de-
posicao de hematias e leucocitos permanecendo ligeiramente roseo o sobrena-
dante pela presenca de algumas hematias. Uma das criticas ao método é que
grande numero de plaquetas na primeira centrifugacio deposita-se na cimara
inferior. Entretanto, isto s6 se da em centrifuga¢des excessivas quando a
camara superior se apresenta clara, praticamente ja sem hematias. Nio sé
servem estas hematias sobrenadantes como indicadoras do ponto suficiente
de centrifugacdo como também servem, no sequndo tempo, para formar fundo
no trembocitocrito, facilitando dessa forma a leitura da camara de plaquetas.
A seguir aspiram-se 5 ¢cm3 do sobrenadante com pipeta parafinada e colo-
cam-se no trombocitocrito. Centrifuga-se a 3 500 — 4 000 rctagdes 1 14
horas. Com 5 minutos de centrifugagdo obtem-se ja uma nitida separacio
entre as camadas de hematias e plaquetas e tém-se a “grosso modo” uma im-
pressao do resultado que serad obtido. A leitura é diretamente feita na escala
do tubo capilar do trombocitocrito. Cada intervalo corresponde a 0.05 de cm3.
O resultado sera dividido por 2 (visto que em 5cm3 do sobrenadante existem
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as plaquetas de 2 cm3 de sangue) e expresso em décimos de centimetro
ciibico por 100 cm3 de sangue. Assim se a leitura foi de 50 (ou sejam 10

0.50 cm3
tracos do tubo capilar) o resultado sera - ou sejam 0.25 cm3 por

2

100 cm3 de sangue.

VOLUME DE SANGUE: A técnica usada é a de HEILMEYER (14), empre-
gando vermelho vital em vez de vermelho congo.

Com uma agulha de 30 X 12 punciona-se a jugular, retirando-se 10cm3
de sanque em seringa perfeitamente séca; conserva-se a agulha na veia e in-
jeta-se uma determinada quantidade de solucdo de corante dissolvida em séro
fisiolégico a 8.5°/o0 de sorte a perfazer volume idéntico ao da amostra de san-

que retirada. A quantidade de vermelho vital a empregar depende do péso
do cdo. A solucio é de 1% de vermelho vital em agua destilada. Caes até
5 quilos 2 cm3, de 5 a 10 quilos 3 cm3; de 10 a 15, 4 cm3 e de 15 a 20,
5 cm3. Deve-se ter o cuidado de injetar lentamente téda a quantidade do
corante levando-se a seringa 2 a 3 vézes com o sangue do animal. Coloca-
se na agulha deixada na veia um mandaril perfeitamente justo a sua luz. De-
corridos 5 minutos contados do inicio da injegdo, retira-se o mandaril co-
lhendo-se 4 cm3 de sangue. Ambas as por¢des do sangue sdo colocadas em
garrafas contendo oxalato em pé. A primeira por¢do de sangue é separada
em duas partes: 1 cm3 para determinagio de 4 micro hematécritos de VAN
ALLEN e os 9 cm3 restantes siao centrifugados e retirada téda quantidade de
plasma possivel que devera estar claro sem qualquer trago de hemdlise,
1.8 cm3 de plasma mistura-se a 0,2 cm3 de uma solugdo de vermelho vital
a 0.1% (solucdo padrio). Com comparagdo prepara-se uma solucdo de 1.8
de plasma e 0.2 de agua destilada. Lé-se a extingdo entre duas solucdes co-
locadas em cuba de 2,5 mm com filtro 6(S50) no espectrofotometro de PuL-
FrICH. Chamaremos a extincdo desta primeira leitura E;. Com o plasma res-
tante completa-se uma cuba de 2,5 mm. A 2.* amostra de sangue é centritu-
gada e o plasma corado retirado o mais completamente possivel e colocado
em cuba de 2.5 mm. A 2.2 leitura é feita comparando-se esta cuba contendo
o plasma normal. A extingido desta 2.* leitura chamaremos Ex. O calculo é

feito pela férmula abaixo:

EK X V x 100
Vol. total de plasma (cm3) = sendo V o niumero de

E,

cm3 da sol. de vermelho vital injetada no animal. Volume total de sanguc
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100 |
(cm3) = Plasma total (cm3) X . Um dado que serve

100 — Hematocrito

para controlar “a grosso modo’ o resultado do volume de sangue ¢é a relagao

ST ( litros) X 100

O valor numérico deve ser 10 = 2. aconselhando-se o

Peso corpo (quilos)

abandono de resultados diferentes désses valores.

V 4

Como a base do método é a comparagdo da extingdo do plasma antes e
depois de injetado o corante. pode-se repetir a determinacdo mesmo que se
nao tenha eliminado completamente o corante da circulagao.

Em cies normais com o plasma claro a determinacdo de contrdle da mis-
tura déste plasma a uma quantidade fixa do corante pode ser evitada, pois
¢ praticamente igual em todos os cides. Com as condi¢des acima referidas essa
extincdo é iqual a 0,56. Evitando-se essa operacdo, tem-se a vantagem de
retirar 4 cm3 de sangue na colheita da primeira amostra, o que equivale a
importante economia de sangue do animal quando se tem de repetir varias

vézes éste tipo de determinacgao.

Em cdes anémicos, por conseqiiéncia de hematdcrito baixo, as quanti-
dades de sangue retiradas antes e depois de injetado o corante podem ser di-
minuidas para 2 cm3 cada amostra em vista do maior rendimento do plasma.

Um detalhe importante nesta determinagdo consiste em deixar a agulha
com um mandril perfeitamente ajustado no tempo que decorre entre a co-
lheita das duas amostras de sangue. Assim se evita puncionar repetidas vézes

a veia e eventua atraso na colheita da segunda amostra.

COR DO PLASMA: Empregamos a técnica de HEILMEYER (15).

O plasma proveniente de sangue retirado em jejum é colocado em cuba
de 10 mm de espessura para sangues normais e em espessuras mais reduzi-
das (5 a lmm) para plasma ictéricos. Usa-se o fitro azul (S 47) tomando
aqua destilada como liquido de compensa¢do. O calculo é o seguinte: multi-
plica-se a exting¢do encontrada por 10 e divide-se pela espessura da cuba em-
pregada (mm). A cér do séro varia paralelamente 4 taxa de bilirubina.
Sua determinacdo nos da, pois, um valor relativo muito util quanto ao con-
tetdo de bilirubina no plasma.
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DETERMINAGAO DOS ELEMENTOS DA SERIE BRANCA: Dilue-se o sangue a
I para 20 em pipeta de THOMA especialmente calibrada para essa contagem,
usando-se como liquido diluidor uma solucido a 5 % de acido acético em agua
destilada, a qual se pode adicionar 2 cm3 de solucdo a 0.5% de azul de to-
luidina ou azul de metileno para tornar mais aparentes os niicleos dos leu-
cocitos. Agita-se demoradamente e coloca-se na camara de NEupauer. Con-
tam-se os quatro quadrados laterais de 1 mm2 de superficie contendo 16 qua-

dradinhos. Na pratica é suficiente tirar a média do ntimero de leucdcitos em
cada quadrado e multiplicar por duzentos.

Tira--se a média de leucécitos por quadrado de 1 mm? de superficie, mul-
tiplica-se por 10 para se obter milimetro ciibico. Tratando-se de acentuada
leucopenia ou leucocitése elevada (leucemias, por ex.), faz-se uma diluicdo
menor ou maior utilizando as subdivisdes apresentadas no capilar da pipeta.
Um controle dessa determinagdo pode ser feita por meio do hematdcrito, como
ja referimos ao falar sdbre éstes aparelhos.

RESULTADOS

Em 135 caes adultos (100 machos e 35 fémeas) foi determinado o nii-
mero de hematias, o hematécrito e dosada hemoglobina e desses resultados
calculados os indices qualitativos médios da hematia. Os dados obtidos estio
reunidos na tabela 1 em que estio assinalados os valores médios, o desvio

padrdo e o desvio padrdo da média do grupo de animais machos, do grupo
de fémeas e do grupo combinado. Nenhuma diferenca estatisticamente sig-
nificativa foi observada em relacio ao sexo, confirmando assim as verifica-
cdes de varios outros autores. '

TABELA 1
MACHOS FEMEAS GRUPO COMBINADO
M+ P. Sigma, M+D. P. Sigma M+D. P. Sigma,
Hematias (milhdes por mm3)...... 5.7+ .061 .615 5.8+ .103 .612 5.7+ .053 .620
Hemoglobina (g/100 em3 sangue)...| 12.60+ .128 1.28 12.60+ .244 1.42 12.604+ .108 1.26
Hematéerito (9,)....... .. ... ... .. 42 + . 560 5.60 42+ ,950 5.70 42+ .485 5.65
Indice de volume 3 ....... ... . 74 +.310 3.10 74 4+ .646 3.88 74+ .344 4.00
Indice de Hemoglobina (yy)....... 22+ .119 1.19 22+ .169 1.00 22+ .101 1.17
Indice de saturacio (%)........ . . 30+ .185 1.85 31+ .342 2.42 30+ .162 1.88
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Na tabela 2 estao reunidos cs valores encontrados por varios autores,
observando-se valores médios ligeiramente inferiores aos assinalados pela maio-
ria dos pesquisadores.

TABELA 2
NUMERO HEMATIAS |[HEMOGLOBINA| HEMATO- INDICE INDICE iNDICE
AUTOR (g/100 cm3 CRITO VOLUME HEMOGLO- | SATURACAO

ANIMAIS (106/mm3) sanyzue) (%) (3) BINA (YY) (9,)
] |
Dawson (16).................. 15 7.22 11.9 — — 26.0 —
Musser & Krumbhaar (17)..... 47 5.97 15.5 — — — —
Stucky & Rose (18)........... 12 — 15.0 — — — —
Powers & Al (19)............. 25 7.00 15.8 45.2 64.5 23.6 35.0
Mayerson (20)................ 60 6.49 13.0 38.6 59.3 20.0 34.3
Leichsenring & Al, (21)........ 32 7.17 14.1 47.7 66.5 19.7 29.6
Asley & Guest (22)............ 50 6.87 16.0 45.6 66.6 23.6 39.4
Wintrobe & Al (23)........... 54 7.02 14.6 47.3 67.6 21.2 31.4
Morris & AL, (24)............. 31 6.20 15.1 — — 24.3 —
Bruner & Wakerlin (25)..... .. 34 6.45 13.5 44 .2 68.9 21.3 30.7
Crandall & Al. (26)........... 25 6.20 12.9 — 71.3 20.9 —
Landsberg 27).............. .. 66 6.27 13.9 44 .2 70.5 21.8 32.3
Van Loon & Clark (28)........ 81 6.20 14.5 45.6 73.4 23.7 32.3
Tocantins (29)................ 53 6.13 — — — — —
Castrodale & Al. 30).......... 12 6.47 13.5 — — ~— —
Kohanawa (31)................ 12 6.2 —- —- — — —
Whipple & Al. (32, 33 e 34)x.... 27 5.8 15.8 44.0 76.0 27.0 36.0
Presente trabalho............ .. 135 5.7 12.6 42.0 74.0 22.0 30.0

——_H

x Médias dos valores citados nos trabalhos consultados.

Na tabela 3 foram reunidos dados obtidos na determinacdc do volume
total de sangque de 42 caes, usando-se o método de coloragdo do plasma. O
volume total de sangue variou entre 10.3% = 3.3 do péso corpéreo; a he-
moglobina circulante entre 10.7% =+ 3.2 e o volume total de plasma entre
5.99% =+ 1.8 ambos ésses resultados também em relagdo ao péso do corpo.

Em 100 caes o numero de leucécitos foi de 12.200 = 7.000 por mm3; o
diametro médio da hematia pelo eritrocitometro de Bock foi de 6.9 = 0.4 e
a percentagem de reticulocitos variou entre 0.1 e 1.5%.

O volume de plaquetas determinado em 42 cées foi de 0.60 = 0.35 cm3
por 100 ¢cm3 de sangue.



TABELA 3

PESO HEMATO- HEMOGLOBINA VOLUME VOL. SANGUE | HEMOGLOBINA RELACAO RELA CAO RELA CAO
N.c SEXO DO (EO)RPO C(]g'l;o DO PLASMA TOTAL CIRCULANTE V. P. V. T. Hb. Cire.
S 0 - T
(2100 cm3) (cm3) (cm3d) (2) PESO PRS0 P30

110 M. 11.5 48 1
71 M. 5.5 48 12232 332 238 1g§ 55 5 E Y
29 M. 5.5 38 11.75 414 666 70 0 > TR
20 M. 6.5 36 10.75 430 671 65 .o o e
12 F. 9.0 36 11.25 562 829 85 62 TR W
10 M. 8.7 34 10.75 666 1010 08 °5 1 15
82 M, 5.3 41 12.00 959 455 48 A 5l e
79 F. 3.8 38 11.00 290 355 35 - o 5o
80 F. 6.3 58 15.50 311 740 96 e 22 5 g
89 M. 3.6 35 10.50 249 383 36 e o e
98 M. 7.0 44 13.00 206 530 60 &3 1.8 e
76 F. 4.5 35 10.25 345 515 48 b i oo
86 F. 6.1 35 10.00 374 575 52 o e s
100 M. 9.5 43 13.00 545 960 57 01 16
182 M. 8.7 41 12.00 510 865 Iég g'g 18'3 15'6
3 F. 10.0 34 10. 50 ‘ ‘ 10.5
104 F. 7.2 49 15.00 ggg 332 gg 02 o9 >
105 M. 9.5 42 12.00 600 1020 02 29 123
116 M ae 42 12.00 600 020 108 6.2 10.1 11.3
121 F. 10.5 38 12.00 460 740 33 o >0 g
125 M. 4.6 38 11.75 295 475 e [ o
126 M. 6.4 48 14.00 362 700 35 57 110 133
154 M. 11.4 36 10.75 740 1154 1?3 o1 101 o2
251 M. 10.5 47 13.25 445 840 7 . e o5
550 M 8o i 1.2 449 9 4.9 8.0 9.2
Sas ¥ . 720 78 4.8 8.9 9.7

. 8.9 34 11.00 620 930
548 M. -1 o 1.0 620 930 94 7.0 10.4 10.5
247 | M. 9.6 43 12100 800 1020 08 32 1076 T
15 F. 5.9 39 11.75 407 668 g o+ 19 e
11 M. 6.0 39 12.00 462 740 79 77 121 13,1
5 Y3 e 4 12.20 462 740 9 7.7 12.1 13.1
999 M. oc p 12.75 382 626 71 7.3 11.9 13.6
553 r ' 0 13.00 450 750 87 5.0 8.2 9.6
254 M. 9.1 50 13.00 495 1 24 o9 2.9
557 M A i 13.90 495 ?98 111 5.4 10.9 12.2
550 M. 107 o3 11.7 304 490 51 6.0 9.4 10.0
255 F. 9.7 45 12.00 670 1220 128 80 36 3.9
558 P 57 o 12.00 670 220 128 6.9 12.6 13.2
253 M. 13.5 50 14.00 700 1400 70 32 04 1276
208 M. 13.3 47 12.75 700 1320 146 35 ‘o8 1t
262 M. 15 i 12.79 700 146 5.3 9.8 11.0
: 1120 117 5.0 9.2 9.7
Média 6.9 %£1.8 1v,8 %+ 33 10.7 %1 3,2

soo160j0jeWAY SOPNISTT O] 2 BANG ‘Znin)
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RESUMO

Os AA. apresentam o resultados das cifras hematicas e cutros dados
hematologicos de cdes adultos, normais e descrevem as varias técnicas em-
pregadas.

e p—  p—

Agradecemos ao Servico de Assisténcia Veterinaria da Prefeitura do
Distrito Federal a remessa de cies para nossos trabalhos.

SUMMARY

The results of study on the blood picture of 135 mature normal mongrels
(100 male and 35 female) are presented.

The values found for the red blood cell are:

MALE GROUP FEMALE GROUP COMBINED GROUPS
M+S. D. Sigma M+S. D. Sigma M+8S. D. Sigma
Ervthrocytes (1085¢.mm).......... 5.7 % .061 .615 5.8+ .103 .612 5.7+ .053 .620
Hemoglobin (em9%)...... 12.60+ .128 1.28 12.60+ .244 1.42 12.60+ .108 1.26
Hematoerit (%). ... voovnnenen.. | 42+ .560 |  5.60 42+.950 | 5.70 42 + . 485 5.65
Volume Index (Meaa corpuscular vo- |
lume) (W3, ... ... .. 74 + . 310 3.10 74 + .646 3.88 74+ .344 4.00
Henioglobin ndex(Mean corpuscular
hemoglobin) (yy)............ 22+ 119 1.19 22+ .169 1.00 22+ .101 1.17
Saturation Index (Mean corpuscular
hemoglobin concentration) (%)... 30+ .1858 1.85 31 +.342 2.42 30+ .162 1.88

~ The blood volume was determined by the dye method in 42 dogs. The
rafio total blood volume/body weight : 10.3% = 3.3; the ratio hemoglogin
body weight : 10.7% = 3.2 and the ratio Plasma volume/body weight
5.9% = 1.8. The mean erythrocyte diameter by Bock's erythrocytometer
69 + (0.4 .micra. The variation of reticulocytes : 0.1 to 1.5%.

$

~ The platelet volume determined by thrombocy tocrit method in 42 dogs:
0.60 = 0.30 c.cm per 100 c.cm.

" The leucocytes in 100 animals : 12.200 := 7.800 per c.mm.

' No difference between the male and female group was veritied in accor-
danhce ‘with observations of other authors.
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