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O FERRO EM BIOLOGIA

Processos colorimétricos para a dosagem desse elemento
Aplicagdo do método de Salomé Pereira a determinagio
do ferro sérico **
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Elemento essencial ao organismo, de larga significacdo biol6-
gica, o ferro desempenha papel de singular relevo, o que de pronto
se demonstra pelo fato de ele fazer parte da molécula da hemoglo-
bina. ScumipT (1) acha que dieta isenta desse metal causa, se nio
imediatamente, um pouco mais tarde, ou na segunda geracio, o apa-
recimento do estado anémico. O estudo das funcGes exercidas por
esse corpo €, pois, de interesse inegavel e alto.

— Numa série brilhantissima de investigagbes que lhe valeram
o prémio Nobel de 10931, Hans Fischer estabeleceu a estrutura de um
grupo de corantes pirrélicos cujo nticleo fundamental é a porfina,
complexo de quatro niticleos de pirrol reunidos por quatro grupos
metina —CH— designados pelas letras a, 3, v, 5.
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As porfirinas dela se derivam pela substitui¢gio dos atomos de
hidrogénio, dos C numerados de 1 a 8, por grupos metila, etila, vinila,
restos de 4cido, etc. A introdugio do Fe *+ na molécula porfiri-

** Comunicado & Sociedade de Biologia de 8. Paulo, em 8-1I-1941,



68 Rev, Fac, Med, Vet, S, Paulo — Vol, 2, fasc. 1, 1041

nica produz corpos cristalisaveis — os hemes — estaveis em pre-
senca do 4dcido acético, decomponiveis pelo dcidos fortes, transforma-
veis, por oxidacio, em sais de hemina. Ao passo que os hemes
facilmente se oxidam, as heminas sio estaveis.

ANsON e Mirsky (2) verificaram, em tecidos variadissimos,
animais e vegetais, a presenca de complexos ferro-porfirinicos, por eles
denominados «heme» e considerados de distribui¢do universal. A he-
moglobina é forma particular de heme.

O tratamento do sangue pelo 4cido acético, em presenca do
cloreto de sédio, a quente, fornece, ao resfriar-se o sistema, cristais

negro-violacios, de hemina — cristais de Teichmann — (3).
HaC T::==CPiCH2 H3C-3 pi CH=CHz2
A
=——————CH ﬁ/
e
HC oy cH
N‘____‘_._—-—""- h""""'----....____ N /fb
——FFFFCH /
¥ ’
6 5
CHz CH3a
QHz CH2

COCH CQOH

A substituicio do CI pelo OH, que os alcalis realizam facil-
mente, transforma a clorhemina em oxihemina. Tratando-se uma solu-
¢do potdssica de clorhemina, pelo dcido acético; lavando-se e secando-
se o precipitado obtido; dissolvendo-se este pela piridina; filtrando-se
a solucio e ajuntando-se & mesma eter de petréleo, conseguir-se-io
belos cristais de oxihemina, a verdadeira hematina (Hans Fischer).

A capacidade, que o sangue possue, de transportar o oxigénio,
deve-se a hematina gracas, provavelmente, a adi¢io do O ao Fe do
complexo, Levar esse gis aos tecidos e as celulas em que baixa
¢ a tensdo desse elemento, é funcio da hemoglobina, que nenhuma
acao catalitica exerce nos fenémenos respiratérios.

Se compararmos a férmula de clorofila « (Hans Fischer) com
a da hematina, notaremos a existéncia de semelhanca notavel, que
revela serem, os mais imporantes pigmentos do reino animal e do
vegetal, modificacbes da mesma estrutura, Para GORTNER (4) essa
estreita relacdo se deve aos processos da evolugio orgdnica; o ni-
cleo fundamental do pigmento anterior modifica-se para poder preen-
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cher as fungdes especiais requeridas pelo reino animal: o magnesio
cede logar ao ferro, que vem exercer as func¢des de transportador de
oxigénio; o fitol € substituido por um residuo proteico originado,
possivelmente, dos amino-icidos fornecidos pelos alimentos, visto os
animais ndo serem capazes de efetuar a sintese do referido alcool.

———= CH=CH2 HsC 77 C2Hs

CH

l"ljg'CQOOOC COOCH3

Nessa ordem de idéias, é digna de mencido a espirografishemina,
de WaArRBURG ¢ NEGELEIN. Em certos vermes (Spirographis) cujo san-
gue ¢ corado de verde por um pigmento ferrifero — a clorocruorina
— esses pesquizadores encontraram uma hemina que apreser§a um
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grupo C—=O0 alem de dois carboxilos. Esse corpo ¢é visinho da

clorofila & que difere da a por apresentar, na posi¢io 3, um grupo
formila em logar de metila.
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— Digno de nota é o efeito catalitico do ferro na sintese da
clorofila, tdo bem demonstrado pelas belissimas experiéncias de Oppo
e Porracct (5) (6). A essa agio do ferro em relagio ao pigmento
verde dos vegetais, deve-se acrescentar a do cobre, na formacio da
hemoglobina, Ao considerarmos a existencia de pigmentos cuprife-
ros — as hemocianinas — em moluscos, em crusticeos, em arachnideos;
a presenca do manganés na pinaglobulina (Pinna squamosa); a do
vaniddio no sangue de certos ascidios, notaremos de pronto que hi
relagdes estreitissimas entre os pigmentos porfirinicos encontrados nos
animais e nos vegetais,

Em virias espécies, a influéncia do cobre na formac¢do da hemo-
globina ji se acha bem estabelecida (7). ScHULTZE e colaboradores (8)
verificaram que ratos anémicos se apresentam notavelmente despro-
vidos desse metal, e que a adi¢io de ferro e de cobre & dieta durante
um periodo de sete dias determina baixa reten¢do do tltimo — cerca
de 59 apenas — se bem que se dé mdxima formacdo de hemoglobina.
Os mesmos pesquizadores mostraram que, nos porcos, a anemia pode
originar-se apenas da deficiéncia de ferro, e que, no caso de haver
reserva corporal de cobre, o estado anémico se melhora pela simples
adicdo de ferro aos alimentos. Se houver, ao mesmo tempo, «de-
ficit» de cobre, porem, alimentagio rica dé ferro somente, nio corrige
a anormalidade.

Os trabalhos de UNDERwooOD e ELVEHJEM (9) mostraram que
o ferro, o cobre e o manganés sdo os finicos elementos minerais que
se devem ajuntar a dieta ldctea para que os ratos se desenvolvam nor-
malmente, e que o cobalto, corpo que geralmente contamina os sais
de ferro, ndo exerce influéncia perceptivel no tratamento da anemia
lictea desses animais, De acordo com esses investigadores, as exi-
géncias diarias do rato, em quanto ao cobalto, devem ser inferiores a
0.6 de micrograma.

— A hemosiderina, que se encontra em certas células do fi-
gado, do bago e dos rins, e que parece ser hidrato de ferro coloidal,
provem, sem diivida, da destruicdo da hemoglobina e constitue im-
portante fonte endégena de ferro. Cook (10), que a isolou dos te-
cidos, mostrou que ela encerra pequena quantidade de um pigmento
amarelo-escuro e um composto do ferro que, analisado, revelou ser
formado de 55 9o de Fe, de 12,50 de H, de 270 de O e de tragos
— impurezas, provavelmente — de carbono e de azoto.

A presenca de proteinatos de ferro tem sido assinalada por
virios investigadores, Assim, HAMMARSTEN € BUNGE isolaram cor-
pos dessa natureza, do pancreas do boi e da gema do ovo. O ferro
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no embrido da cevada, acha-se sob forma de nucleina. PETIT, que
isolou essa nucleina, diz que nela hd 1,19 de P e 0.1950, de Fe.
Do Rumex obtusifolius, por meio do alcool cloridrico, TARBOURIECH €
SAGET extrairam um composto orgénico ferruginoso em que ha 6.36 %o
de ferro, A existéncia de fosfo-proteinatos de ferro pode ser ex-
plicada pela combinacio dos grupos fosféricos com o ferro ionisavel
que, nesses compostos, ndo se encontra dissimulado.

— O estudo da significagio do ferro na célula viva foi em-
preendido em WARBURG (11) para quem esse elemento desempenha
no protoplasma, o papel de catalisador, gracas a capacidade de facil
oxidag¢io. Em trabalhos posteriores (12), WARBURG mostrou que essa
atividade se deve a um composto tetrapirrélico do ferro, em que -ele
vé o fermento respiratério. WAaRBURG (13) observa que a hematina
se acha presente em células e em tecidos animais e vegetais, de sorte
que pode ser tida por corpo de distribuicio universal, A dife-
renga a assinalar é que nas hemadcias ela se encontra combinada a glo-
bina, aQ passo que nas outras células ela pode estar livre, ou ligada
a corpos diversos.

E’ sabido que o CO exerce agio téxica devido a formagio
do composto «hemoglobina-monéxido de carbono», em que aquele
se prende mais fortemente ao ferro do que o faz o oxigénio. As
experiéncias de HALDANE, em que a morte de ratos se determinou
pela exposicio deles a uma atmosfera de monéxido de carbono, sio
interpretadas por WARBURG no sentido do deslocamento do oxigénio
da molécula da hemoglobina: os animais perecem por falta de oxigé-
nio. No caso de os ratos se transferirem, antes de a morte sobrevir,
para ambiente ricamente oxigenado, sobrevivem, apesar de a hemo-
globina permanecer ligada ao CO, gracas ao grande aumento de oxi-
génio dissolvido no plasma, que acorre as necessidades dos processos
respiratérios dos tecidos. WARBURG observa que essas experiéncias
mostram que o CO ndo afeta a respiracdo celular, mesmo que toda
a hemoglobina se sature desse gds. Dai deriva ele a teoria de que
a enzima responsavel pelo mecanismo da respiragio € a hematina,
ou um derivado dela. WARBURG nota, ainda, que o fermento respi-
ratério apresenta as trés caracteristicas da hemoglobina:

1) reversibilidade da reagdo com o oxigénio e com o moné-
xido de carbono

2)  identidade do coeficiente de distribuigio HIE i

Abco ~ 02 K
desses dois corpos

3) sensibilidade da combinacdo com o mondxido de carbono,
a luz. '
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A diferenca entre a hemoglobina e o fermento respiratério
reside no fato de este agir como catalisador e na impossibilidade
em que aquela se acha, de o fazer. Para WARBURG, as propriedades
desse fermento mais o aproximam da hematina livre do que da he-
moglobina. Sabe-se que a hematina oxida cataliticamente a cisteina,
em meio aquoso, dando cistina, e que o fenémeno ¢é inhibido pelo
monéxido de carbono. A combinacio da hematina com a piridina,
ou com a nicotina, produz catalisadores extremamente poderosos, ca-
pazes de transportar 2.000 moléculas de oxigénio por molécula de he-
monicotina, ou de hemopiridina, para a cisteina. _

WARBURG sugere — e isso resulta das suas pesquisas relativas
a influéncia da luz de diferentes comprimentos de onda sobre a res-
piragdo celular — que o fermento respiratério seja a hematina com-
binada com base ainda ndo definida. Na célula ele ndo se acha em
solucdo, e sim adsorvido a superficie dos componentes s6lidos da mesma.

Esses brilhantissimos estudos de WAaARBURG confirmaram-se por
outros investigadores, e hoje admite-se geralmente que o fermento
respiratério de todas as células seja um derivado da hematina.

STERN (14) mostrou que a catalase — enzima isolada e cris-
talizada por SumNer e DouNce (15) — ¢é um fermento hematinico de
que a porfirina ¢ idéntica 4 do pigmento sanguineo. KEeILIN ¢ MANN
admitem que o grupo protético da peroxidase da rabica seja um com-
posto heminico.

Os corpos especificos das reagdes dos ferro-proteidos nos seres
vivos sao o oxigénio molecular que oxida o Fet+, e o ferro citocromo
que reduz o Fett*+, A forma oxidada dos ferro-proteidos — Fettt —
oxida o ferro-citocromo, e transforma-o em ferri-citocromo, Para SzENT-
Giorgy, o corpo especifico da reagio do ferri-citocromo ¢é o dcido
sucinico, ao passso que para THEORELL ¢ a dihidroaloxazina (17). Em
trabalhos recentissimos, porem, Haas, Horecker e HoaNEess (18) iso-
laram uma nova flavoproteina — a redutase do citocromo ¢ — de al-
tissima atividade, cujo peso molecular foi calculado em 75000, ¢ que
completa a cadéia de oxido-reducdes entre o hexose-monofosfato e o
citocromo ¢. Essa nova enzima, cujo grupo prostético ¢ o mononu-
cle6tido aloxazinico, coloca-se em posicio de importante fator biold-
gico, e o fato de haver, até entio, escapado & observacio dos pes-
quisadores se deve a sua grande instabilidade, quando comparada i
de outras flavoproteinas, pois submetida ao tratamento que habitual-
mente a estas se dd para fins de isolamento, perde toda a sua atividade.

No preparo do fermento amarelo, WARBURG ¢ CHRISTIAN manteem
os seus produtos durante 24 horas em acetona a 33 0p: nessas condi-
coes a enzima de IHaas e colaboradores inativa-se completamente no
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espago de uma hora. Para fins de purificacio, WARBURG € CHRISTIAN
agitam as suas preparagdes, conservadas a temperatura de 380, duran-
te 24 horas: a capacidade redutora do novo fermento de Haas ef
allii, em relacido ao citocromo ¢, abaixa-se 63 0% da inicial quando se
poe a 400 durante 10 minutos.

A redutase do citocromo ¢ reage com a forma oxidada deste,
de acordo com a equagdo,

Forma reduzida da redutase do citocromo ¢ - 2 Cy Fe 'ttt =
= Redutase do citocromo ¢ -} 2 Cy Fe '™t |- 2 H

Haas e colaboradores mostraram que o novo fermento reage
especificamente com o citocromo ¢, ao passo que o amarelo, de
WARBURG e CHRISTIAN ndo o faz.

Essa descoberta tem alto valor biolégico, pois, apesar de va-
rias flavoproteinas conhecidas reagirem com o nucleotido trifosfopiri-
dinico, nenhuma age diretamente sobre o citocromo ¢, As reagdes
entre a forma reduzida do fermento amarelo, de WARBURG e CHRISTIAN,
e o oxigénio sio muito lentas, e ndo apresentam grande importincia
fisiologica, TnHeoreLL (19) observou a reducio do citocromo ¢ por
este fermento amarelo, mas a lentidio do processo exclue signifi-
cagdo bioldgica de monta.

AvLtscHuL, ABrams e HooNEess (20), estudando o mecanismo
da oxidacio do citocromo ¢ reduzido, verificaram que este rapidamente
se oxida por pequenissimas quantidades de H, O, por intermédio
duma peroxidase extremamente ativa, e isolaram e purificaram uma
nova enzima — a peroxidase do citocromo ¢ — que reage especifica-
mente com o citocromo ¢ reduzido, Até entio, ndao havia demons-
tragdo perentéria de as peroxidases reagirem com algum dos compo-
nentes do sistema respiratério.

A reacio entre a forma reduzida do citocrome ¢ e o H, O, assim
se representa

2Cy Fe'' + Hy O, 2 H =2 Cy Fe'™* £ 2 H, O

A velocidade dessa oxidagdo ¢ diretamente proporcional a con-
centracdo do citocromo ¢ e a da peroxidase. Esta é um fermento
hematinico e a sua atividade € comparavel a das mais ativas prepa-
racdoes de catalase, ;

— O grupo prostético do citocromo ¢ ¢ um residuo ferro-por-
firinico idéntico, parece, a ferro-porfirina hemoglobinica, O citocromo
forma um sistema oxido-redutor reversivel.

O fermento amarelo, de WARBURG e CHRISTIAN (21) preside, ao
que parece, a respiracio celular na ausencia do ferro: nele o grupo

e

prostético é um ester-riboflavino-fosférico.
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— O ferro é, como se vé, elemento essencial & vida, e as
suas func¢des especificas nio podem ser exercidas por nenhum outro
elemento: sob o ponto de vista biolégico, pois, o conhecimento exato

-

do papel que esse corpo desempenha mnos fenémenos vitais, ¢ de
alta e singular significacdo.

I1
PROCESSOS COLORIMETRICOS PARA A DOSAGEM DO FERRO

A importincia do conhecimento da quantidade de ferro presente nos meios
biolégicos € muito grande, e claramente se evidencia pela aten¢io dada a esse
problema por numerosos pesquisadores, ¢ pelo grande niimero de trabalhos rela-
tivos a esse assunto, aparecidos na literatura durante os filtimos anos.

A escolha do processo para a dosagem dos corpos é matéria de ordem
interna dos laboratérios, Os métodos, porem, devem obedecer aos requisitos
usuais de seguranca, de rapidez, de adaptacio ao material que se estuda e, tanto
quanto possivel, de economia, E’ de toda a conveniéncia que eles sejam, alem
disso, simples, comodos, de facil execugio,

No estudo de muitos tipos de material biolégico tem-se tornado de
extrema importancia a determinagio exacta de quantidades pequenissimas de ferro.
Gragas a grande sensibilidade que, por via de regra, apresentam as reacdes co-
loridas, estas particularmente se indicam para os trabalhos nos dominios da mi-
croquimica, € numerosos sdo os métodos colorimétricos que se encontram na li-
teratura relativa & dosagem do ferro.

Parece-nos de toda a conveniéncia, nesta altura, examinar, de leve ao
menos, os métodos que mais em evidéncia se teem posto.

METODO DO TIOCIANATO

A reagio colorida que se produz quando o ionio Fet++ se coloca, sob
certas condigdes, em presenga do ionio CN S, € conhecida desde 1837 e se
deve a H. OssiaN, ScHLESINGER € Van VELKENBURGH (22) mostraram, pelo estudo
dos espetros de absorpgio tanto das solugdes aquosas como das etéreas, e pela
eletrélise dos solutos aquosos, que a cor vermelha se deve ao ionio complexo

[Fe (CNS)]™

Virios pesquisadores demonstraram que os iodatos, os cloretos alcalino-
terrosos, os nitritos, os nitratos, os fluoretos, os fosfatos, os arseniatos, os sul-
fatos, etc,, impedem, retardam, perturbam o desenvolvimento da cor. A in-
fluéncia do SO, deve-se a formagio dum ionio complexo de férmula provavel

[Fe (SO,):l "
menos estavel do que o complexo ferri-tiocianato, de sorte que a adicio de
grande excesso de tiocianato alcalino favorece, de acordo com a lei da acdo das
massas, largamente a produ¢io do complexo colorido.

Os oxalatos, os corpos orgénicos hidroxilados — tartaratos, citratos, etc.
— os compostos, enfim, capazes de dar com o Fet++ complexos estaveis, podem,
se deles houver quantidades suficientes, unir-se ao metal de tal sorte que deste
nio restem ionios livres para se combinarem com o tiocianato, E’, pois, possivel
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obter-se reagio negativa do Fett+ com o CNS  mesmo na presenga desse
cationio, O mercurio produz os mesmos efeitos, gragas a formacgdo do complexo

[Hg (CNS)]™
pouco dissociavel.
A influéncia dos nitritos deve-se ao tiocianato de nitrosila

NO. CNS

que se forma em solugio 4cida e cuja cor muito se assemelha 2 do complexo
ferri-tiocianato. Se bem que a coloragio devida ao tiocianato de nitrosila se
destrua pelo aquecimento, o calor nio é menos aconselhavel para se eliminar a
influéncia desse corpo, pois a temperatura elevada tambem age desfavoravel-
mente no caso do [Fe (CNS)]

A transformacio completa do Fe +t+ em [Fe (SNS)g ~~ ndo dissocia-
do, requer o emprego de quantidades relativamente grandes, de tiocianato alca-
lino. Ora, este reativo exerce acio redutora, e disso resulta a necessidade de
se usarem porgdes largas, de oxidantes, afim de o ferro manter-se na forma tri-
valente, o que determina, por seu turno, certa destruicio da cor produzida. Essas
sérias dificuldades tornam necessiria a extragdo, do meio em que se formou, do

[Fe (CNS)g]™™

por meio de solventes orginicos, e, para tanto, virios teem sido aconselhados:
o eter sulftirico, o acetato de etila, a mistura de eter sulfiirico com alcool me-
tilico, a constituida pelo mesmo eter e pelo alcool amilico, o alcool isoamilico, etc.

A cor produzida pelo complexo ferri-tiocianato desmdia mais ou menos
rapidamente, e isso, até certo ponto, depende da técnica empregada, THoMPsON
e colaboradores (23) aconselham medir de antemio as quantidades necessérias,
de tiocianato alcalino e coloca-las em tubos de experiéncia graduados, ou em
volumétricos de capacidade conveniente, de modo a reduzir-se o mais possivel
o tempo de contato, nos trabalhos em série, entre os corpos — Fet+++te (CNS)™
— antes de se efetuarem as medidas colorimétricas.

Roperts € colaboradores (24) acham, ao estudar o desenvolvimento da
cor em presen¢a do dcido cloridrico, € em meio acidificado pelo 4cido sulfiirico,
que a intensidade da coloragdo varia em razdo inversa a concentragdo dos 4cidos,
e que, em igualdade de condi¢des, durante a extracio do complexo colorido
pelo alcool isoamilico, o SOy H, produz cor mais intensa do que a obtida pelo
emprego do Cl H,

Se bem que a reagio do tiocianato seja muito sensivel, e continue a ser
muito empregada para a determinagio microquimica do Fettt, ainda que ela
seja a base sobre que repousa grande parte dos nossos conhecimentos referentes
4s concentragbes do ferro nmos meios biolégicos; apesar das numerosas modifi-
cagdes por que esse método tem passado, e dos resultados felizes de algumas
delas, as dificuldades encontradas fazem que os pesquisadores recebam com satis-
fagdo a proposta de novos processos.

METODO DE BERNOULLI (25)

Os sais de Fett+ dio, em presenca do pirocatecol, cor verde que, pela
adi¢io de soda, ou de amonfaco, se muda em vermelho, reacio muito caracteristica
dos compostos ortodioxibenzoicos, gragas a formagio dum sal complexo.
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Essa reagdo, que permite verificar-se a presenga de duas microgramas
de Fe t++ em 0.1cc de solugdo, foi proposta por Bernoulli para fins quantitativos,

- o /N

~ -
-~ -

\Fe/
By ik v T
OO|/ |o " |,

—t——

De acordo com a literatura de que dispomos, esse processo ndo tem sido
muito estudado, e o trabalho nio teve até hoje, ao que parece, a aceitagio que
provavelmente merece,

METODO DE VAN URK (26)

Em 1926, Van URk propoz para agente cromogénico, na determinacio
quantitativa do ferro, o piramido, fornecido pela metilagio da 4—aminoanti-
pirina, Em presenca do Cl; Fe, a antipirina di cor vermelha, muito intensa,
ao passo que o piramido produz em meio 4dcido (Cl H), com o Fe+++, coloragio
violeta que rapidamente se torna ocreosa.

Na literatura que temos & mao, raras referéncias se acham a esse método,

METODO DE LYONS (27)

Em 1879, Anpreascn (28) mostrou que o dcido tioglicdlico da, em
presenca do ferro, cor vermelha, mas, em que pese & importincia da descoberta,
s6 em 1927 Lvons propoz o emprego desse reagente para fins quantitativos,
atribuindo o desenvolvimento da cor 4 formagio dum complexo do Fet+ e acre-
ditando que o Fett+ se reduzisse a Fet1, O assunto foi estudado por Cannan
e RicnarpsonN (29), os quais verificaram que, na auséncia total de oxigénio,
o ionio Fet++, ajuntado a uma solugio de tioicido tamponada de sorte que o
pH se mantivesse entre 6 e 11, produz de pronto cor intensamente vermelha
que logo comega a desmaiar com velocidade proporcional ao aumento dos ionios
H livres, A’ altura de pH = 7, a mudanga € instantinea. A solucdo corada
sobre ser sujeita a esmaecimento espontineo, pode destingir-se prontamente
sob a acdo de redutores, como o hidrosulfito de sodio, p.ex. Nesse caso, a
cor facilmente se restabelece pela adigio de oxidantes, como o azul de metileno.
Quando, apds numerosas oxidacoes e redugdes, o ferro comega a precipitar-se,
observa-se a transformagio de quase todo o R-SH em R-SS-R.

A capacidade, que o Fet++ possue, de produzir cor vermelha, diminue
rapidamente, & medida que a acidez se enfraquece, e quando o pH se situa
acima de 10, ha tendéncia manifesta de precipitar-se o metal, Se o Fett+ se
adiciona a uma solucio de R-SH de acidez mais forte do que a representada
pelo pH — 4, aparece tonalidade azul passageira, que se substitue a vermelha
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produzida em soluto cujo indice de acidez seja 6. A variagio, dentro desses
limites, da quantidade de ionios / livres, faz que uma cor se misture com a outra
e a mudan¢a da tonalidade parece definir-se melhor a altura do pHf = 5. Os
solutos incolores que se sucedem aos azulados em meio de pH inferior a 4
nic se coram pelos oxidantes e, alcalinisados, nenhuma cor dido na auséncia
do oxigénio: os agentes de oxidagdo, porem, determinam prontamente o desen-
volvimento do vermelho.

Os sais ferrosos nio produzem cor alguma em presenca de R-SH, quer
a solucio deste seja dcida, quer alcalina. A mistura comporta-se, em presenga
de oxidantes, exatamente como os solutos resultantes da mistura Fett+ R-SH.

Alem do pH, os fatores mais importantes para a estabilidade da cor ver-
melha, sdo a concentracio do Fett+ e a do R-SH., Devido, porem, ao esmae-
cimento espontineo da cor, nio foi possivel obter-se medida precisa de relagdes
estequiométricas que porventura presidam i influéncia dessas fungdes.

A adicdio de CN™ ao sistema Fett+t+ R-SH destroe o vermelho, que nao
mais se reproduz pela agiio dos oxidantes.

CANNAN € RicHARDSON concluem que ambos os ionios — Fet+ e Fe+++ —
formam complexos com o R-SH e pensam que o complexo férrico se dissocia
mais rapidamente do que o ferroso, a composi¢gio de ambos determinando-se
pelo indice de coordenagdo habitual, do ferro. O sistema [ferritiol-ferrotiol €
reversivel e equilibra-se com outros sistemas reversiveis, de oxido-redugio
Alem disso, o ferritiol se reduz a custa do R-SH, ao passo que o ferrotiol
rapidamente se oxida em meio neutro, ou alcalino.

Segundo Swank e Merron (30) a cor é estavel durante seis horas, pelo
menos a luz difusa do dia, e obedece & lei de Lambert-Beer, Outros in~
vestigadores acham que o periodo de estabilidade da cor nio vai alem de meia
hora, mas que ela pode volver & primitiva intensidade pela agitagio, em con-
tato com o ar.

Uma das grandes vantagens do método de Lvons é a notavel indife-
renca a4 agdo dos amionios, pois mesmo em concentragdes relativamente altas
(0,5 %), os fluoretos, os iodetos, os nitratos, os ortofosfatos, os sulfatos,
os cloratos, os tartaratos, os citratos, os oxalatos, os acetatos, os bromatos, os
tiocianatos, os sulfitos, os cloretos ndo teem influéncia alguma. Os pirofosfatos,
os cianetos, os molibdatos, os tungstatos, os nitritos exercem a¢do prejudicial.
Dentre os cationios, o cdlcio, o bdrio, o estrdncio, o aluminio, o cromo dio
origem a precipitacdes em meio amoniacal. O cobalto, o nickel, o cobre, o es-
tanho, o zinco, o cidmio, o chumbo, o manganez, o bismuto, o urdnio interfe-
rem desfavoravelmente, Na solugdo em que se vai desenvolver a cor, ndo se
devem encontrar altas percentagens de sddio, ou de amonio, ou de potissio,
pois esses corpos favorecem o esmaecimento da cor e induzem a erros.

Apesar de apresentar certas vantagens, o método do d4cido tioglic6lico
nio tem dado inteira satisfagdo aos pesquisadores,

METODO DA DIMETILGLIOXIMA (31)

Os sais de Fett, em solugio amoniacal e em presenga da dimetilglioxima,
dio um complexo vermelho, soluvel (32)
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O nikel, o aluminio, o zinco, o magnésio, o cobre, o cobalto interferem
e devem eliminar-se da solugdo (33) (34). Na amostra deve haver 10 a 60 mg.
de Fe por litro. O complexo ferroso se oxida ao ar, e o método apresenta certa
feicdo que o torna, por vezes, de aplicagdo delicada.

METODO DE ZIZINE (35)

DENIGES propoz a reacio aloxinica — coloragio azul dos sais de Fet+t
em presenca do reativo aloxdnico do mesmo autor e em meio alcalinisado pelo
hidréxido de sédio — para a identificagio dos sais ferrosos, Essa cor, porem,
se destroe por oxidagio. Pelo mesmo autor, a reagio da aloxantina é reco-
mendada para o reconhecimento do Fet¥+pois mesmo em presenga dos 4cido-
alcooes a cor azul se desenvolve., ZiziNE aplicou esta reagdo a dosagem do Fe
no sangue.

METODO DO COMPLEXO Cl; Fe H, (36) (37) (38)

Esse método se funda no desenvolvimento de cor amarela muito intensa
devida a formagdo do 4cido cloroférrico — Cl; Fe H, (Denigés) — quando o
Fe +1++ se pde em solugdo cloridrica muito concentrada (28 %). A cor amarela,
a grande acidez exigida pelo processo, entre outras causas, tornam o método
pouco atraente.

METODO DE GREGORY (39)

Em meio acético e em presenca do Fe +++, o 4cido salicilico produz cor
de ametista, Esta reacio, publicada por Vocer (40) e estudada por PacLiani
(41), foi aproveitada por Grecory para fins quantitativos, em 1907. Yo (42)
e SNELL (43) mostraram que o 4cido cloridrico, o nitrico, o sulfiirico, os fosfatos,
os tiosulfatos, os bisulfitos, os fluoretos prejudicam a reagdo, SAGAIDACHNUIN
e RavicH dizem que os citratos, os tartaratos, os oxalatos, exercem agdo per-
turbadora, e que a solugdo a examinar-se ndo deve apresentar pH inferior a 2,
Yoe acha que a cor esmaece A luz; SNELL, que ela € estavel durante 48 horas
a luz difusa, mas que desaparece rapidamente 2 do sol. Para MeHLa (44) a
cor, dentro dos limites de 2 9% de erro, é estavel durante 66 horas nas condi-
¢oes habituais do laboratério.

Numerosos ionios comumente encontrados causam o enfraquecimento da
cor, seja devido 4 formacio de complexos incolores com o Fet++, seja em virtude
da agio redutora dos mesmos, E’ assim que os oxalatos, os citratos, os tar-
taratos, os orto e os pirofosfatos, os arseniatos, os cianetos, os fluoretos, os
tungstatos, o aluminio, © antiménio, o cromo, o cobalto, o cobre bivalente,
0 manganez, o merciirio bivalente, o estanho tetravalente devem, segundo MEHLIo,
eliminar-se da solugdo em que se vai dosar o ferro.

O método é, sem diivida, valioso, mas requer separagdes e cuidados
que o tornam laborioso e delicado.

U meodo e, sem quvida, valloso, mas requer Separagoes € cuiaaaos
que o tornam laborioso e delicado.
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METODO DO FERROCIANETO (45)

Os sais de Fett+ dio, quando postos em presenga do ferrocianeto de po-
tissio, cor azul intensa, (azul da Priissia), O emprego dessa reagio para fins
quantitativos, por colorimetria, é muito delicado, pois mesmo em solugdes ex-
tremamente diluidas, produz-se um precipitado de ferrocianeto férrico. Em pre-
senga de corpos capazes de dar precipitados ou complexos coloridos com o
reativo (cobre, cobalto, nikel, manganez, etc,) a técnica de dosagem deve ser mo-
dificada de modo a eliminar-se a influéncia que teem, Os agentes que dio
complexos com o Fe 11+ (oxalatos, fluoretos, etc) (46) dificultam, perturbam, ou
impedem o desenvolvimento da cor.

METODO DO FERRICIANETO (47)

Com o Fe*tt, em solugdes muito diluidas, o ferricianeto d4 coloragdo que
tem sido aplicada para fins quantitativos. O processo é ainda mais delicado do
que o do ferrocianeto: a concentracio dos dcidos deve ser regulada; a medida
da cor, que aumenta em presenca de excesso de reagente, diminue sob a acio
de quantidades crescentes de 4cidos, e desmdiia rapidamente quando em repouso,
deve ser feita logo apds a adigdo do cromogénio.

METHODO DE PULSIFER (48)

Compes mostrou que a acetilacetona d4 com os sais de Fe +++ cor ver-
melha, intensa, devida & formacdo da ferri-acetilacetona, Essa reagio extre-
mamente sensivel, permite reconhecer-se a presenga de 3 microgramas de Fe +++
PuisiFer aplicou-a 2 dosagem do Fet+t na édgua,

O método €é extremamente delicado, e, se bem que estavel em condi-
¢des bem determinadas, a cor ndo varia uniformemente em propor¢io com a
espessura da camada colorida. E’ essencial que a quantidade de 4cidos livres,
o excesso de reagente, o volume final das solu¢Ges sejam bem determinados.

A reagio, extremamente interessante sob o ponto de vista qualitativo,
nio merece as mesmas referéncias quando se aplica a fins quantitativos.

METODO DO YOE E HALL (49)

Yoe (50) propéz o «ferron» — deido 7 — iodo — 8 — hidroxiquinolina
— 5 — sulfénico — para o reconhecimento do ferro, e, em 1937, YoE e HarL
aplicaram essa reagio a dosagem desse metal, Jackson (51) observa que o
«ferron» & amarelo, e desenvolve, em presenga do Fe T+ cor verde adicional que
nio segue a lei de Lambert-Beer, Além disso, esse metodo exige que o pH
da solugdo se mantenha dentro de limites rigorosamente definidos. Jackson ndo
o acha muito vantajoso.

METODO DE HILL (52)

Em 1898, Brau (53) mostrou que a o — « — dipiridina dd, em pre-
senca do Fett um complexo soluvel, de cor intensamente vermelha
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Essa reagdo, particularmente sensivel, HiL aplicou-a 4 dosagem do Fe,
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Jackson (54), estudando o processo, verificou que os pirofosfatos im-
pedem que a cor se desenvolva normalmente, pois sé depois de 24 a 48 horas
€ que ela, em presenca de tais compostos, apresenta a intensidade méxima, Esse
investigador verificou que o aquecimento, durante 18 horas a temperatura de
800C, da solugdo das cinzas, permite que a cor do complexo alcance o ponto
méximo alguns minutos, apenas, depois da adicio da o — «' — dipiridina ao
soluto em que se encontra o ferro. Essa pequena modificagdo consentiu que
esse pesquisador obtivesse resultados concordantes em determinages do Fe
feitas em diferentes partes aliquotas da mesma solugio de cinzas de certos pro-
dutos (cereais, v.g). Em outros casos, porem (espinafre, v.g.), porcdes di-
versas dos mesmos solutos acusavam, analisadas, percentagens diferentes, do mes-
mo corpo, e os nimeros obtidos eram tanto menores quanto maiores fossem as
aliquotas medidas, Essa anormalidade, atribuiu-a Jackson i formagdo de subs-
tincias perturbadoras durante a incineragio, e para eliminar essa causa de erro,
ele propde o isolamento do ferro sob forma de sulfureto, de acordo com a
técnica resumida a seguir:

1) incineragdo sulfo-nitro-perclorica

2) neutralisagio pelo amoniaco, em presenca do bromofenol

3) alcalinisagio pelo amoniaco e precipitagio pelo gds sulfidrico

4) filtragdo e dissolugio do precipitado de sulfureto de ferro

5) eliminagdo do excesso de gids sulfidrico

6) neutralisagdo cuidadosa da solugio 4cida de sorte que esta, neutralisada, per-
maneg¢a limpida

7) adigio do tampdo «acetato de sddio — dcido acetico», da hidroquinona e
da o« — o’ — diripidina.

E’ ocioso lembrar a extrema delicadeza dessa marcha analitica, bem
demonstrada pelo fato de ser indispensavel ndo haver oxidagio alguma do sul-
fureto de ferro precipitado, pois, nesse caso, a perda da anilise é inevitavel,

JacksoN recomenda que da solugio em que se vai dosar o ferro se
tome tal parte aliquota que nesta se enconfrem cerca de 10 microgramas de Fe,
Para medir a intensidade da cor ele usou o colorimetro fotoelétrico, de Evelyn,

METODO DE LAVOLLAY (55)

Depois dos trabalhos de Berc (56) sobre os complexos da 8—hidro-
xiquinolina, este reagente tem sido aplicado & determinagio de virios corpos.
Em 1934, JaviiLier e Lavorray (57), estudando os complexos metdlicos da 8—



Rubens Salomé Pereira e J. Onofre Araujo — O Ferro em Biologia 81

hidroxiquinolina, observaram que o composto férrico, insoluvel em meio aquoso,
se dissolvia em solventes orgénicos, como o alcool, p,ex, e dava solugio verde-
azulada., Baseado nos estudos entio feitos, LavoLLay propoz, em 1035, um
método colorimétrico para a dosagem do ferro.

A formagio do complexo soluvel é fun¢do da acidez do meio: em solu-
¢io fortemente dcida ele se dissocia, e em meio alcalino o ferro se precipita
sob forma de hidréxido, Para se obter cor rigorosamente reprodutivel, é me-
cessdrio operar em condigbes tais que a acidez seja bem definida.

A cor ¢é estavel durante muitas horas, e a rea¢io é muito sensivel.

METODO DE SAYWELL E CUNNINGHAM (58)

BLau (59), no seu trabalho sobre complexos, mostrou que a o—fe-
nantrolina dd, em presenca do Fet+, um corpo soluvel intensamente corado, Os
complexos formado pela o—fenantrolina, ¢ pela &« — o« — dipiridina, com
o Fe++ apresentam carateristicos que muito se assemelham, e SayweLL e Cun-
NINGHAM propuzeram a rea¢io de Brau para a determinagio desse metal em
suco de frutas e em outros produtos.

Hummer e WiLLarp (60), com o fito de aplicar o processo a dosagem
do ferro em materiais metabélicos que, quasi sempre, sio ricos de fésforo, modi-
ficaram a técnica de SavweLL e CunniNgHAM: eles reduzem o Fett++ a Fett por
meio da hidroquinona em solucio de pH = 4,5 e fazem a cor desenvolver-se
em meio 4cido, de pH = 3 ou 4.

De acordo com Hummer e WiLLarD, podem-se determinar, com erro de
300, por meio do fotelometro, quantidades compreendidas entre 0.01 mg. e
0.70 mg. de Fe, e pelo colorimetro, com igual seguranga, 0.2 mg. a 0.5 mg.
Os elementos de que comumente se acham tragos nos materiais biolégicos —
com exce¢io do cobre em quantidades superiores a 0,2 mg, e do estanho em
porgdes mais altas do que 0.6 mg. — ndo exercem agdo prejudicial.

ForTUNE e MeLLoN (61) fizeram um estudo critico dos fatores que
interveem na formagio do complexo corado, Esses pesquisadores acham que a
cor é estavel durante 15 dias pelo menos, e usam, como o fizeram SAYWELL €
CunniNGHAM, para fins de reducio, o cloridrato de hidroxilamina, por ser este
de todos os redutores experimentados, o mais satisfatério, Do pH da solu-
¢io muito depende a influéncia de varios ionios, e a formacio de complexos
do ferro, mais estaveis do que o formado com o—fenantrolina, se deve, pro-
vavelmente, a acdo perturbadora de certos corpos, Algumas interferéncias se
originam da produgio de compostos insoluveis, do reagente; outras, da prépria
cor do ionio prejudicial,

O método da o—fenantrolina apresenta duas vantagens impreciaveis:
grande sensibilidade e indiferenga 4 a¢io da maioria dos ionios comumente pre-
sentes nos meios biolégicos.

ForTUNE € MELLON empregaram, para medir a cor, o espetrofotémetro
fotoelétrico descrito por MicHAELSON e LIEHAFSKY, € obtiveram alto grau
de precisdo.

METODO DE HOWE E MELLON (62)

Epuramt (63) encontrou na salicilaldoxima — C; H, (OH) CHNOH —
um reativo especifico do cobre que, em meio acético, d4 um precipitado
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de cupri-salicilaldoxima, complexo, dificilmente soluvel, que muito bem se presta
para fins quantitativos, A maior parte dos ionios metilicos s6 se precipitam em

C NOH C
\wl-—-OH
5 /15:“/2

solucio neutra, ou levemente alcalina, Por excegdo, o palidio € o ouro ddo, em
meio acético, precipitados de (C; Hg O, N;) Pd e de ouro elementar, respetiva-
mente (64). O aproveitamento do salicilaldoxima para a dosagem do niquel,
do chumbo, do palddio, foi levado a bom termo por varios investigadores (AsTiN
e RiLey, HoLzer, IsHmasH1 e Kisnj).

O Fe+++ forma com a salicilaldoxima um complexo colorido, soluvel,
e essa reacdo foi recentemente proposta por Howe e MEeLion, para fins quanti-
tativos. As observacdes que se seguem, devem-se a esses pesquisadores.

Em meio 4cido — pH =3 — a cor € vermelha; em alcalino — pH =10
—, amarela, e entre esses extremos virios matizes se sucedem, resultantes da
combinagio das duas cores citadas. Em solugio neutra, o tom ¢é vermelho-
alaranjado. Dai resulta a necessidade de verificar-se cuidadosamente a acidez
do soluto afim de este manter-se em pH bem definido. Howg e MELLON esco-
lheram a concentragio de ionios / correspondente a pff — 7 aproximadamente,
grau de acidez em que a cor & estavel durante 24 horas, pelo menos. Em
solugdo acida, a cor desenvolve-se rapidamente, mas desmaia sem demora, Em
meio alcalino ela requer, para alcangar pleno desenvolvimento, 15 minutos.

Os tartaratos, os citratos, os oxalatos, os cianetos, os carbonatos, os
boratos, os fosfatos interferem na reagdio gracas, provavelmente, 3 formagio de
ferri-complexos, Os redutores devem eliminar-se do meio em que se vai dosar
o ferro, O chumbo, o zinco, o aluminio, o merciirio formam, parece, comple-
xos incolores com a salicilaldoxima, de modo que indispensavel se torna a
adigdo de grande excesso de cromogéneo, o que, aliaz, ndo apresenta inconve-
niente algum, O cabalto, os molibdatos, os sais de uranila dio complexos co-
rados com o reativo, e devem, por isso, estar ausentes da solugdo.

A reagio € sensivel na proporgio de 1:20.000.000.

Os autores recomendam que a cor se mega em fotometros de filtro,
preferivelmente.

O método, como o apresentam Howe e MeLLon, €, sem diivida, extre-
mamente interessante, Convem lembrar, porem, que a interferéncia prejudicial
de vérios ionios, a dos fosfatos, em particular, de que os produtos de origem
biolégica sdo, por via de regra, ricos, agravada pela influéncia perniciosa dos
dcido-alcooes, torna absolutamente indispensavel a separagio do 4cido fosférico, e
isso ddi ao método, especialmente em certos casos, feigio laboriosa e delicada.
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METODO DE SALOME’ PEREIRA (653)

Lutz (60) mostrou que as solucdes 4cidas de Fe ™+ dio, em presenca
do dcido protocatéquico, cor azul-esverdeada que ndo se forma com o Fe ++ Este,
em meio alcalino, desenvolve com o mesmo reagente, cor vermelha e di, assim,
colorido idéntico ao produzido pelo Fe t++ quando se alcalinisa a solugio em
que este se encontra e na qual igualmente se acha o agente cromogéneo,

SaLomi  Pereira  estudou os fatores que interveem na formagio das
varias cores observadas, e propoz um método fotométrico de dosagem de
pequenissimas quantidades de ferro, A técnica proposta pelo autor elimina a
influéncia dos corpos habitualmente presentes nos meios biolégicos — pelo me-
nos nas concentragbes em que eles geralmente se encontram em tais produtos —
e permite a determinacdo de fragoes de micrograma desse metal, O processo
apresenta vantagens inestimaveis, como sejam grande sensibilidade, indiferen-
¢a a acdo de quase todos os ionios comumente encontrados nos produtos do
origem biol6gica, e &4 forma em que se acha o ferro — se bi ou trivalente —
donde se conclue nio haver necessidade, para dosar-se o ferro total, de trabalho
preliminar de oxidacdo, ou de redugio, As quantidades extremamente reduzidas,
que se podem determinar quantitativamente por esse método, consentem que ele
se possa empregar nio s6 nas andlises de rotina, e nas de pesquisas biolégicas,
mas tambem mnas destinadas a verificagio da pureza dos reagentes, O processo
sobre ser muito sensivel, é simples, rdapido e exato.

I1

O FERRO SERICO

Durante muito tempo, a presenca do ferro nio hemoglobinico
no soro, foi posta em diivida. O cepticismo plenamente se justificava
pelo perigo permanente de hemdlise, e pelas reduzidissimas quanti-
dades encontradas. O mérito de haver demonstrado a existéncia de
tal forma de ferro sérico, cabe a FONTES e THIVOLLE (67) que, em-
pregando 500 cc de soro de cavalo, usando o processo nitro-magnesiano
de incineragio, e aplicando método préprio — o molibdo-mangani-
métrico — de dosagem, acharam, em duas determinacbes consecutivas,
1,02 mg/ e 2,08 mg/ de Fe por litro. Como, em periodo de regene-
racio hemadtica, houvessem encontrado niimeros mais baixos — 1,12 mg.
e 0,016 mg. por 1000 cc — concluiram que, na hematopoiese ativa,
a quantidade de ferro destinada & regeneragdo globular se reduz a
metade, o que se deve, provavelmente, a retencdo mais enérgica por
parte dos orgdos que asseguram tal regeneragdo, Esses pesquisa-
dores, que nao procuraram, no citado trabalho, determinar a natureza
dos compostos do ferro circulante, reconheciam as dificuldades apre-
sentadas pelo problema da separagio das demais, da forma hemoglo-
binica do ferro,
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Sob o ponto de vista puramente quimico, os compostos biold-
gicos do ferro assim se podem classificar (68):

1) compostos heme, ou heminicos, tais como a hemoglobina,
o citocromo, o fermento respiratorio, etc.;

2) compostos ndo heme, ou nio heminicos, em que se incluem
todos os demais, de natureza ainda mal definida até a hora presente.

Admite-se geralmente, hoje, a presenca, no sangue, de tres
formas do ferro, alem da que faz parte do mecanismo do fermento
respiratorio: hemoglobinica, sérica e facilmente liberavel — leicht ub-
spaltebares Bluteisen, de BARKAN,

BARKAN e LINTZEL, trabalhando independentemente, verificaram
que o sangue submetido a influéncia da pepsina e dos fermentos pan-
credticos, liberta, isto €, ionisa 5 9o a 10 9% do ferro que nele se encon-
tra, Essa atividade liberativa é tambem exercida pelos 4dcidos e pelas
bases diluidos, como foi observado pelos mesmos pesquisadores.
LiNTzEL ¢ RADEFF (69) lidando com hemoglobina cristalizada, conse-
guiram ionisar tambem esse «ferro facilmente liberavel», e dai con-
cluiram que ele provinha do desdobramento da molécula desse pig-
mento. BarkAN, discordando, nesse ponto, de LINTZEL, pensa que a
referida forma constitue terceiro tipo de ferro sanguineo, e a essa
conclusao chegou devido, entre outros, ao fato de haver conseguido
ionisar apenas tracos desse metal, de preparagdes, conservadas cons-
tantemente em alcool, de hemoglobina cristalizada e submetida a
acao do acido cloridrico diluido.

BArkaN e BERGer dividiram o «ferro facilmente liberavel»
em duas fracdes:

E, que compreende 60 9 a 70 % do total, e que se acha apenas
nos eritrocitos.

E’, que encerra os restantes 30 0/ a 40 0, € que se encontra no
soro e na hemdcia.

O ferro da fracio E liga-se de tal sorte ao monéxido de car-
bono que se protege contra a acao liberativa dos dcidos diluidos.
Acredita-se que a capacidade de uniio com o monéxido de carbono
seja maior nessa fragio do que na prépria hemoglobina, de sorte que,
no caso de saturagio parcial do sangue pelo CO, este se liga com
maior percentagem de ferro dessa parte do facilmente liberavel do
que com o do préprio pigmento. SCHWARTZ € DECKERT, e OLESK
observaram que o CO absorvido pelos fumantes inveterados é su-
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ficiente para subtrair parte do ferro facilmente ionisavel a agio dos
acidos diluidos.

Na fragio £’ o ferro ndo se combina com o monéxido de car-
bono, e como se encontra na hemécia e no soro, todo o Fe que neste
se acha €, na realidade, metal que a ela pertence.

Para BARkAN e ScHALES (70) as duas fragdes — E e E’ —
sio cromoproteinas da natureza da hemoglobina, nas quais a pro-
teina € provavelmente a globina inalterada, e o grupo prostético é
um derivado heminico em que o anel porfirinico se acha aberto. Os
mesmos investigadores propuzeram o nome de pseudohemoglobinas
para tais cromoproteinas, e o de pseudoheme, ou pseudohemina, para
os grupos prostéticos de tais compostos. Os «verdadeiros» cor-
pos diferem dos «pseudos» pelo fato de estes apresentarem o anel
porfirinico aberto em ponto designado pela letra grega apropriada.
Assim, a fracdo E, que se constitue de globina e de pseudoheme em
que o ponto de rutura do anel se acha no grupo metina «, e cujo

ferro €, como na hemoglobina, bivalente chamar-se-a o — pseudohe-
moglobina. A fracio E’, em que o metal se encontra na forma triva-
lene, classificar-se-2a de « — psendomethemoglobina, A perda do

metal e da globina faz que as pseudohemoglobinas se transformem
em pigmentos biliares, de que a bilirubina é o produto final. Ambas
as fragdes — E e E’ — acompanham a hemoglobina dos eritrocitos
circulantes, e sio pontos de transicio na série de fenémenos que mar-
cam a transforma¢io da hemoglobina em bilirubina.

Tais sdo, em linhas gerais, as idéias de BARKAN e SCHALES.

BARKAN e WALKER (71) pensam que os produtos intermedid-
rios — pseudohemoglobinas — resultam da a¢do do peréxido de hi-
drogénio nascente, sobre a hemoglobina, o que, por seu turno, em
presenca de oxigénio, di origem a certas substincias redutoras (dcido
ascérbico v. g.) e a certos catalizadores nao especificos. A forma-
¢io de um pigmento biliar ferro-globinico (LEMBERG) & custa da he-
moglobina na presenga do 4cido ascérbico e do oxigénio, tida por
BARKAN e WALKER como exemplo de processo provavelmente geral,
vem em auxilio da teoria exposta. A bilirubina, o ferro e a globina
sio produtos do desdobramento das pseudohemoglobinas, corpos
relativamente instaveis, e a rutura dessas moléculas se realiza
dentro das hemdcias, sem a interven¢io de mecanismo enzimético.
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Para esses pesquizadores, a tendencia da bilirubina de combinar-se
especificamente com a soroalbumina, e a do ferro, de ligar-se 4
soroglobina, devem exercer influéncia sobre a passagem dessas subs-
tincias das hemdcias para o plasma, o que, em absoluto, ndo se faz
por simples difusio.

BArRkAN e WALKER demonstraram o transporte simultineo do
ferro e da bilirubina das células vermelhas para o plasma, in vitro,
e verificaram que ambos passam em quantidades semelhantes, ha-
vendo, em geral, leve excesso, apenas, do metal. Eles notaram, ainda,
que a velocidade dessa passagem € variavel, e que as quantidades me-
didas ndo explicam a formagdo didria total do pigmento biliar, pois
a0 passo que apenas se formariam 15 mg, pelo mecanismo descrito.
WATsoN calcula que a producdo, por dia, de urobilina se eleve a 150 mg.

Para BARKAN e WALKER, a maior parte do pigmento ndo se
forma no sangue circulante. Pensam eles que as pseudohemoglo-
binas sdao estados intermedidrios entre a hemoglobina e a bilirubina,
qualquer que seja o local em que a degradacdo se processe.

Confirmando a hipé6tese lancada, esses pesquizadores (72) veri-
ficaram que a quantidade de ferro pseudohemoglobinico é, por via de
regra, maior nas células de menor resisténcia osmética, as quais,
admite-se, sdo as mais velhas, o que demonstra que a percentagem de
ferro pseudohemoglobinico — e consequentemente a de pseudohemo-
globinas — varia no mesmo sangue. Com efeito, considerando-se que
a abertura do anel porfirinico seja provocada por oxidagio produzida
pelo peréxido de hidrogénio nascente e que este seja um produto do
mecanismo de oxi-redugio celular, a hipétese de BarkaN exige, como
elemento de prova, que as hemadcias mais velhas contenham maior
quantidade de pseudohemoglobinas do que as mais novas, Admite-se
geralmente que o decréscimo da resisténcia osmética seja propriedade
dos eritrocitos que envelhecem,

MooRE e colaboradores (73) (74) concluem dos excelentes tra-
balhos feitos, o que assim se resume:
1) € de transporte o ferro sérico de que a quantidade se in-
fluencia pelos fatores seguintes, que se podem medir por ele:
a) quantidade de ferro absorvido pelo trato gastro-intes-
tinal

b) grandeza e aproveitamento das reservas corporais, de
ferro
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c) capacidade da medula, de utilizar esse metal na sintese
da hemoglobina

d) velocidade dessa sintese

e) grandeza da hemdlise que se produz no bago e em ou-
tros orgdos
f) equilibrio fisiol6gico — ou patolégico — existente en-
tre a velocidade da sintese da hemoglobina e a hemdlise
2) a funcido fisiolégica do «ferro facilmente liberavel» ainda
aguarda ser definida.

— Como se vé, o ferro sérico, estudado inicialmente a titulo de
simples curiosidade fisiolégica, toma tal importincia biol6gica que
as pesquizas a seu respeito, sobre necessarias, se tornam urgentes.
Interesse crescente pelo mecanismo de transporte desse metal na cor-
rente sanguinea, justifica-se pela necessidade de se compreender me-
lhor essa fase do metabolismo desse elemento, o que, comseguido,
poderd esclarecer os fenémenos da hematopoiese normal, e os da de-
ficiéncia férrica.

— Depois dos seus notabilissimos trabalhos sobre a estrutura
das porfirinas, HaNs FiscHER demonstrou que a posi¢io relativa
dos grupos que se situam em cadéia lateral nos niicleos do pirrol, ao
substituirem o hidrogénio dos dtomos de carbono numerados de 1
a 8 na porfina, permite que se preveja a existéncia de varios isdmeros.
E’ assim que a coproporfirina, em que hd dois grupos de substitui¢io
diferentes — metilico e propiénico — fornece quatro isdmeros, ja
obtidos, alids, por via sintética, e que sdo:

HOOCHI CHaC
HaC ; T CH2 CHICOOH  Hs nCHCHa COOH HyC ==5]CH1 CH;COOH CHa
@CH . %H
o L

N
cH HE 2
(o d HH

| | 7
HOOCHLH € CHy  HOOCHZCHZC HsC CHaCHI OO ehaemaC
H( == CH2CHIC00H  HaC
/ ©¢w
He
J

o~
I
o

HOOCHZCHaC
CHaCHa COOH

By, HH
e H————
Y

emllC HpCH2 COOH L
HOOCHaCHy



88 Rev. Fac. Med. Vet. S. Paulo — Vol. 2, fasc. 1, 1941

Fato digno de nota é o de a natureza produzir apenas pigmentos
que se filiam ao tipo 1, ou ao 3. No homem, o sanguineo pertence
ao 3, mas em certos casos patolégicos, as porfirinas eliminadas
podem ser da forma 1. Como a redistribui¢io dos grupos que to-
mam o logar do hidrogénio porfinico é necessaria para se passar de um
isomero a outro, e como isso equivale a uma resintese, ndo se cré que
o organismo realise esse trabalho: o provavel € que os mecanismos
formadores desses isomeros sejam independentes um do outro. No
homem, as porfirinas do tipo 1 se formam, em determinados casos mér-
bidos, por via sintética nos orgdos hematopoiéticos, ja tendo sido ob-
servada a sua presenca na medula. E’ de notar-se que ainda ndo se
achou no organismo uma s6 metalo-porfirina de estrutura 1.

As porfirinas do tipo 3, a que pertencem os complexos meti-
licos, se formam por via sintética, fato demonstrado por DUESBERG,
e no caso de certos desvios da formagio da hemoglobina (anemia, v.g.),
a medula produz grande quantidade delas que, ndo se combinando,
em larga parte, a globina e ao ferro, se eliminam.

THomAas (75) numa série interessantissima de estudos sobre as
porfirinas em biologia e em patologia, chama a atencdo para o fato de
a excrecio de tais corpos ndo constituir prova de hiperatividade he-
matopoiética, e para o de ser necessario precisar o tipo isomérico
antes de se poder interpretar o fenomeno. Aqui, porem, surgem
dificuldades de ordem pritica. O estabelecimento da formula estru-
tural dos virios isomeros requer a verificagio do ponto de fusiao do
ester metilico, ou a determina¢io da curva de fluorescéncia em fungio
do grau de acidez — e isso exige quantidades relativamente considera-
veis, de material.

THomas verificou que a hemdlise sem intoxicagdo, provocada
pela injecio de agua distilada por via endovenosa, e que a introdugio
de hemoglobina, ou de hematina, no rato normal, afim de examinar os
efeitos da desintegracio massica da hemoglobina sem provocar fe-
némenos de intoxicacdo pelos agentes hemolisantes, e para evitar
estimulo da atividade hematopoiética, de compensacdo, o que se po-
deria dar no caso de se provocar desdobramento do pigmento do
préprio animal — originam a desintegracio do cromogéneo, o apa-
recimento de pigmentos biliares e forte eliminacdo de urobilina e de,
sobretudo, estercobilina, sem que se note variagdo da quantidade de
porfirina espelida. A intoxicacio pelo {ésforo, pelo chumbo, deter-
mina eliminacio alta de porfirina, que mais ainda se alteia pela in-
jecio de hemoglobina em doses fortes, A desintegracdo do pigmen-
to sanguineo e a formacdo de bilirubina se realisam, em condic¢des
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fisiolégicas normais, sem libertagio de porfirina, de acordo, prova-
velmente, com o mecanismo estudado por LEMBERG.

A férmula da bilirubina estabelecida por FiscHER (76) mos-
tra que ela provem do niicleo porfirinico da hemoglobina, por meio
de oxidacio: o grupo «metina a» é substituido por dois hidroxilos,
e assim se abre o anel porfirinico. Se essa reagdo conduz a biliru-
bina, o grupo «metina y» se reduz a CH, Para LEMBERG, forma-se
primeiramente a biliverdina, que se reduz a seguir, Isso estd de
acordo com o fato de o figado reduzir a biliverdina a bilirubina,
o que foi observado por Barry € LEvINE (77). Na bilis de certos ani-
mais (rd) encontra-se a biliverdina, e nido se acha a bilirubina.

As biliverdinas formam ferricloretos, como o demonstraram
FiscHER e seus colaboradores (78). LemBErG estudou detidamente o
ester verdoheminico de WARBURG e NEGELEIN (79), caraterizou as ver-
doheminas como hemocromogéneos piridinicos das isobiliverdinas e
para elas propds o nome de verdohemocromogéneo.

Ao contrario dos ferricloretos biliverdinicos, as verdoheminas
ainda manteem o ferro em combinacio complexa e sdo, como o de-
monstrou LEMBERG (80), complexos do Fe'™ em que a piridina se
liga ao metal que se acha na forma «facilmente liberavel». Esse
mesmo pesquisador indicou a presenga, nas verdoheminas, de cadéia

aberta, mantida em posicdo, todavia, pelo dtomo central, de ferro,
e concluiu das investigages feitas, que esses compostos sdo hemo-
cromogéneos dos pigmentos biliares, em que o anel se acha aberto.
O composto livre de ferro ndo é, provavelmente, idéntico a biliver-
dina, mas, instavel, nesta facilmente se transforma.
O mecanismo da transfirmagdo da hemoglobina em bilirubina
¢, segundo LEMBERG, o seguinte:
a) rutura, por oxidagio, do anel porfirinico no grupo «me-
tina a»
b) formagdo dum pigmento — o verdohemocromogéneo — em
que ainda se acham a globina e o ferro
¢) transformagio do verdohemocromogéneo, por perda da pro-

teina e do metal, em biliverdina e, finalmente, em bili-
rubina
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A abertura do anel
transforma o hemocromo-
géneo em um niicleo de
pigmento biliar, e a es-
tabilidade do complexo de-
cresce. Como nos hemo-
cromogéneos, enquanto o
ferro central mantiver os
seus seis pontos de coor-
denacdo satisfeitos, o anel,
apesar de aberto, conserva
a sua forma no verdohe-
mocromogéneo. O A4cido
cloridrico remove a piri-
dina e o verdoheme se oxi-
da e se transforma em ver-
dohemina a qual, por seu
turno, se desdobra em
Cl, Fe e isobiliverdina que
ce isomerisa, transforman-
do o azoto do niicleo pir-
rolico Il em azoto ter-
ciario basico, e da por
fim a bilirubina,

No organismo, 3 vis-
ta de a hemoglobina ser
o composto oxidado — e
nio, como no modelo aci-
ma, o hemocromogéneo pi-
ridinico — o composto ver-
dohemico é a verdohemo-
globina, ou a verdohemo-
cromogeneoglobina. A hi-
drazina — redutor usado
nas pesquizas descritas —
se substitue, no ser vivo,
por um sistema enzimatico,
de acio redutora. Quan-
to & oxidagdo, ndo € ne-
cessario fazer intervir a
acdo de fermentos espe-
ciais, pois o heme da pré-
pria molécula hemoglo-
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binica, ou do citocromo, age como catalisador, O trabalho de LEMBERG
mostra que a formagio dos pigmentos biliares no organismo € a con-
sequéncia natural da agido catalitica do ferro hemico sobre a propria
molécula do heme.

As reacoes descritas se obteem facilmente in vifro, pelo trata-
mento do hemocromogéneo piridinico pelo dcido ascérbico: forma-se
o verdohemocromogéneo em que o ferro se encontra sob forma «facil-
mente liberavel» e, portanto, separavel pelo 4cido cloridrico diluido.
Consegue-se, assim, a biliverdina que, hidrogenada, dd a bilirubina.
Os estados intermedidrios dessa transformagdo — hemoglobina —
bilirubina — foram encontrados por LEMBERG no organismo, o que
mostra que o mecanismo descrito corresponde ao da evolucdo fisio-
légica normal do pigmento sanguineo, e confirma as observagoes
de THomas em relagio ao fato de mesmo doses massicas de hemo-
globina ndo darem, ao desintegrar-se no corpo, origem a eliminagdo
de porfirina. Um dos pontos caracteristicos dessa desintegracio €, como
se vé, a ruptura do anel porfirinico, o que exclue a possibilidade de
se eliminar, ulteriormente, o nficleo tetrapirrélico.

A sintese das porfirinas, que se realiza nos orgios hematopoié-
ticos, se prolonga, por via de regra, na formacio das ferro-porfirinas.
Acidentalmente, devido a intoxica¢Ges por certos metais, como o chum-
bo, p. ex., ou a desvios do metabolismo dos pigmentos, pode su-
ceder que parte variavel da porfirina sintetizada ndo se combine com
o ferro, e permaneca livre. Essa fragdo se elimina apds se haver
carboxilado, fenémeno verificado por VAN der BergH e seus colabo-
radores. Em certos estados morbidos, observa-se tambem a forma-
¢do duma porfirina isbmera da que se encontra no grupo prostético
da hemoglobina, incapaz de ligar-se ao ferro e, portanto, de formar
a hematina. Essa porfirina se carboxila e se elimina, dando a copro
e a uroporfirina que, neste caso, sdo isomeras das normais.

THomAs evidenciou a existéncia dum mecanismo especial, de
desintegracio que, quando em exercicio, liberta a porfirina inalterada.
Como vimos, o processo normal de desintegragdo porfirinica se inicia
pela oxidagdo do niicleo tetrapirrélico seguida da rutura do mesmo
num dos grupos metina, o que exclue a possibilidade de re-sintese da
porfirina. Esse pesquizador verificou que a hematina depois de haver
passado por uma série de oxidagdes e de redugdes alternadas, pelo
ferricianeto e pelo hidrosulfito — hematina modificada, ou hematina c,
de RocHE e BENEVENT (81), cujo ferro é facilmente separavel —
nao sofre cisdo no organismo. [In vitro ela nio ¢ oxidavel, nio da,
em presenca do oxigénio e do dcido ascoérbico, origem ao verdo-
hemocromogéneo, ao passo que a hematina «normal» o faz facilmente.
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THomAs pensa que, no organismo, a via preferencial de desin-
tegracdo do citocromo ¢ seja a que se adata ao mecanismo que aca-
bamos de citar. A cisdo originada pela oxidacio do miicleo tetrapir-
rélico, tao facilmente verificavel no caso da hemoglobina, dificilmente
se observa no citocromo ¢ que, em compensacio, se decompde com
facilidade em meio fracamente dcido, e o ferro se elimina sem que se
rompa o anel porfirinico. O citado pesquisador verificou que o ci-
tocromo, injetado no animal por via hipodérmica, se desdobra e da
uma porfirina que € a tipica citocromica, descrita por HiLL e KEILIN.

Como em meio dcido as radiagdes violetas, em particular, mui-
to favorecem a libertacgio do ferro dos complexos heminicos, € bem
possivel que a luz intervenha nos fendémenos do metabolismo dos
pigmentos ferro-porfirinicos ao nivel dos tecidos cutianeos, por via ca-
talitica.

v
DETERMINACAO DO FERRO SERICO

Experiéncias feitas com cdes (82) mostraram que o nivel do
ferro sérico é ordinariamente constante nos animais mantidos em je-
jum, e que a percentagem desse metal no soro se eleva em seguida
a administra¢io de sais minerais de ferro, quando se obteem niimeros
tres ou quatro vezes mais altos, que decrescem lentamente até vol-
verem ao nivel inicial — o do jejum — apds algumas horas decorridas.
Fenoémeno semelhante se d4 com o homem (83).

O ferro sérico representa o absorvido pelo intestino, e que se
transporta pelo soro, e o resultante da decomposi¢iao da hemoglobina
e de outros compostos heminicos, que se dirige para o sistema hemato-
poiético, ou para os tecidos. De acordo com o que hoje se sabe, €
provavel que o ferro sérico meca o metabolismo desse metal. Em
casos de grande hemorragia, entre nés Araujo achou taxas extrema-
mente baixas.

O estudo do ferro sérico transcende, como se vé, de simples
curiosidade fisiolégica, e surge como problema de alta significagdo
bioldgica.

A determinacio do ferro sérico é, devido as baixissimas taxas
encontradas, a necessidade, por vezes muito comum, de se restringir
o volume do soro empregado na andlise, e ao perigo permanente de
hemdlise, assunto de particular delicadeza. A eliminacio completa
da hemoglobina é condigdo indispensavel ao bom exito do trabalho,
e deve ser realizada, seja pelo preparo de soro perfeitamente isento
dela, como o procuram fazer FowweATHER (84), MOORE, e outros,
seja pela precipitagio e consequente separagio de todo o hemocromo-
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géneo porventura existente mo material, como o fizeram BARKkAN (85),
(80) (87), HEILMEYER, LEDERER e MAESSCHALCK (88), etc..

" Moorg, modificando levemente a técnica de FOWWEATHER, re-
colhe o sangue num tubo de centrifugacio parafinado, centrifuga-o
de pronto a velocidade de 2500 rotagdes por minuto, durante 3/, de
hora. Esse investigador notou que, mesmo em casos em que se to-
mavam todas as precaugdes, a hemodlise se produzia, especialmente

-

quando a centrifugacio ndo se seguia imediatamente A colheita do
material.

Tomando-se, para calcular-se a hemoglobina a partir do ferro,
o fator 0,336, como o faz BARkAN, e 10cc a 15cc de soro para a de-
terminacdo, como o indica MoORE, e sabendo-se que o ferro sérico exis-
te em quantidades que normalmente variam entre 50 e 180 micro-
gramas de Fe por 100cc, verifica-se que basta haver 1,5 mg. a 5,4 mg.
de hemoglobina nos 10cc para que sé o metal do hemocromogéneo
presente equivalha a todo o que normalmente se acha no soro.

BiNG e HANzAL, incapazes de reproduzir os resultados conse-
guidos por FOwWEATHER, declaram ser indispensavel descobrir-se meio
de medir a hemoglobina existente, e para tanto propdem um processo
baseado na cor que, sob certas condicdes, a benzidina d4 com esse
pigmento. Acontece, porem, que apenas 75 0 da hemoglobina ajun-
tada ao soro pode ser assim recuperada. E’, pois, necessario esta-
belecer-se, para cada série de determinacoes, um «fator de recuperagdo»,
o que di ao método feicdo laboriosa, delicada, e o torna passivel
de grave causa de erro.

Moorg, seguindo o caminho indicado por BING e HANzAL,
dosa pela benzidina a hemoglobina presente no soro, deduz o ferro
que nela se acha e faz esse fator de correcdo entrar no cilculo da per-
centagem do ferro sérico. A delicadeza desse modo de operar, e as

causas de erro dele decorrentes sio reconhecidas e discutidas pelo
proprio MOORE.

A obtencio de soro livre de hemoglobina é tarefa quase irrea-
lisavel pois, como o observa LEDERER, basta exercer pressio um pouco
mais forte ao aspirar, ou ao expelir, ¢ sangue para que a hemélise
se dé. Essas dificuldades extremamente sérias levaram outros in-
vestigadores a eliminar o pigmento por meio da desproteinisacio pelo
icido tricloracético. FowwWEATHER, e depois TompserT (89), entre ou-
tros, fizeram a essa técnica duas objecGes de monta, a saber:

a) o ferro sérico €, desse modo, considerado como ndo pro-

teico, e isso ndo se acha demonstrado.
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b) apreciaveis quantidades de verdadeiro ferro sérico se arras-
tam, talvez por processo de coprecipitagio, pelo volumoso
precipitado que se forma, e escapam, assim, & dosagem.

Essas criticas muito sérias mereceram toda a consideragio dos
investigadores interessados no assunto. BarxkAN verificou que o A4ci-
do cloridrico diluido ionisa todo o ferro sérico a que a hemoglobina,
posta nas mesmas condicdes, ndo liberta o seu. HEILMEYER, para ve-
rificar a seguranca do processo, dosott o pigmento presente no soro,
calculou o ferro dele proveniente, determinou em seguida o ferro
«facilmente liberavel» e, por fim, o total. Os resultados obtidos

Fe hemoglobinico - Fe facilmente liberavel — Fe total
mostram que:

1) o dcido cloridrico diluido liberta todo o ferro sérico

2) o ferro «facilmente liberavel» representa a totalidade do
ferro sérico

O processo de desproteinisagdo tricloracética é, pois, seguro.

— Os métodos quimicos destinados a determinagao de quanti-
dades pequenissimas de ferro sdo, como o vimos, numerosos, mas nem
todos se prestam bem ao fim que temos em vista, quer por ndo apre:
sentarem suficiente sensibilidade, quer por se sujeitarem a numerosas
influéncias prejudiciais, quer, ainda, por serem de execugdo laboriosa
e delicada.

Para a dosagem desse metal no soro, os processos que maior
aceitacio teem tido sdo o do tiocianato, o do 4cido tioglicélico, o
da ¢ — o — dipiridina e, ultimamente, o da o — fenantrolina,
A extrema sensibilidade do método do dcido protocatéquico, publicado
recentemente; o fato de, nas condi¢des descritas, tanto o Fe™ como
o Fe ™" se comportarem de modo idéntico, de maneira a tornar des-
necessario trabalho prévio de redugido, ou de oxidagdo; a grande sim-
plicidade da técnica indicada, levaram-nos a aplici-lo a determinagio
do ferro sérico.

METODO

A dosagem do ferro sérico encerra as trés fases seguintes:
1) ionisacio do ferro
2) desproteinisagio do soro

3) determinagio do metal presente no liquido resultante do
tratamento anterior,
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1
IONISAGAO DO FERRO

BArRkAN demonstrou que a incubacio do soro em presenga do
dcido cloridrico diluido, & temperatura de 370C, durante certo tempo,
permite que se determine o ferro no liquido incolor e limpido obtido
pela desproteinisa¢io pelo dcido tricloracetico, ou pela ultrafiltracio,
sem que se verifiquem as perdas mencionadas por FOWWEATHER, Tom-
PSETT, e outros. Virias tém sido as concentracoes de C/H indicadas.
No presente trabalho empregamos C/H 0.2 N, pois mesmo no caso
do sangue total, variacGes entre 0.1 N a 0.3 N nido alteram os resultados,
e assim procedemos:

Em tubos de centrifugacio de 10cc de capacidade util, gradua-
dos a altura de 1cc, 2cc, 3cc, 4ce, 5cc e bce, poem-se volumes de
soro compreendidos entre 0.5cc e 3cc, exactamente medidos; ajunta-
se, entdo, C/H 0.2 N em quantidade igual a metade da de soro em-
pregada na andlise; arrolham-se os {ubos e colocam-se na estufa re-
gulada a 37°C durante, no minimo, duas horas. Se o periodo de
incubacio puder ser mais longo, espaco de tempo conveniente é o
que se compreende entre 16 e 24 horas. BARKAN recomenda uma
hora, no minimo; em geral, porem, ele deixa na estufa durante a
noite, a incubar.

QOs tubos resfriam-se, em seguida, & temperatura ambiente,

2
DESPROTEINISACAO DO SORO

Ao soro dcido, resfriado, ajunta-se volume de dcido tricloracé-
tico a 20 %6 igual ao de acido cloridrico usado na ionisagdo do ferro.
O desproteinisante deve ser posto as gotas, cuidadosamente, e a mis-
tura se faz cautelosa e completamente. A altura alcancada pelo li-
quido que se encontra no tubo, deve corresponder a uma das gra-
duagbes especificadas. Deixa-se a mistura repousar durante uma hora.
Centrifuga-se, entdo, energicamente durante 15 minutos, a velocidade
de 2500 rotagdes por minuto: o codgulo se separa inteiramente, e o
liquido obtido, em que se encontra todo o ferro sérico, é perfeitamen-
te incolor e limpido.

3

DETERMINAGCAO DO FERRO PRESENTE NO LIQUIDO RESULTANTE DO
TRATAMENTO ANTERIOR

A dosagem do ferro fazemo-la pelo método de Salomé Pereira

e, no caso presente, empregamos para o desenvolvimento da cor, os
reagentes seguintes:
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1) Acido protocatéquico. Num volumétrico de 100 cc pdese 0,1 gr.
de dcido protocatéquico e dissolve-se a tem-
peratura ambiente por meio de alcool etilico
a 50 9%, Completa-se o volume com o solvente.

2) NH,; OH 3N
3) SO; H, 3N
4) Mistura de SO, (NH,), N (4 partes) e NH, OH N (uma parte)

— Uma parte aliquota — a maior possivel — exatamente me-
dida, do liquido desproteinisado, transfere-se para um tubo de vidro
Pyrex, ou Jena, de 100 mms.x 13 mms., graduado i altura de 1,5cc,
2cc, 2.5¢c, 3cc, 3.5cc, 4cc, 4.5¢cc e 5¢ce. Ajunta-se 0.1cc do reagente (1) e
por cc do desproteinisado recolhido adiciona-se, medido por pipeta
de 0.lcc graduada em milésimos de cc, 0.1cc do reativo (2). Adiciona-
se, entdo, o reagente (4), gota a gota, sob constante agitacio, até a
cor vermelha caracteristica desenvolver-se plenamente, Completa-se, en-
tao, com o mesmo alcalinisante, volume conveniente, marcado na pa-
rede do tubo, e que, por via de regra, deve ser o menor possivel.

Se a adi¢io do reativo (2) determinar por si so (0.lcc) o
aparecimento da cor caracteristica do ferro em presenga do dcido pro-
tocatéquico, o que significa estar alcalino o meio, convem acidificar
levemente o liquido por meio de um traco do reagente (3) e leva-lo
em seguida ao pH util, pela mistura (4).

Durante todo o processo, faz-se ao mesmo tempo, sob condigdes
rigorosamente iguais, um «branco», que servird de liquido de com-
pensacio.

Todos os reagentes, todas as solugdes devem ser preparados a
partir de corpos do mais alto grau de pureza, tio isentos de conta-
minagdes — particularmente de ferro — quanto possivel.

As medidas fotométricas fazem-se no fotémetro de Pulfrich,
interpondo-se o filtro S50 e empregando-se microcubas de 50 mms,
de espessura, Lé-se a transparéncia, D, determina-se a extingdo, E,
calcula-se o coeficiénte de extingdo, k, e pela férmula seguinte ob-
tem-se a concentracio do ferro no soro analisado:

mg. Fe em 100cc de soro — =

em que V é o volume total da solucio em que se desenvolveu a cor
e v, o do soro tomado para a determinacdo.
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cidos pelo

método que

soro (de gestante) dez
se no quadro seguinte:

RESULTADOS
Afim de se verificar a reprodutibilidade dos resultados forne-

acabamos de descrever, fizemos no mesmo
determinagbes, ¢ os niimeros obtidos acham-

97

Volume de soro | Volume de sora ;
tomado para a correspondente | Volume final da
andlise i parte aliquota | golucio  corada D E
tomada
cc cc cc
1.0 0.50 1.5 80 0.097
1.0 0.65 15 5 0.125
1.5 1.00 2.5 76 0.119
1.5 1.00 25 76 0.119
20 1.35 35 8 0.108
2.0 1.35 35 17 0.114
25 1.50 4.5 80 0.097
25 1.50 45 80 0.007
3.0 2.00 50 8 0.108
3.0 2.00 5.0 11 0.114
Média

.

Fe per
100 cc
de soro

mg

- —

0.053
0.054
0.057
0.057
0.053
0.055
0.053
0.053
0.051
0.053
0.054

Para se verificar a influéncia de pequenas quantidades de he-
moglobina no soro, fizemos quatro determinacoes de ferro mo mesmo
produto a que se ajuntou o pigmento.

Os resultados veem-se no

quadro a seguir:
Volume de SD_I; Volume de soro Hemoglobina | Volume da Fe per
tomado para a correspondente | juntada ao solugdo 100 cc
anilise a P“;“ aliquota soro corada D E k de soro
omada
ce ce mg cc mg
2.0 1.0 1.00 3.0 79 0.102 | 0.020 0.056
20 1.0 1.60 3.0 80 0.097 | 0.019 0.053
20 1.0 3.50 3.0 79 0.102 | 0.020 0.056
20 1.0 5.80 3.0 81 0.092 | 0.018 0.050
O erro «standard» €, pois
- > (dz)
—— = 0.0006
n (n-1)
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COMENTARIOS SOBRE O METODO

A incubag¢do previa do soro com A4cido cloridrico diluido é in-
dispensavel em todos os processos em que o ferro se vai dosar no
liquide desproteinisado, como o demonstrou BARKAN; nesse caso, o
dcido tricloracético pode ser usado, e as objecdes de FOWWEATHER e
de outros, perdem o valor, O tempo minimo de incubacio €, se-
gundo BARkAN, uma hora. Esse investigador, porem, acha preferi-
vel deixar o dcido agir durante a noite, e assim procede quase sempre.
Pessoalmente, achamos aconselhavel aumentar o espago minimo de
tempo, de uma para duas a trés horas, Em geral, porem, o periodo
de 16 a 24 horas é o que se deve tomar.

E’ de toda conveniéncia esperar-se que o dcido tricloracético
haja pelo espaco de uma hora, antes de submeter a solugio a centri-
fugacdo enérgica indicada: o liquido assim obtido é limpido e incolor.

Tragos de hemoglobina ndo prejudicam os resultados, pois o
hemocromogéneo € precipitado pelo desproteinisante. As pseudo-hemo-
globinas libertam o ferro, sob a agdo do 4cido cloridrico diluido, de
modo que os soros fortemente hemolisados ddo nlimeros que nio
correspondem aos reais.

E’ de inteira conveniéncia ajustar-se a acidez do liquido corado
a do tampdo: se a quantidade de NH, OH 3N determinar o apareci-
mento da cor vermelha caracteristica, quer por nio corresponderem os
reagentes exatamente as concentracdes indicadas, quer por ter havi-
do engano nas medidas feitas, a cor deve ser desfeita pela menor
quantidade possivel de SO, H, 3 N, e restabelecida logo em seguida
pelo reagente (4).

Afim de evitar-se que a oxidagdo do dcido protocatético — o
que facilmente se reconhece pelo tom amarelado que o liquido toma
— falseie os resultados, é preferivel fazer-se a leitura 5 a 10 minutos
depois do aparecimento da cor vermelha, Tempo mais longo pode
permitir-se — 20 ou 30 minutos — mas desde que o mais leve in-
dicio de amarelo surja, no «branco» ou na solu¢gio em que se dosa
o ferro, a anilise deve ser repetida.

As solugdes coradas devem conservar-se em local fresco, longe
dos raios solares, preferivelmente no escuro. Enquanto pesquisas ul-
teriores nio revelarem meio seguro de manter longamente a estabili-
dade da cor, essas precaucdes devem ser observadas: o 4cido proto-
catéquico é fortemente redutor, e facilmente se oxida, particularmente
em meio alcalino: desenvolve-se, entio, tom amarelado que se inten-
sifica pelo passar do tempo.
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Nas condi¢goes da técnica descrita (65), a temperatura, entre
200C e 30°C pelo menos, ndo exerce acdo prejudicial. E’ conve-
niente que a solugio em que se acha o dacido prototéquico ndo se
submeta a temperatura superior a 300C.

Pelo presente método, todo o ferro, quer se ache como Fet'+
quer se encontre sob forma de Fett se determina, e nio hid necessi-
dade alguma de trabalho prévio de redugdo, como nos processos
em que o complexo corado s6 se forma com o Fe'™ (¢« — « — diri-
ridina, o — fenantrolina, etc.), ou de oxidacio, como nos em que
s6 0 Fe™ produz a desejada cor («ferron», salicilaldoxima, dcido sa-
licilico, etc.).

No caso do plasma, o sangue pode ser citratado, ou oxalatado,
pois, como o demonstrou SALOME PEREIRA, em presenca desses ionios
a cor, ao cabo de 8 minutos, apresenta o mdximo de intensidade. O
jionio fosfato, no soro, nio intervem e, nas condi¢des descritas no pre-
sente trabalho, a precaucdo a tomar-se, indicada pelo autor (63), de
ajuntar citrato de amodneo afim de impedir-se a influéncia prejudi-
cial do POy, nido se torna necessiria.

Apesar do uso do «branco» para fins de compensacdo, todos
os reativos devem ser da mais pura qualidade, tdo isentos de impu-
rezas — particularmente de ferro — quanto possivel. Todos os cui-
dados se devem tomar afim de se evitar que o ferro, elemento de
grande ubiquidade, contamine o material com que se fazem as de-
terminacges.
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SUMMARY

This paper is divided into four parts,

Part 1 revews recent advances in our knowlege of the bio-
logical function of iron.

Part 1l deals with colorimetric procedures for the determina-
tion of iron. Brief comments are made on seventeen methods amongst
the most favoured by researchers.

Part 11l deals with the physiological significance of serum iron,
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Part IV is doveted to the Author’s contribution to the study of
serum and plasma iron. A method for the measurement of the total
iron in serum or plasma, is described. It involves incubation with
dilute hydrochloric acid, elimination of hemoglobin with trichloracetic
acid (BARKAN) and the measurement in the Zeiss PULFRICH photometer
of the iron complex of protocatechuic acid (SALOME PEREIRA (65)).

METHOD
Reagents

1) Hydrochloric acid, 0.2 N
2) Trichloracetic acid, 20 per cent solution
3) Ammonium hydroxide, 3 N

4) Protocatechuic acid, 0.1 per cent solution in 50 per cent
ethyl alcohol.

5) N Ammonium hydroxide (1 part) — N Ammonium sulfate
(4 parts) mixture.

Procedure. Add 1 volume (0.25 to 1.5 ml) of reagent (1) to
2 volumes (0.5 to 3 ml) of blood serum or plasma in a centrifuge
tube graduated at 1, 2, 3, 4, 5 and 6 ml. Keep at 37°C for at least
2 hours, preferably overnight. Cool to room temperature, add 1 vo-
lume (0.25 tol.5 ml) of reagent (2), mix cautiously but thoroughly
and let stand for 1 hour at room temperature. Centrifuge the tube
for about 15 minutes at 2500 to 3000 revolutions per minute. The
total volume should correspond to one of the marks on the wall of
the tube; if not, make up exactly to the nearest graduation with re-
distilled water. The clear supernatant fluid is carefully decanted into
a clean, dry test-tube 75x11 mms,, and as large as possible an ali-
quot of it is measured into a Pyrex test-tube 75x 11 mms, graduated at
1.5, 2, 2,5, 3, 3.5, 4, 4.5 and 5 ml, with a pipette graduated to
tenths. To the cold, acid solution 0.1 ml of reagent (3) for each
ml measured, 0.05 to 0.1 ml of reagent (4) and reagent (5), drop
by drop, are successively added with thorough mixing after each
addition until the characteristi color develops. The contents of the
tube are then diluted to an apropriate volume which, as a rule, should
be as low as possible in order to have convenient readings in the photo-
meter. A blank is carried through the entire procedure, at the same
time, under exactly the same conditions, to serve as compensating
liquid.,

The photometric measurements are made with the Zeiss PULFRICH
photometer. 1 ml of the colored solution is run into the absorption
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cell of the instrument, the blank is placed in the other cell of the photo-
meter, and the extinction is defermined with the use of Filter S-50
and microcells of 50 mms length. The extinction, E, is either read
from a calibrated drum on the photometer or calculated from the
transparency, D. The extinction coefficent, k, is then obtained by di-
viding E by 5, the length of the microcell used (in cms).

The color readings must be made within 8 to 15 minutes after
the addition of the reagents.

Comments on the method are made.
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