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“A oniniao de um homem pode mudar honrosamente,

desde que 1 sua consciéncia ndo mude.”

Victor Hugo.
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1.1 - Figuras

NUMERO |ASSUNTO PAGINA
01 Cristais obtidos do sangue de capivara técnica 2,

com luto, aumento 6,3, optovar 1,6, duplo filtro

azul, sem imersao. 87
02 Cristais obtidos do sangue de capivara técnica 2,

com luto, aumento 16, optovar 1,6, duplo filtro

azul, com imersao. 88
03 Cristais obtidos do sangue de capivara técnica 2,

com luto, aumento 100, optovar 1,6, filiro azul,

com imerséo. 89
04 Cristais obtidos do sangue de capivara técnica 2,

sem luto, aumento 40, optovar 1,25, filtro azul,

sem imersao. 90
05 Cristais obtidos do sangue de capivara técnica 2,

sem luto, aumento 100, optovar 1,25, filtro azul,

com imersao.
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li. RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo selecionar um método
para identificacdo de animais, fornecendo subsidios indispensaveis
para a caracterizacao ou descaracierizacdo de crime, tanto na matanca
de animais silvestres como torturas de animais domésticos, ambos
protegidos por lei, bem como verificar a cristalizagdo da hemoglobina,
mais precisamente da oxihemoglobina, em sangue “in natura”, com
anticoaguiante e coagulado de capivaras.

Esta € a mais delicada prova das diferencas de constituicdo
quimica da hemoglobina, pois se acompanha da diferenca de estrutura
fisica. Aliado a isto, esta técnica possui baixo custo de implantagao,
rapidez na obtencao dos resultados, por ser de facil preparagdo e
manejo.

No presente trabalho foram utilizadas preparacbes
modificadas de COSTA (1933).

Apés a compilagdo e analise dos dados verificou-se que a
quantidade, o tamanho, a cor, o local e o contorno do cristal ndo estédo

associados ao sexo do animal e que a quantidade de cristal depende



da tecnica empregada, sendo a técnica 2 (sangue fresco oxalatado é
centrifugado, o sedimento é laqueado pela saponina; junta-se sulfato
de sédio, agita-se energicamente e em seguida centrifuga-se durante
10 minutos na velocidade 4 ) a que produz mais cristais.

Observou-se também que das técnicas empregadas,
nenhuma influenciou o contorno do cristal obtido.

Das técnicas utilizadas constatou-se que a técnica de n° 02 é
a que produz cristais maiores, com coloracdo mais intensa (rosa
intenso) e com distribuicdo regular na lamina.

Também .observou-se gue a quantidade, o tamanho e a
iocalizacao do cristal nao estao associados a utilizacao ou nzo do luio,
somente apds 48 horas com iuto, houve influéncia na coloracido e no

contorno dos cristais.



ll. INTRODUGAO

ll.1 CARACTERIZAGAO DO SANGUE.

O estudo do sangue € realizado pela hematologia forense.
Este € de grande importancia para o Direito Penal e para o Direito Civil.

QO sangue & constituido de uma parte liquida e uma parte
sOlida. Nesta ultima, encontram-se os elementos figurados. Sabe-se
que, em dado volume de sangue, ha aproximadamente 40 a 45% de
hemacias. Em um milimetro de sangue periférico, existem cerca de
5.400.000 heméacias, no homem, e 4.800.000 na mulher. A hemacia é
importante devido a presenca de hemoglobina em seu protoplasma (
DI FIORI, 1960; COSTA, & CHAVES, 1953 ).

No organismo, a sua cor varia do vermelho vivo (sangue
arterial) ao vermelho escuro {sangue venoso). O ph e
aproximadamente 7,54 (DOREA 1989).

A massa sanguinea, representa aproximadamente um terco
do peso total de uma pessoa, significando que entre cinco e seis litros

deste componente bioldgico circulam normalmente no corpo.



Ja nos animais domésticos, sao encontradas diferentes
quantidades de hemacias por mm® de sangue, sendo, no cavailo,
aproximadamente 6.940.000, variando entre 6,0 milhdes e 12 milhes,
por milimetro cubico de sangue; na vaca 6.325.000, variando entre §
e 10 milhdes; no carneiro 8.120.000, variando de 8 e 10 milhdes; na
cabra 13.940.000, variando de 8 e 18 milhdes; no porco 7.440.000,
variando de 5 e 8 milhdes; e no cdo 6.160.000, variando de 55 e 8,5
mithdes { PIZA JR, 1949, BROWN, 1982). Ja dentro os animais
silvestres, encontra-se para o Jacaré de papo amarelo 0s seguintes
valores de hemacias: 94.000 para machos e 98.500 para fémeas no
inverno, e 316.700 para machos e 240.800 para fémeas no outono.
Estes valores variam muiio nos jacarés jovens, apresentando para os
machos 162.700 no inverno e 306.600 no outono. Ja para as fémeas
jovens 341.700 no inverno e 416.700 no outox;:o (VERDADE, 1993).
Para as capivaras encontra-se para os machos 4.670.000 e para as
fémeas 4.800.700 (JIMENEZ, 1995).

Na parte liquida do sangue humano, ha glucidios (agucar,
glicose, efc), lipides-lipdides (colesterol) e prétides-proteinas

(fibrogénio, protrombina, albumina, glubilinas, etc). Ha &acidos graxos



diversos, acidos latico, oxélico e dUrico, adrenalina, aminoacidos,
amoniaco, anidrido carbdnico, biiirrébina, cobre, colesterol, creatina,
corpos cetdnicos, euglubulina, fendis, ferro, fosfatases, fosfolipides,
lecitina, cefalina, esfingomielina, glicose, guanidina, indicana,
magnésio, uréia, etc., (DOREA, 1989).

Nos animais, de uma forma geral, o plasma representa mais
de 60 % do volume fotal de sangue, possui densidade proxima a da
maioria dos animais domésticos ( entre 1,04 - 1,06 ), além de pH entre
7,2 a 7,6. Além disso, € composto de agua ( 90% ), diversos sais
minerais, tais como o0s cloretos, carbonatos, sulfatos e fosfatos de
sodio, potassio, calcio, magnésio e ferro, além de albumina, globulina,
ﬁbrinogénip, giucose, ievulose, galactose, matérias graxas, sabdes,

colesterol, lecitinas, uréia, gases, etc. ( PIZA JR., 1949 ).

li. 2-CONSIDERAGCOES SOBRE A HEMOGLOBINA.

E no glébulo vermelho que também se encontram

aglutindégenos (DOREA, 1989).



A molécula da hemoglobina dos mamiferos é um tetramero de
peso molecular de aproximadamente 64.500, cujas dimensdes sao
B64x55x50 Angstron, formada por quatro subunidades cada uma, de
peso molecular de aproximadamente 16.000 cada uma, contendo um
grupo heme ligado a um polipeptideo. O grupo heme, € um anel
protoporfirinico contendo radical de ferro ( Fe++) no seu centro. Das
subunidades, duas s&c denominadas cadeias alfa, cada uma
constituida de 141 residuos de aminoacidos e as outras duas
denominadas de cadeias beta, com 146 residuos de aminoacidos. Uma
macromolécula tipica, a hemogliobina é formada por aproximadamente
12.000 atomos e tem uma forma geométrica parecida com um pegueno
globc de 400nm de diametro ( um nandmetro equivale a um
milionésimo de milimetro).

Ha na natureza 20 aminc-acidos que combinados de
diferentes maneiras constituem os milhares de diferentes proteinas
presentes em cada ser vivo.

Os aminoc-acidos que constituem uma proteina, sado unidos

por ligagcdes quimicas forites chamadas de ligagcdes peptidicas
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formando o que se denomina cadeia polipeptidica, (contendo em geral,
centenas de amino-acidos).

A sequéncia dos amino-acidos das cadeias polipeptidicas de
uma proteina € conhecida como estrutura primaria da proteina.

Mas, ndo é apenas a estrutura primaria que confere a proteina
suas propriedades bioquimicas; as cadeias polipeptidicas s&o
estruturas tridimensionais, cuja formacao espacial € muito importante
para o papel bioldgico que a proteina ira desempenhar. O arranjo
espacial das cadeias polipettidicas constituem a estrutura secundaria
da proteina. Exemplo, a estrutura helicoidal chamada hélice alfa.

A estrutura secundaria, porém, nac é completamente rigida, a
hélice alfa, por exempio, pode enovelar-se sobre si mesma de
diferentes maneiras, caracterizando ¢ que se chama de estrutura
terciaria da proteina. A hemoglobina, por ser formada por quatro
cadeias polipeptidicas, pode se arranjar no espa¢o uma em relacao as
outras, esta disposicdo espacial assumida pelas diversas cadeias, é
chamada de estrutura quaternaria.

Como as ligacbes peptidicas sdo ligacbes quimicas fortes, e

portanto mais estaveis, a estrutura primaria de uma proteina é pouco
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sensivel a mudancas que venham a ocorrer no meio ambiente. Ja as
estruturas secundarias, terciarias e quaternarias, estabilizadas por
ligacdes quimicas fracas, como as pontes de hidrogénio, sao sensiveis
a elevacdo da temperatura e a presenca de certas substancias
quimicas do meio.

Quando uma mudanga no meio ambiente destroi
gradativamente as estruturas quaternaria, terciaria e secundaria, diz-se
que a proteina se desnaturou. Se a mudanga nao for muito brusca e as
condicdes iniciais forem restabelecidas, a proteina pode recuperar suas
propriedades originais, pois as informacdes quanio a orientacdo
espacial estao contidos na estrutura primaria.

Em todos os vertebrados, a hemogilobina é responsavel pelo
transporte de O, , através da corrente sanguinea, levando-o dos
pulmdes ou das guelras aos diversos tecidos do organismo.

A hemoglobina contém além das cadeias polipeptidicas os
chamados grupos prostéticos, que lhe conferem suas propriedades
quimicas especiais, 0 chamado heme, formado por um anel de atomos
de carbono, nitrogénio, hidrogénio e oxigénio, com um atomo de ferro

no centro, chamado anel porfirinico.
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Deve-se ao heme a propriedade que a hemoglobina tem de se
combinar com moléculas de oxigénio, possibilitando-thes transporta-io
ou armazena-lo.

Na moleécula de hemoglobina ha uma interacéo especial entre
0s hemes, denominada alosteria.

Gréc;as a alosteria um heme é capaz de saber se alguns dos
outros hemes esta ligada ou nao a uma molecuia de oxigénio.

Devido as variagbes das cadeias polipeptidicas, distinguem-se
varias tipos de hemogiobina, dos quais trés sdo consideradas normais:
as hemoglobinas A1, A2 e F. A hemoglobina A1 ( HB A1) representa
97% de seu total, no adulto, e € a combinacio de duas cadeias Alfa e
duas Beta; a hemoglobina A2 ( HB A2) representa 2% desse total; ja a
F € a hemoglobina do Feto ( HB F) ( JUNQUEIRA & CARNEIRO,
1985; GUYTON, 1989; MARIGHETO, 1988 ).

O grupo prostético heme é um tetrapirrol ciclico, que é o
responsavel pela sua cor vermetha e por sua capacidade de transportar
oxigénio. Os tetrapirrdis, consistem de quatro moléculas de pirrol
unidas, em anel planar, por quatro pontes alfa-metilénicas; os beta

substituintes, determinam se o tetrapirrol € 0 heme ou um composto
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relacionado. No heme, esses grupos sao os grupos metit (M), Vinil (V) e
propionato (Pr), dispostos na ordem M,V,M,V,M,Pr.M. Um atomo de ion
ferroso ( FE2+ ) figura no centro desse anel planar { RODWELL, 1990;
HAYNES & HANAWALT, 1988 ).

A oxidacao do Fe 2+ da hemoglobina, destréi as atividades
biologicas dessas proteinas ( RODWELL, 1990 ).

Desta forma, a hemoglobina é formada por uma sequéncia de
aminoacidos, determinada geneticamente, formando um esqueieto da
mesma.

Esta constitui o pigmento colorido dos glébulos vermelhos
(cromoproteideo), sendo a substéncia mais abundante e importante
destas células. A caracteristica fundamental da hemoglobina, & a
facilidade com que fixa e cede o oxigénio ( DI FIORI, 1960;
CORMACK, 1984 ). Cada molécula de hemogiobina pode carregar
guatro moléculas de oxigénio, apenas por causa da avidez do oxigénio
pelo ferro contindo na hemogiobina. Esta avidez quimica, depende
muito da pressao, ou seja quando o oxigénio & empurrado com forca
contra a hemoglobina, a combinacéo ocorre em numero muito maior de

moléculas.
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Sob 80-100 mmhg de pressao nos alveéolos, o oxigénio satura
quase completamente a hemoglobina do sangue. Em 100 cm® de
sangue existe umas 15 gramas de hemogiobina; cada grama pode
carregar-se de 1,4 cm® de oxigénio. Portanto em 100 cm® de sangue
podera haver uns 20 cm?® de oxigénio combinado com hemoglobina (
oxi-hemoglobina). Ja nos tecidos em pressao mais baixa entre 20 - 30
mmHg e em temperatura alta, o oxigénio se desliga e o CO, se
combina com a hemoglobina representando aproximadamente 20%, de
carbamino-hemoglobina. O mecanismo de ligagao do CO, também &
determinado pela diferenca de pressao, existente de CO..

A molécula de hemoglobina se difrencia das demais por
conter ferro e ser facilmente cristalizavel. Ha diversas espécies de
hemogiobina, que se cristalizam em sistemas diferentes, conforme ©
sangue de sua proveniéncia (ZARZUELA, 1982 ).

Em um dado sangue pode haver uma ou diversas variedades
de hemogiobina; dai a necessidade, quando se estudar a sua
cristalizacdo, de tomar-se uma dessas variedades, pois cada uma se
apresenta, na espécie, sempre com as mesmas caracteristicas

cristalograficas.
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.2.1 ESTRUTURA DO GRUPO HEME

A capacidade da hemogiobina de se ligar ao O, e a outros
ligantes € devida a presenca do grupo prostético HEME. O grupo
prostético, ligado covalentemente a proteina envolve um atomo de ferro
coordenado ac anel tetrapirrdlico - a protoporfirina IX. Os nitrogénios
pirrdlicos constituem os quatro ligantes do atomo de ferro nas posicoes
equatoriais (CAREY, 1982 IN MARIGHETO). Na hemoglobina a 52
posicao de coordenacao é ocupada pelo nitrogénio imidazoéico da histidina
proximal F8. A sexta posicdo de coordenacdo pode ser ocupada por O;
(na oxihemog!obina); H20, CO, CN- ou estar vazia (na deoxihemogiobina).
Deste modo o Ferro forma um complexo de coordenacdo com simetria
octaédrica.

O Ferro pode ter dois estados de oxidacgo: estado ferroso (Fe™)
e férrico (Fe*). Cabe dizer aqui que a "raison d'etre" da hemoglobina é o
transporte de O, dos pulmoes para tecidos e isto requer que o O, se ligue
reversivelmente & hemoglobina Fe*?. Mas, no heme livre, em presenca de

O, o dtomo de Ferro no estado ferrosc € oxidado ao estado férrico,

16



enguantc que na hemoglobina, o atomo de Ferro se combina
reversiveimente com o O; e permanece no estado ferroso nas formas
oxigenada deoxigenada. Esta combinacdo reversivel com oxigénio €
possivel na hemoglobina pelas dobras das cadeias polipeptidicas ao redor
do heme proporcionando-the um meio hidrofébico (BALDWIN, 1975 IN
MARIGHETO). As dobras das cadeias polipeptidicas na hemoglobina
aparecem como sendo um padrao fundamental da natureza projetado
para manter o grupo heme num meio hidrofobico e entdo o atomo de
ferro pode combinar-se reversivelmente com oxigénio molecular
(PERUTZ, 1969 IN MARIGHETO). Por outro lado, a oxidacao irreversivel
do heme, quando esta isolado, se processa por um complexo
intermediario em que uma molécula de oxigénio forma uma ponte entre os
dois atomos de Ferro de dois hemes. Na hemoglobina as dobras das
cadeias polipeptidicas impedem a formagdo de tais pontes pelo
isolamento de cada heme em lugares separados. Além do mais, na
proteina, o Ferro esta ligado ao nitrogénio imidazoico da histidina F8, o
qual doa carga negativa possibilitando ao Ferro formar uma ligacdo fraca

com O, (PERUTZ, 1978 IN MARIGHETO). Desta maneira, 0 O, pode
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ligar-se reversivelmente ao Ferro sem mudar 0 estado de oxidacao de

Fe' para Fe™.

11.2.2 COORDENAGAO DO FERRO

Um atomoe de Ferro neutro tem 26 elétrons e pode apresentar 2
estados de oxidacdo: estado férrico (Fe *°) ou ferroso (Fe *?), sendo a
configuracdo orbital 3d° e 3d° respectivamente. Existem cinco orbitais 3d,
e em um meio ndo perturbado, isto &, no atomo de Ferro livre, eles tem a
mesma energia e sdo, portanto, degenerados. A distribuicdo dos elétrons
nos orbitais € determinada principalmente pela energia de repulsdo dos

elétrons dos orbitais sera;

Fe™” 1 T T T T
Fe? T4 1 T T T

Quadro 01 — Distribuicao dos elétrons nos orbitais.
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No caso da hemoglobina e de outros compostos nc contexto
bioldgico, o atomo de Ferro esta envolvido por ligantes e estes removem a
degenerescéncia dos orbitais 3d. O modelo mais simples que descreve
este efeito € o seguinte: cada ligante pode ser representado por uma
carga puntiforme negativa. O conjunto de cargas puntiforme originam
um campe de potencial-campo ligante-. Tem-se, que os elétrons d
estdo sujeitos a duas perturbacdes: o efeito da repuiséo eletrénica e o
efeito do campo ligante (MURRELL, et al., 1978 IN MARIGHETO). O
efeito do campo ligante com simetria octaédrica do tipo encontrado em
hemes no conjunto dos orbitais d é dividi-los em dois grupos discretos
de 3 orbitais com menor energia e 2 orbitais com maior energia,
separados pela energia do campo ligante, convencionaimente

simbolizada por A. Ver figura abaixo:

Quadro 02 — Efeito do campo ligante

19



A ocupacdo dos orbitais 3d pelos elétrons das magnitudes
relativas da ene{gié de separacéo do campo ligante e da energia de
repulsao eletrbnica (Er). Quando A é relativamente menor que Er, todos
os cincos orbitais 3d serdo preenchides, dando origem ao Ferro

alto-spin.

Fe alto-spin
(A<En)

e e
e T S

o+
[

Fe*® Fe

Quadro 03 — Ferro Alto Spin

No caso de Fe ™ alto spin, o spin total S = 5/2 e para Fe " alto
spin, S=2.

Quando a magnitude de A é significativamente maior que a
Er. Os elétrons 3d ocuparado os 3 orbitais de menor energia, originando

Ferro baixo-spin.
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Fe baixo-spin

(A > Er)
0 T
Tt R
T4 T4
Fe ™ Fe*

Quadro 04 — Ferro baixo - spin

De modo analogo para Fe * baixo-spin S = 1/2 e para Fe*?
baixo-spin S = 0.

Os orbitais de maior energia estao vazios no Fe baixo-spin e
entao o Ferro baixo-spin tem um raio atdmico menor que Ferro
alto-spin. Esta mudanca no tamanho do raio com mudanga no estado
de spin desempenha um papel importanie na geometria
ferro-macrocicio-tetra pirrdlico. A cavidade central do macrociclo tem
um didmetro de 2,02 A entdio Fe ™ ou F* baixo-spin com
aproximadamente 1,91 A de didmetro pode acomodar-se dentro da
cavidade e ficar no plano do macrociclo. Em contraste, Fe alto-spin
com um diametro aproximadamente 2,06 A situa-se acima da cavidade

central. Fe *® e Fe *? alto spin, situam-se 0,3 A. e 0,75 A acima do plano
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macrocicio respectivamente (CAREY, 1982 IN MARIGHETO;
BALDWIN, 1975 IN MARIGHETO).

A hemogliobina desempenha seu papel fisiologico com o
atomo de Ferro no estado ferroso (Fe 2). Medidas de susceptibilidade
magnética (PAULING & CORYELL, 1936 IN MARIGHETO)
demonstraram que a deoxihemoglobina ou hemogiobina nao ligada tem
alto-spin (S = 2) e que a oxi-hemoglobina tem baixo-spin (S = 2).
Durante a oxigenacao e deoxigenacao ocorrem mudancas no estado
de spin do Ferro e isto faz com que ele se mova para dentro e para fora
do plano do anel tetra pirrdlico. Este movimento € transladado para a
histidina F8,que se apresenta ligada ao Ferro, e € acompanhado por
mudancas conformacionais na estrutura terciaria e quaternaria da

molécula, mudangas estas importantes para a cooperatividade.

il .2.3 COOPERATIVIDADE E ALOSTERIA

A hemoglobina reage reversiveimente com oxigénio nos
quatro grupos heme. Eia capta oxigénio nos pulmdes, onde a tensdo

(»Q-) € alta e o libera nos tecidos onde a tenséo € baixa. Nos musculos
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0 oxigénio se liga a mioglobina: uma proteina respiratéria com apenas
uma subunidade contendo.um grupo heme. A mioglobina e a cadeia
da hemoglobina tem estrutura terciaria semelhantes.

Se for deito um grafico da fracdo de hemoglobina oxigenada
()ou seja, a fragdo de grupos heme com oxigénio ligado como funcéo
da pressao parcial de O,(-0O.) obier-se-2 a curva equilibrio da
hemogiobina com oxigénio (figura 4a). O grafico obtido tem a forma
sigmoidal. A vantagem fisioldgica da curva de equilibrio da
hemoglobina ter a forma sigméide € percebida quando comparada com
a curva correspondente para a mioglobina (figura 4b), que tem uma
forma hiperbdlica.

A forma hiperbdlica da curva da mioglobina € aquela esperada
para a combinacao de uma molécula de mioglobina com uma moiécula
de oxigénio. A mesma forma de curva seria esperada para a
hemoglobina se os quatro estagios da oxigenacdo ocorressem
independentemente. Mas, a forma sigmdide para a curva de miogiobina
mostra que a ligacdo do oxigénio a um grupo heme facilita a ligacéo do
oxigénio nos outros grupamentos heme. Em outros termos a uniao do

oxigénio & hemogiobina é cooperativa.
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Este fendmeno de interacao cooperativa na ligacao oxigénio e

conhecido como interacdo heme-heme. Este fenbmeno nao pode ser

devido a interacdo direta entre os sitios de ligacdo pois 0s grupamentos
heme estdo distantes na estrutura da hemogiobina. A interacdo
origina-se indiretamente de mudanc¢as conformacionais induzidas pela
ligacao com oxigénio que estdo asssociadas com mudancas na
estrutura quaternaria entre oxi- e dedxihemogiobina (BALDWIN, 1975
IN MARIGHETO). Vé-se portanto, que a funcdo da globina vai além de
propiciar ac heme um ambiente hidrofébico que torna possivel a
ligacao reversivel ion ferroso-oxigénio; ela capacita os quatro atomos
de ferro, dentro de cada molécula, a interagir de maneira
fisiologicamente vantajosa. A combinacao de 3 atomos de ferro com
oxigénio acelera a combinacao de oxigénio com o guarto e, de modo
analogo, a liberacic de oxigénio por 3 atomos de ferro faz com que o
quarto liberte-se seu oxigénio mais depressa. Isso tende a fazer com
que cada molécula de hemoglobina transporte quatro moléculas de
oxigénio ou nenhuma, assegurando um transporte de O, eficiente

(PERUTZ, 1964 IN MARIGHETO).
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O equilibrio da hemogiobina com oxigénio & afetado pela

presenca de determinados ions e moléculas: ions hidrogénio, C0,, sais.

11.2.3.1. iIONS HIDROGENIO

Os ions hidrogénio se ligam tanto a oxi- quanto a
deoxinemogiobina. Mas, em pH fisiolégico, a deoxihemogiobina tem
uma maior afinidade por estes ions do que a oxihemoglobina.

Os prétons se ligam a molécula guando a oxihemoglobina perde
oxigénio e sao liberados quando a deoxi-hemoglobina liga-se ao oxigénio.
O efeito disso € o equilibrio entre oxigénio e hemogiobina depende da
concentra¢cao de ions hidrogénio em solucdo, o pH. Em condicbes
fisioldgicas, uma queda do pH, reduz a afinidade pelo Oxigénioc € um
aumento no pH, aumenta a afinidade pelo oxigénio. Mas a interacéo
cooperativa € fracamente alterada pela variacdo do pH., isto é, a forma
sigméide da curva de equilibrio se mantém pouco inalterada. (BALDWIN,
1975 IN MARIGHETO). Esta interacao entre a ligagcdo com o oxigénio e

os protons, isto €, o efeito do pH do meio sobre a afinidade da
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hemoglobina pelo oxigénio € chamado de Efeito Bohr. isto significa que a
ligacdo do oxigénio sitios especificos (heme) é afetada pela ligacao de
protons outros sitios na cadeia de amino-acidos, (LIMA, 1979 IN
MARIGHETO).

O Efeito Bohr é a chave para o transporte do diéxido de carbono.
A maior parte do didxido de carbono expelido pelos tecidos € levado aos
pulmdes dissolvido no sangue como acido carbdnico, que se dissocia com

a formacao de protons:

CO; + H 0O «— H++HCO—3

Quadro n° 05 — Efeito Bohr.

Nos tecidos a concentracao de oxigénio dissolvido € baixa e a de
dibxido de carbonc é alta. Ocorre uma queda no pH; 0 aumento de
protons acompanhado do dibxido de carbono dissolvido; ha entao uma
diminuicdo da afinidade da hemoglobina oxigénio. Como a
oxihemoglobina libera oxigénio, sua afininidade por prétons aumenta,
removendo-0s da solucdo e permitindo gue mais didxido de carbono se

dissolva no sangue. Nos pulmdes onde a concentracdo de oxigénio € alta
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e a de diéxido de carbono baixa, o processo € invertido, como 0 oxigénio
se liga a hemogiobina, os prétons s2o eliminados, tirando assim o didxido

de carbono da solucdo que € entao expelido.

I1.2.4 DIOXIDO DE CARBONO

O didxido de carbono se liga diretamente a molécula em sitios
especificos na cadeia proteica. Pode se ligar tanto a oxi- quanto a
deoxi-hemoglobina, mas a deoxi-hemoglobina tem uma afinidade maior
por este composto. De modo analogo & ligagao de protons, o didxido de
carbono se liga a decxi-hemoglobina nos tecidos e € liberado quando a
deoxi-hemoglobina se torna oxigenada nos pulmbes. Analogamente, a
afinidade pelo oxigénio é diminuida pela presenca de diéxido de
carbono. Esta interacao direta entre hemoglobina e diéxido de carbono

é responsavel por 10% do transporte de diéxido de carbono.
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lIl.2.5 O EFEITO DOS SAIS

Deoxihemoglobina tem uma maior afinidade por determinados
sais do que oxihemoglobina. A afinidade pelo oxigénio & diminuida pelo
aumento na concentragdo de sais. O equilibrio com oxigénio é
particularmente afetado por fosfatos organicos como
2,3-disfosfoglicerato, que esta presente nos eritrécitos de mamiferos e

inositol hexafosfato. (BALDWIN, 1975 IN MARIGHETO).

11.2.6. A HEMOGLOBINA COMO PROTEINA ALOSTERICA

A interacdo heme-heme, e as interacdes entre oxigénio e 0s
quatro ligantes acima citados sao conhecidos como Efeitos

Cooperativos da hemoglobina. (PERUTZ, 1978 IN MARIGHETO).

A ligacdo do oxigénio a um gQrupo heme é afetada pela
presenca de outros ligantes em outros sitios de molécula. Em outras
palavras existe uma interacao entre sitios espaciaimente distintos, e estas

interacbes sd@o chamadas interacbes alostéricas (do grego, allos = outro,
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stereo = solido) (STRYER, 1979 IN MARIGHETO). Pode-se ter duas
classes de interacbes alostéricas (WYMAN,I963 IN MARIGHETO):

interacBes homotropicas: se os sitios séo da mesma natureza e ligam o

mesmo tipo de ligante e interacbes heterofrdpicas se os sitios ligam

diferentes tipos de ligantes. A molécula de hemoglobina apresenta os dois
tipos de interacdo - as interacdes homotropicas representadas pelas
interagées heme-heme e as interacOes heterotropicas pelo efeito Bohr e
fosfatos organicos.

A interacao heme-heme, que se traduz no tracado sigmoide
da curva de equilibrio da hemoglobina com oxigénio; a elucidacio da
estrutura da hemogiobina, mostrando gue a molécula apresenta estruturas
quaternarias diferentes para oxi e deoxi-hemoglobina e que os sitios de
ligacéo com oxigénio {grupos heme) estao distantes na molécula levaram
MONOD et al em 1965 IN MARIGHETO a propor um modelo para
explicar a reacdo da molécula com o ligante. Este modelo foi chamado de
modelo Alostérico.

As subunidades da molécula de hemoglobina podem se
associar originando duas estruturas gquaternarias diferentes que mantém

em equilibrio durante todos os estagios de ligagdo. Estas estruturas
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diferem na maneira de como uma subunidade se liga a outra e isto altera
a conformacao das subunidades que uma estrutura quaternaria tem
maior afinidade pelo ligante do que a outra.

Estas duas formas de estrutura quaternaria sao chamadas de
forma T (tensa) e forma R (relaxada). A forma T, a estrutura de baixa
afinidade pelo ligante, € a mais estavel na auséncia do ligante. A forma
R, a estrutura de alta afinidade pelo ligante € a mais estavel para as
moléculas ligadas (na presenca do ligante). A unido do ligante com a
proteina desvia o equilibrio em direcdo a estrutura R, resultando em um
aumento da afinidade pelo ligante 2 medida que a ligagao acontece. Em
ambas as estruturas a afinidade pelo oxigénio de todas as subunidades
em uma molécula se mantém igual.

Uma propriedade do Modelo Alostérico € que a existéncia
dessas duas estruturas e o deslocamenio do equilibrio entre elas na
presenca do ligante & que favorecem a cooperatividade (interacao
heme-heme). O maximo de cooperatividade é atingido quando a maioria
das molécuias na estrutura T € convertida a maioria das moiéculas na
estrutura R, na presenca do ligante (RUBIN e CHANGEUX, 1966 IN

MARIGHETO).



O modelo alostérico proposto por MONOD et ‘al IN
MARIGHETO explica o tracado sigmoéide da curva de equilibrio da
hemoglobina com oxigénio e também explica a auséncia de
cooperatividade quando ndo ocorre mudanga na estrutura quaternaria. A
necessidade de mudancga na estrutura quaternaria para a cooperatividade
foi demonstrada por PERUTZ em 1970 IN MARIGHETO. Mas,
recentemente, foi demonstrado que a presenca de dois tipos diferentes de
estrutura quatemmaria nao € um prérequisitc absoluto para a
cooperatividade na hemoglobina (ANTONINI, 1984 IN MARIGHETO).

As bases moleculares e estruturas do modelo alostérico para a
hemoglobina foram estabelecidas por PERUTZ em 1970 IN
MARIGHETO.

A forma T e, caracterizada pela baixa afinidade pelo ligante e isto
pode ser devida a posicio do atomo de ferro no gfupo heme. Como ja foi
dito anteriormente, o atomo de ferro na deoxi-hemoglobina é alto - spin e
se situa fora do plano do anel tetrapirrélico. A baixa afinidade também é
devida ao reduzido tamanho da cavidade que aloja ¢ grupo heme, o que
dificulta a entrada do ligante. A passagem da forma T para R se da

quando a molécula recebe o ligante. A presencga do ligante faz com que o
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ferro se mova para dentro do plano do anel, em outros termos, faz com
que o ferro passe de um estado de alto-spin para baixo-spin. O
movimento do ferro, provoca uma atracio na histidina proximal, ao qual
ele esta coordenado, produzindo um movimento na subunidade. Com isso
ocorre uma alteracdo na estrutura terciaria e uma modificacdo nos
contatos entre as cadeias induzindo uma muna estrutura quatemaria. Ha
entao uma diminuicdo na rigidez da molecula, ela passa da forma T para
a forma R. Do ponto de vista geométrico, a transicdo enfre as duas
estruturas € um movimento de rotagéo do dimero o3, relativo ao dimero

o4P+1, BALDWIN, 1980; BALDWIN & CHOTHIA, 1979 IN MARIGHETO.

il.2.7 AS HEMOGLOBINAS

A estrutura primaria de todas as proteinas, entre elas a
hemoglobina, é determinada geneticamente sendo a informacao
transmitida de geracao a geracdo. Mas, 0s genes podem sofrer mutacdes
e como consequéncia podemos ter pequenas alteracdes (substituicdes de

amino-acidos) na estrutura primaria que se refletird nas estruturas
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secundaria, terciaria e quatemaria e, conseguentemente problemas
relacionados com a fung¢do da proteina no organismo como um todo
podem surgir.Muitas vezes, a alteracdo e de tal importancia que uma
doenca pode se manifestar.

Estas s50 as chamadas ‘'patologias ou doencgas
moleculares’:uma a nivel molecular se manifesta no organismo
como doenca. Dentre as patoiogias moleculares relacionadas com a
hemoglobina. As hemoglobinopatias, a mais dramatica de todas € a
‘anemia da célula falciforme” (sickle cell anemia) em gue os individuos
apresentam ndo s6 a molécula de HbA  (normal) mas também a
hemoglobina S (do inglés Sickie) no  caso heterozigotos e somente a
hemoglobina S no caso dos homozigotos, sendo que neste Gltimo as
consequéncias podem ser fatais.

A patologia, que mais tarde foi chamada de anemia da célula
falciforme, tem afetado africanos por séculos. As referéncias mais antigas
datam de 1670. No comeco do séculoc um cardiologista de Chicago,
James Herrick, publicou a primeira nota de "um grande numero de céiulas
finas e alongadas na forma de foice ou crescente” no esfregaco de

sangue de um estudante das antilhas, notou que este problema podia
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estar relacionado com os corpusculos do sangue (HERRICK, 1.919 IN
MARIGHETO). Muitos outros pesquisadores observaram que a doenca
era transmitida de geracdo a geracdo; que o fato de as hemacias
assumirem a forma de foice ou crescente estava relacionada com a
presenca ou auséncla de oxigénlo, com a temperatura alta e baixo pH
(WINSLOW & ANDERSON, 1978 IN MARIGHETO). Mas, foi em 1949
que PAULING mostrou que a hemoglobina de individuos afetados com a
anemia da célula falciforme era eletroforeticamente alterada, e que as
hemécias dos individuos com a anemia continham ambas, a hemogictina
normal e a alterada (PAULING, et al, 1949 IN MARIGHETOQ). Em 1959,
Iingram localizou a diferenca eletroforética e concluiu que " 0 amino-acido
valina substituia 0 amino-acido glutdmico na posicdo 6 da cadeia B
desta hemoglobina"(notacdo A ¢ glu—val).“%?

Esta substituicdo produz diferencas sigﬁiﬁcativas entrea k% #~
e a Hb S levando a uma série de conseqgiéncias clinicas ncs
portadores de tal hemoglobina. Ao ser deoxigenada a Hb S se
polimeriza formando fibras, estruturas longas e tubulares (NOGUCHI &
SCHECHTER, 1981 IN MARIGHETO) que levam a distor¢dc das

células (hemacias). Porque esta substituicio leva a formagao de fibras
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ainda é objeto de estudos (FUNG et al, 1975 IN MARIGHETO) mas,
como esta posicdo estd na superficie da molécula e é acessivel para
contatos intermoleculares, as mudancas associadas com a transicéo R
~> T podem permitir interacOes especificas entre molécuias e levar a
formacao de fibras.

Pode-se resumir ¢ quadro da anemia falciforme como segue:

- nos capilares (tecidos) a hemoglobina S passa da forma oxi-
para deoxi- com consequente liberacao do O,

- polimerizacao da Hb S e formacgao de fibras.

- a hemacia assume a forma de foice ou crescente, as vezes
de modo reversivel, outras ndo.

- as células falciformes s&o retiradas da circulacdo pelo baco
e figado e isto a longo prazo causa anemia.

- as células falciformes sdo mais frageis que as hemacia
normais e se rompem mais facilmente podendo obstruir capilares levando
a isquemias e infartos e consequente necrose de tecidos e 6rgaos e
também processos inflamatorios nas articulactes.

O gene S - assim chamado 0 gene mutante que codifica

hemogiobina S - ocorre entre africanos e negros de outros paises para



onde os africanos foram exportados durante a escraviddo. Em alguns
pontos da Africa até 45% da populacdo possuem o gene S e, entre os
negros americanos cerca dc 8% ©  possuem ( WINSLOW e
ANDERSON, 1978 IN MARIGHETOQ).

Quanto a hemogilobina S, ainda podemos dizer que a curva de
equilibrio de oxigénio em pH 7,14 é idéntica a curva da hemoglobina A.

(ANTONINI e BRUNORI, 1971 IN MARIGHETO).

111.2.8. COMPONENTES DA HEMOGLOBINA

A hemoglebina ocorre nos eritrécitos anucleados na maioria das
espécies de mamiferos e ocorre em eritrécitos nucleados nos outros
vertebrados. Todos os anfibios possuem eritrécitos nucleados. Eritrocitos
anucleados consomem menos oxigénio que os nucleados e sao, por esta
razao, carreadores de oxigénio mais eficientes, mas eles precisam ser
repostos com mais frequéncia, isto &, sua vida util € menor do que os
eritrocitos nucleados.

Como ja dissemos no inicio deste capitulo, a hemoglobina de

mamiferos & um tetramero composto por 2 subunidades o e 2



subunidades B. Esta é a chamadé a componente majoritaria da
hemogiobina. Hemolisados humanos podem conter outra componente -
“a componente minoritaria’ também um tetrdmero composto por duas
subunidades o e duas subunidades 8. A cadeia & € muito similar a cadeia
B na sequéncia de amino-acidos, diferindo apenas em dez posicdes.
(ANTONINI & BRUORI, 1971 IN MARIGHETO).

Em outras espécies de vertebrados, anfibios por exemplo, 0s
hemolisados apresentam componentes multiplos da hemoglobina e estas
sa0 encontradas em todos os individuos normais.

Qutra informacao importante que gostariamos de enfatizar € que
a hemoglobina da fase adulta do individuo € diferente da hemoglobina da
fase larval ou fetal. No caso da espécie humana, a hemoglobina fetal
apresenta uma componente majoritaria que € um tetramero com peso
molecular de 64.500 e contém 2 cadeias o e duas cadeias v.

A cadeia v, como as cadeias P e & contém 146 residuos de

amino-acidos.
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lIl. 3 - VERIFICAGAO DO SANGUE PARA FINS PERICIAIS

Quando depara-se com uma mancha de sangue, utilizamos a
diagnose sanguinea especifica, para a verificacao desta mancha. Para
este fim, utilizamos as “provas de certeza’. Estas fornecem, ao perito,
elementos de grande valia para o éxito das investigacbes (DARUGE,
MASSINI & GALDINO, 1975; DOREA, 1989, ALCANTARA, 1982).

Dentre as provas de certeza, ha a reagao cristalografica. Esta
nos fornece sistemas diferentes de cristalizacdo, permitindo com isso a
identificac@o da espécie de onde proveio tal sangue (MARTINS, 1929;
COSTA, 1933; FERREIRA, 1962 ).

Inimeras pesquisas e trabalhos ja foram elaborados sobre
esta importante “prova de certeza”, demonstrando a grande valia desta
para a solucao de crimes hediondos e furtos, entre outros, tendo em
vista que, em muitos crimes, as manchas de sangue estao presentes (
ARBENZ, 1988; ALMEIDA JR.,1957 ).

A cristalizacao da hemoglobina permite a diagnose especifica

do sangue (COSTA, 1933 ).
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E indispensavel o estudo das qualidades opticas dos cristais,
as suas caracteristicas cristalogféﬁcas € 0 seu arranjc nas
preparagdes, com © objetivo de individualizar a amostra 0 mais
exatamente possivel. (FERREIRA, 1962, FAVERO, 1980 ).

Mas por se tratar de um trabalho minucioso, muito ainda ha
por se fazer, para se viabilizar a sua utilizacado em todo o territorio

nacional.

{IL.4 IMPORTANCIA DESTE EXAME

Comc é de conhecimento geral, atualmente os peritos podem
contar com duas outras provas de certeza para a identificagdo do
sangue de animais, trata-se do teste de soro-precipitacdo ou
UHLENHUTH e do teste de D.N.A.. Ambos produzem resuitados
seguros, mas ambos demandam pessoal especializado, maquinario e
equipamentos de custo relativamente alto e s&do métodos cujos
resultados nado sdo obtidos de imediato. Por outro lado, embora a
técnica de UHLENHUTH (soro precipitacac) seja bastante utilizada, no

campo Medico-Forense, existem muitas dificuldades na praticidade da
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aplicacdo desta técnica, uma vez que os laboratérios periciais
necessitam de soros especificos de determinados animais com
titulacao elevada para testarem as amostras que se pretendem ampliar
identificando a que tipo de animal pertencem a mesma. Além disso,
embora o DNA represente a impressac digital genética de uma
determinada pessoa ou de um determinado animal, a de se ressaitar
que a individualidade de suas caracteristicas nos permitem apenas
estabelecer uma analise comparativa com padrdes pré-existentes.
Como se sabe, em nosso pais, ndo existe ainda nenhum padrac de
DNA para as espécies ora estudadas. Devido a estes fatos, estes
testes tornam-se inviaveis e em muitos casos impraticaveis.
Levando-se em conta tambéem as desiguaidades existentes
entre as varnas regides, principalmente a desigualdade econdmica de
muitas delas, esta impraticabilidade torma-se mais acentuada,
chegando ao ponto de muitos afirmarem serem impossiveis as
identificacbes de animais pelo sangue. Este fator € de grande
relevancia pois estes testes sao partes integrantes e muitas vezes sao

fatores incriminatérios, sem 0s quais os delitos ou barbaries praticados,
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deixam de existir por faltas de provas, ficando o Juiz ou autoridade
competente impossibilitado de cumprir a Lei.

O teste para obtencdo de cristais de hemoglobina se justifica,
pelo fato de nele serem empregados apenas quatro drogas, de facil
obtencao, facil manipulacao e baixo custo, além de um microscopio
optico simpies, uma cenirifuga e algumas laminas.

Uma vez obtida a lamina do sangue encontrado no local do
crime, ou barbarie, pode-se através do padrdo dptico do arranjo
estrutural dos cristais de hemoglobina, que segundo varios autores sao
especificos para cada espécie animal, estabelecer-se por comparagao
de qual animal proveio tal sangue caracterizando ou descaracterizando
um possivel crime.

Desta forma, o Cirurgido-Dentista investido nas funcoes
periciais ou o Perito técnico existente nos diversos IMLs ou mesmo
delegacias do interior, em sua pratica diaria, ao receberem, ou ao
serem chamados para o local do crime, a fim de remover sangue para
exame, quer "in natura”, em manchas ou sob a forma de crostas,
suspeito de pertencerem a um determinado animal silvestre, bem

como, a um animal doméstico submetido a morte ou tortura, podera
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satisfazer as autoridades competentes, ao utilizar este teste,
fornecendo subsidios indispensévéis para a caracterizacido ou
descaracterizacdo do crime. Tanto nos casos de torfuras de animais
domésticos, como nos de matanca de animais silvestres, ambos, estdo
protegidos pela Lei, através do artigo 225 inciso Vil e paragrafo 3° da
Constituicdo da Republica Federativa do Brasil , promulgada em 05 de
Outubro de 1988, sendo também garantida esta protecéo pelos artigos
193 em seu inciso X e artigo 185 da constituicao do Estado de Sao
Paulo®, promulgada em 05 de Outubro de 1989 e pela Lei de protecéo
a fauna n°® 5197 de 03 de janeiro de 1967 em seus artigos 1°, 3°, 10°,
27° , no caput e paragrafos 1° 5° deste mesmo artigo, além dos
artigos 31 e 34. Estes dltimos, estabelecem, como penalidade,
dependendo da forma como foi praticado o ato ( cacga, transpories,
etc.), reclusgdo de 1 a 3 anos e de 2 a 5 anos, independentemente de
queixa; por serem estes crimes caracterizados como inafiangaveis. A
verificacao das espécies através dos cristais de hemoglobina, pelo fato
de ser esta de facil manipulacéo, baixo custo, de resultados de rapida
obtencdo podera viabilizar a aplicacdo da Lei na sua integridade e

aumentar a esperanca na perpetuacdo e aumento dos animais
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ameacados de extingdo e que sdo cacados indiscriminadamente pela
sua pele, pena ou carne.

Segundo o©os autores, que se dedicaram ac estudo da
cristalografia, esta € a mais delicada prova das diferencas de
constituicdo quimica, pois se acompanha da diferenca de estrutura

fisica (COSTA, 1933; FERREIRA, 1962; FAVERO, 1980 ).



IV - REVISTA DA LITERATURA

MARTINS (1929), estudou os cristais de oxihemogiobina
utilizando sangue humano, de cachorro, cavalo, gato e cobaya,
utilizando-se para a obtencdo dos mesmos varias técnicas e concluiu
que o método de Reichert, apds modificacio realizada por ele favorecia
0 aparecimento dos cristais, finaliza ainda aconselhando o emprego na

pratica Médico-Legal.

COSTA (1933), estudou os cristais de hemoglobina, utilizando
sangue humano, cachorro do mato, ourico, anta, cabra, carneiro, gato,
jumento, macaco coatd, rato dos banhados, cavalo, cateto, pato,
pombo, porco, burro, rato branco, coelho, capivara, cobaia, cotia €
cachorro, através de trés métodos elaborados por ele, determinando
quai o melhor método para obtencao dos cristais, bem como 0 tempo
necessario para a sua obtencdo e o anguio. E conclui afirmando *

consideramos fundamental no estudo da cristalografia da hemoglobina
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a uniformizacao e simplificacac dos métodos e processos de obtencao

+

dos cristais...”; os caracteres cristalograficos e Oticos individualizam
indescutivelmente os cristais na espécie; 0 pratico tem, na observacéo
do arranjo dos cristais nas preparacbes de sangue de cada espécie
animal, meic para um diagndstico de probabilidade; a perfeita
caracteriza§é0 dos cristais de hemoglobina s6 se obtém quando o
exame € praticado logo apds a sua obtencdo, porque a luz, o ar, a
temperatura, modificam-lhes a cor, a forma, e o0s caracteres
cristalograficos e oOticos, a cristalizacdo da hemogiobina resoive em
Medicina Legal o problema da diagnose do sangue, porque conduz a

determinacdo da espécie. Evidentemente ndo € um processo acessivel

a qualguer. técnico, fazendo-se mister um especialista no assunto.

SARDA (1949), no capitulo dedicédo ao estudo das
hemécias, discutindo as propriedades da hemoglobina e de seus
derivados, afirma que os cristais se formam em forma caracteristica e
variavel, segundo a espécie animal de procedéncia, afirmando que
predomina nos mamiferos o sistema rémbico ( prismas tetraedos,

[aminas) e no cavalo também em hexagonal.

46



DUKES (1962), em seu capitulo destinado ao estudo do
sangue, ao discutir a hemoglobina e os seus compostos e derivados,
afirma que segundo Reichert Y Brown, de todas as espécies estudadas
por estes autores, puderam ser obtidos cristais, afirmando ainda que
variou amplamente a facilidade de cristalizacao, a forma e tamanho dos

cristais, entre outros fatores.

FERREIRA (1962), no capitulo dedicado ao estudo da Pericia
do sangue, recomenda como: “processos excelentes para obtencao de
cristais de hemoglobina’os de autoria de Carlos Costa”. E continua
afirmando, que o perito utilizando destes métodos obtera com facilidade
cristais de hemoglobina, recomendando o estudo dos caracteres

opticos e cristalograficos dos cristais de hemogiobina.

FAVERO (1980), no capitulo dedicado & hemogiobina
Médico-Legal. - Doutrina e Pericia, afirma que para a diagnose
especifica pode ser empregada a cristalizacdo da hemogiobina, desde

que sejam empregados processos uniformes e simplificados para a
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obtencao dos cristais. E continua afirmando que os métodos propostos

por Carlos Costa, proporcionavam melhores resultados.

ARBENZ (1988), no capitulo em que trata da Hematologia
Médico-Legal, ao comentar a cristalizacdo da Hemoglobina, afirma que

Arnaldo Amado Ferreira recomendava a {écnica de Carlos Costa.

COSTA et al. (1953), descrevem que a hemoglobina pode
decompor-se em globina e hematina. Os cristais de hematina e hemina
tém forma varidvel segundo a espécie animal, propriedade utilizada em

Medicina Legal para o diagnéstico das manchas de sangue.

DI FIORI (1960), ao explicar a composi¢cao da hemoglobina,
define a mesma como uma proteina conjugada ou seja um
cromoproteideo em cuja constituicdo entram a globina (proteina) e uma
porfirina ( que contém ferro) denominada heme. Afirma ainda que este
grupo heme cristaliza faciimente originando cristais retangulares ou

rémbicos.
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DOURIS (1925), descreve que ao contato com o ar a
hemoglobina se cristaliza diferentemente para cada espécie animal o

que permite distinguir os diferentes sangues em Medicina Legal.
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V - OBJETIVOS

O presente trabalho pretende verificar a cristalizacdo da
hemoglobina do sangue de capivara, utilizando-se as preparacdes
propostas por Costa® em 1933 e as preparacdes modificadas na
presente pesquisa, apontando dentre estas qual ou quais as methores
técnicas, para identificacdo de animais, fornecendo subsidios
indispensaveis para a caracterizacdo ou descaracterizacao de crime,
tanto na matanca de animais silvestres como torturas de animais
domésticos, ambos protegidos por lei, viabilizando a aplicacao da Lei
na sua intggridade e aumentar a perpetuagao e aumento dos animais
ameacados de extincao e gue séo cacados indiscriminadamente pela

sua pele, pena ou carne.

51



VI - MATERIAL E METODOS

Para a analise dos cristais de hemoglobina, primeiramente
padronizou-se a forma associada da hemoglobina a ser estudada
como sendo a oxihemoglobina, por ser a mais estavel.

Esta analise foi efetuada em sangue de capivaras
provenientes do setor de Zootecnia da Esalg/USP.

Para verificar a formac¢ao ou ndo dos cristais de hemoglobina,
utilizou-se as trés preparagbes propostas e idealizadas por Carlos
Costa® , em 1935 e as modificadas neste trabalho.

Na primeira, o sangue fresco é tratado com oxalato de aménio
triturado, na proporcdo minima de 5%; junta-se saponina e agita-se o
sangue com bastdo de vidro. As preparagdes sao feitas e conservadas
a temperatura ambiente.

Na segunda, © sangue fresco oxalatado e centrifugado, o
sedimento é laqueado pela saponina; junta-se sulfato de sédio, agita-se

energicamente € em seguida centrifuga-se (10 minutos velocidade 4),

53



fazendo-se as preparagdes que deverao ser conservadas em
temperatura baixa.

Na terceira preparacao, ao coagulo junta-se saponina e
oxalato. Tritura-se, cuidadosamente num gral, durante o tempo
necessario a transformacao do coagulo em liquido, o gqual deve ser
tratado por sulfato de s6dio e em seguida centrifugado durante uma
hora, modificado para dez minutos na velocidade 04 da Centrifuga
Excelsa Baby 1, modelo 208 Fanem. As preparacbes foram
conservadas em temperatura baixa ou mesmo na temperatura
ambiente.

Na Quarta preparacgao o sangue oxalatado foi preparade como
na segunda técnica, modificando-se apenas a droga ao invés de
saponina, utilizou-se o éter.

Uma vez estabelecidos as formas de preparagcbes a serem
utilizadas, tornou--se necessario estabelecer qual animal seria
pesquisado. O critério para esta selecao foi 0 de se estudar animais
silvestres que podem ser utilizados como alimentacdo, e/ou animais
cuja, pele, etc., possuam algum valor comercial, sempre levandc em

consideracao a disponibilidade de fais animais, bem como 0 seu



perfeito manejo, pois nao se justificaria o sacrificic de um animal
silvestre, para se obter somente alguns milimetros de sangue, nao
estando desta forma, lutando por sua preservacac. Todos o0s
procedimentos de coleta do sangue destes animais foram realizados
pelos Técnicos ou Veterinarios responsaveis pelos mesmos. Também
priorizou-se aqueles animais que estdo em maior contato com o
homem, e que, devido a esta proximidade, venham de alguma forma
serem maltratados, caracterizando novamente crime segundo as Leis
anteriormente citadas.

Com vista nestes critérios elegeu-se a capivara (macho e
fémea) (figuras n® 01 e 02) como o animal a ser analisado, sendo
analisado 18 laminas de sangue machos e fémeas, sendo utilizado as
trés preparacbes propostas por Carlos Costa, sendo uma amostra
lutada com luto de Look e a outra n&o, num total de 36 (trinta e seis)
amostras.

Uma vez obtida as laminas, estas foram observada nos
intervaios de doze, vinte e quatro, quarenta e oito horas, utilizando-se
de fichas de coleta (vide apéndice) confeccionadas para tal obijetivo.

Esta observacdo foi necessaria para se verificar o tempo para a



formacdo (cor, definicAo de contorno, tamanho, quantidade,
localizac&o) e completa dissolucio ou desintegracao do cristal. Neste
intervalo de tempo, quando houve cristalizacdo esta foi devidamente
registrada por fotomicrografias obtidas da observacdo de um
determinado quadrante da Ilamina. inicialmente em um pegueno
aumento (6,3), para se observar 0 padrao de distribuicdo dos cristais na
lamina, numa segunda tomada utilizou-se aumentos maiores (10, 16,
40 e 100), com ou sem imersdo, objetivando visualizar o arranjo
cristalografico assumido pelo cristal, uma terceira tomada em imersao
com aumento de 40 e 100 objetivando observar a forma assumida nas
terminacdes de cada cristal iscladamente.

Uma vez finalizado os (tirabalhos verificou-se por
microfotografias se houve um padrdo de distribuicdo ou de formagao
estrutural constante. Destas cristalizacdes, devidamente registradas
em microfotografias, foram obtidos esbo¢os do cristal.

Para realizar microfotografia € necessario uma maquina
fotografica com regulagem de exposi¢do automética e um tubo
adaptador para liga-lo ao microscopio gue amplie a imagem entre 40 a

150 vezes. Alias o conceito de microfotografia s6 pode ser aplicado
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quando se registram imagens que foram ampliadas no minimo, 40
vezes. Quanto maior a ampliacdo, maior a necessidade de luz para
distinguir cores e formas.

A analise dos resultados foi realizada com o intuito de se
averiguar qual das irés técnicas empregadas nos exames forneceria
um resultado cristalografico (cor, tamanho, localizacdo, definicdo de
contorno} mais indicado para cada uma das condicbes do sangue
examinado, observou-se, também, em quais casos ¢ resuliado seria
mais seguro  { formou ou nao cristais).

Tendo em vista os resultados obtidos do sangue dos animais,
verificou-se se ¢ padrao cristalografico permanecia constante, bem
como estabeleceu o tempo necessario para obtencao dos mesmos, €

verificou-se se havia diferencas cristalograficas quanto ao sexoc.



Figura n® 02 — Capivara Fémea.
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V1.1 - ANALISE DOS RESULTADOS

A anélise dos resultados foi realizada com o intuito de se
averiguar qual das quatro técnicas empregadas nos exames fornecera
um resultado cristalografico (cor, tamanho, localizacao, definicdo de
contorno) mais indicado para cada uma das condicOes do sangue
examinado, verificando-se, também, em quais casos o resultado sera
mais seguro  (formara ou ndo cristais). Para tanto utilizar-se-a o teste

exato de Fisher.
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VIl - RESULTADOS

Apbs a realizagdo da coleta, manipulacdo e obiencao das
laminas, obtive-se 0s seguintes resultados, que foram submetidos a
analise estatistica, conforme as tabelas e fotografias listadas no

apéndice.

VIi.1 ANALISE ESTATISTICA

Tabela 7. Quantidade de cristal em func&o do sexo.

Sexo
quantidade Feminino masculino
nenhum 18 17
poucos 21 19

muitos 33 34
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Tabela 8. Quantidade de cristal em funcao da técnica

12 horas
Técnica
Quantidade 1 2 3 4
muitos 7 12 0 0
Poucos 5 0 1] 11
Nenhum o o 12 1
24 horas
Técnica
Quantidade 1 2 3 4
muitos 12 12 0 o
poucos o O 0 12
nenhum 4] 0 12 0
48 horas
Técnica
Quantidade 1 2 3 4
muitos 12 12 o 0
DPOUCOS 0 0 0 12
nenhum 0 0 12 0

Tabela 9. Quantidade de cristal em funcéo do luto

12 horas luto
guantidade sim nao
muitos 7 12
poucos 10 6
nenhum 7 8
24 horas luto
quantidade sim néo
muitos 12 12
poOUCOoS 8 6
nenhum 5 5
48 horas luto
guantidade sim nao
muitos 12 12
poucos 6 <]
nenhum 6 6
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Tabela 10. Tamanho do cristal em funcdo do sexo

Sexo
tamanho Feminino masculino
pequeno 18 14
médio 18 21
grande 18 18

Tabela 11. Tamanho do cristal em funcao da técnica

12 horas
Técnica
tamanho 1 2 3 4
pequeno 0 0 0 10
medio 12 4] 0 1
grande #] 12 0 0
24 horas
Técnica
tamanho 1 2 3 4
pequeno 0 0 0 11
meédio 12 0 4] 1
grande 0 12 4] D
48 horas
Técnica
tamanho 1 2 3 4
pequenc 0 0 0 11
médio 12 0 0 1
grande 0 12 0 0




Tabela 12. Tamanho do cristal em funco do luto

12 horas iuto

tamanho sim n
medio

grande
peg

24 horas luto
tamanho si
medio

grande
peq

48 horas luto
tamanho si
medio

grande
peq
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Tabela 13. Coloracao do cristal em funcéo do sexo.

Sexo
coloracio Feminino masculino
rosa medio 21 16
intenso 8 8
fraco 27 29




Tabela 14. Coloracao do cristal em funcao da técnica.

12 horas
técnica
coloracac 1 2 3 4
rosa medio 9 0 0 4
intenso 0 12 0 0
fraco 3 0 4] 7
24 horas
técnica
Coloracao 1 2 3 4
rosa medio g 10 0 8
Intenso 4] b 0 0
Fracoe 3 1] 0 8
48 horas
técnica
coloracao 1 2 3 4
rosa medio 3 12 0 3
intenso 0 ] 0 0
fraco 9 0 0 9

Tabela 15. Coloracao do cristal em fungao do luto.

12 horas luto
coloragio sim nio
rosa -medio 4 6
intenso 6 8
fraco 7 6
24 horas luto
coloragdo sim néo
rosa medio 4 5
intenso 1 1
fraco 13 12
48 horas iuto
coloragio sim nao
rosa medio 6 12
intenso 0 0
fraco 12 6
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Tabela 16. Local do cristal em funcao do sexo

Sexo
Local Feminino masculino
Irregqular 21 19
Regular 33 34

Tabela17. Local do cristal em fung¢do da técnica

12 horas técnica

focal 1 2 3 4

jrregular 5 0 0 11
regular 7 12 0 0

24 horas técnica

local 1 2 3 4

irregular 0 0 a 12
regular 12 12 0 0

48 horas técnica

locai 1 2 3 4

irreguiar 0 8] 4] 12
regular 12 12 0 0

Tabela 18. Local do cristal em funcao do luto

12 horas luto
local sim néo
irregular T 12
reguiar 10 6
24 horas luto
local Sim néo
ireguiar 12 12
regular 6 6
48 horas luto
local sim nao
irregular 12 12
regular 6 6
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Tabela 19. Contorno em funcéo do sexo.

contorno  Feminino masculino
irregular 9 ]
regular 45 44

Tabela 20. Contorno do cristal em funcéo da técnica

12 horas {écnica

Contomo 1 2 3 4
lrregular 4 0 0 0
Regqular 12 12 0 11
24 horas técnica

Contomno 1 2 3 4
Irreqular 0 0 0 0
Regular 12 12 0 12
48 horas técnica

Contorno 1 2 3 4
frreguiar 5] 6 0 &
Regular & 8 0 15}
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Tabela 21. Contorno do cristal em fung¢ao do luto

12 horas luto
contomo sim nao
irreqular o o]
regular 17 18
24 horas luto
contorno sSim néao
irreqular 0 4]
regular 18 18
48 horas juto
Contorno sim néo
lrreguiar 0 18
Regular 18 0

Observou-se pelo teste exato de Fisher que a quantidade,
o tamanho a cor, o focal e o contorno do cristal ndo estéo
associados ao sexo do animal (P>0,05) (tabelas 7, 10, 13, 16, 19).

Mas a quantidade de cristal depende da técnica
empregada (tabela 8). Assifn, nas primeiras 12 horas, na técnica 1,
em 58% dos casos haviam muitos cristais € em 42% dos casos
haviam poucos, na técnica 2 haviam muitos cristais em todas as
repeticdes, ja na técnica 3, n&o havia nenhum cristal. Na técnica 4,

em 92% dos casos haviam poucos cristais e 8% nao havia cristais.
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Com 24 e 48 horas., haviam muitos cristais em todas as
repeticbes das técnicas 1 e 2, poucos cristais em todas as
repeticdes da técnica 4 e nenhum cristal na técnica 3.

A técnica utilizada influenciou no tamanho do cristal
(P<0,05), como se pode observar na tabela 11. Tanto as 12 horas,
como as 24 e 48 horas, 100% dos cristais da técnica 1 tinham
tamanho médio, 100% dos cristais da técnica 2 tinham tamanho
grande. Na técnica 4, 91% tinham tamanho pequeno e 8 %
tamanho médio.

A técnica infuenciou, também a cor do cristal (P<0,05).
Com 12 horas, 75% dos cristais da técnica 1 tinham cor rosa
médio e 25% rosa fraco. Na técnica 2, 100% dos cristais tinham
cor rosa intenso e na técnica 4, 64% tinham coloracdo rosa fraco e
36% rosa médio (tabela 14).

O local do cristal também tem associacdo com a técnica
empregada (P<0,05). Assim, as 12 horas, 58% dos cristais da
técnica 1 se encontravam de maneira regular e 42% irregular. Na
técnica 2, 100% se encontravam de forma regular e na técnica 4,

100% de forma irreguiar ( tabela 17).
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A técnica empregada nao influenciou o contorno do cristal
(P>0,05), tabela 20.

A quantidade, ¢ tamanho e o local do cristal ndo estdo
associados a utilizacdo ou nao do iuto (P>0,05), tabelas 9, 12, 18.

Ja a coloracdo do cristal foi influenciada pelo luto
somente apds 48 horas. Nesse horario, 67% dos cristais que
receberam luto tinham coloragdo rosa fraco e 33% rosa medio, ja
os cristais que ndo receberam luto, 67% tinham coloracao rosa
médio e 33% rosa fraco (tabela 15).

Também sb houve diferenca no contorno em funcado do
luto, no tempo de 48 horas (P<0,05). Nesse horario, 100% dos
cristais que receberam iuto tinham contorno regular e 100% dos

que nao receberam tinham contorno irregular.
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VIII DISCUSSAQ

Observou-se que a quantidade, o tamanho a cor, o local e 0
contorno do cristal nao estao associados ao sexo do animal (P>0,05).
Mas a quantidade de cristal depende da técnica empregada. Assim,
nas primeiras 12 horas, na técnica 1, em 58% dos casos haviam muitos
cristais e em 42% dos casos haviam poucos, na técnica 2 haviam
muitos cristais em todas as repeticbes, ja na técnica 3, ndao havia
nenhum cristal. Na técnica 4, em 92% dos casos haviam poucos
cristais @ 8% nao havia cristais.

Com 24 e 48 horas, haviam muitos cristais em todas as
repeticoes das técnicas 1 e 2, poucos cristais em todas as repeticbes
da técnica 4 e nenhum cristal na técnica 3.

A técnica utilizada influenciou no tamanho do cristal (P<0,05),
tanto as 12 horas, como as 24 e 48 horas, 100% dos cristais da técnica
1 tinham tamanho médio, 100% dos cristais da técnica 2 tinham
tamanho grande. Na técnica 4, 91% tinham tamanho pequenoc e 9 %

tamanho médio.
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A técnica infuenciou, também a cor do cristal (P<0,05). Com
12 horas, 75% dos cristais da técnica 1 tinham cor rosa meédio e 25%
rosa fraco. Na técnica 2, 100% dos cristais tinham cor rosa intenso e
na técnica 4, 64% tinham coloracao rosa fraco e 36% rosa médio.

O local do cristal também tem associacdo com a técnica
empregada (P<0,05). Assim, as 12 horas, 58% dos cristais da técnica 1
se encontravam de maneira regular e 42% irregular. Na técnica 2,
100% se encontravam de forma regular e na técnica 4, 100% de forma
irregular

A técnica empregada nao influenciou o contorno do cristal
(P>0,05).

A quantidade, o tamanho e o local do cristal ndo estao
associados a utilizacdo ou nao do luto (P>0,05).

Ja a coloracao do cristal foi influenciada pelo luto somente
apés 48 horas. Nesse horario, 67% dos cristais que receberam luto
tinham coloracao rosa fraco e 33% rosa médio, ja os cristais que nao
receberam luto, 67% tinham colorac&o rosa meédio e 33% rosa fraco.

Também sé houve diferenga no contorno em funcdo do luto,

no tempo de 48 horas (P<0,05). Nesse horario, 100% dos cristais que
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receberam Iuto tinham contorno regular e 100% dos que nao
receberam tinham contorno irregular.

Os resultados obtidos neste estudo revelam que a técnica de
COSTA, 1933 é de grande valia, de facil execucéo, mas depende de
drogas de boa procedéncia e da manutencéo das condicbes externas
(temperatura, luminosidade, umidade, contaminacdo) aos preparados
(l&minas).

Concorda-se também com DUKES, pois este afirma que em
seus experimentos estes variavam amplamente a facilidade de
cristalizacao, a forma e tamanho dos cristais, entre outros.

A escolha dos métodos desenvolvidos por COSTA, 1933, vem
a concordar com as escolhas de FERREIRA, 1962; FAVERO, 1980;

ARBENZ, 1988.
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IX CONCLUSOES

Apo0s a analise dos resultados concluimos que:

o Este método para identificacdo de animais permiie a
obtencao de resultados rapidos, seguros, de Baixo custo e de facil
manejo associado ao fato de dispensar pessoal, drogas, maquinas

e equipamentos sofisticados e de custo elevado;

* a quantidade, o tamanho, a cor, o local e 0 contorno do
cristal ndo estao associados ao sexo do animal e que a quantidade de

cristal depende da técnica empregada;

e a técnica 2 (sangue fresco oxalatado é centrifugado, o
sedimento € lagueado pela saponina; junta-se sulfato de sodio, agita-se
energicamente e em seguida centrifuga-se durante 10 minutos na

velocidade 4 ) é a que produz mais cristais.
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X - SUMMARY

The present work had as objective to select a method for
identification of animals, supplying indispensable subsidies the
characterization or descaracterizacao of crime, as much in the slaughter
of wild animals as tortures of domestic animals, both proteges for law,
as well as verifying the crystallization of the hemoglobina, more
necessarily of the oxihemogiobina, in blood " in natura ", with
anticoagulant and coagulado of capivaras.

This verification of the crystallization, aimed at to supply to the
professionals, invested in the skillful function, daily pay-establishing the
probable limits of this important test-of-certainty, consisting in a great
ally of Justice, it wants Civilian, or Criminal.

This is the most delicate test of the differences of chemical
constitution of the hemoglobina, therefore it is accompanied by of the
difference of physical structure. Ally to this, this technique possesss low
cost of implantation, rapidity in the attainment of the results, for being of

easy red tape and handling. In the present work modified red tapes of
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Coast had been used. After the compilation and analysis of the data
were verified that the amount, the size, the color, the place and the
contour of the crystal are not associates o the sex of the animal and
that the amount of crystal depends on the used technique, being
technique 2 (blood cool oxalatado are centrifugado, the sediment are
laqueado by the saponina; sodium sulphate is joined, is agitated
energicamente and after that centrifuga during 10 minutes in 4 speed)
the one that produced more crystals.

it was also observed that of the used technigues, none
influenced the contour of the gotten crystal. Of the used techniques one
evidenced that the technique of n°® 02 is the one that obtia bigger
crystais, with more intense coloration (pink intense) and with regular
distribution in the blade. Also one observed that the amount, the size
and the location of the crystal are not associates to the use or of | do not
fight it, after 48 hours with | only fight, had influence in the coloration

and the contour of crystals.
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XIl - APENDICE

écnica 2, com luto,

x

tais obtidos do sangue de capivara t

Figura 01. Cri

~r

+

, sem imersao.

aumento 6,3, optovar 1,6, duplo filtro azul
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2, com luto,

échica

¥

Figura 02. Cristais obtidos do sangue de capivara t

-

, Com imersao.

aumento 16, optovar 1,6, duplo filtro azul
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Figura 03. Cristais obtidos do sangue de capivara técnica 2, com lufo,

aumento 100, optovar 1,6, filtro azui, com imersao.
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Figura 04. Cristais obtidos do sangue de capivara técnica 2, sem luto,

aumento 100, optovar 1,25, filtro azul, com imersao.
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TABELA 1 - DADOS OBTIDOS NAS LAMINAS DE SANGUE COLHIDOS DO ANIMAL 01.

animal tempo  Técnica iuto Sexo contorng  Coloragio tamanho gquantidade  local
1 12 1 s f r zm m p i
1 12 1 n f r Zm m m r
1 12 2 s f r Zi g m r
1 12 2 n f r zi g m r
1 12 3 s f n
1 12 3 n f n
1 12 4 S f r zf p p i
1 12 4 n f r zf p p i
1 24 1 8 f r m m m r
1 24 1 n f r zm m m F
1 24 2 £ f r zm g m r
1 24 2 n f r zm g m r
1 24 3 $ f n
1 24 3 n f n
1 24 4 $ f r zf p D i
1 24 4 n f r zf p p i
1 48 1 s f r zm m m r
1 48 1 n f i zf m m r
1 48 2 s f r zm g m r
1 48 2 n f i zm g m r
1 48 3 s f n
1 48 3 n f n
1 48 4 5 f r zf p P i
1 48 4 n f i zf p i
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TABELA 2 - DADOS OBTIDOS NAS LAMINAS DE SANGUE COLHIDOS DO ANIMAL 02.

animal tempo  Técnica lutc sexo contomoc coloracdo tamanho guantidade local
2 12 1 s f r Zm m p i
2 12 1 n f r Zm m m r
2 12 2 S f r Zi g m r
2 12 2 n f r Zi g m r
2 12 3 5 f n
2 12 3 n f n
2 12 4 5 f r Zf D p i
2 12 4 n f r zf p p i
2 24 1 3 i T Zm m m T
2 24 1 n f r zm m m F
2 24 2 s f r Zm g m f
2 24 2 n f r zZm g m r
2 24 3 5 f n
2 24 3 n f n
2 24 4 s f r zf p p i
2 24 4 n f r zf p p i
2 48 1 3 f r zm m m r
2 48 1 n f i zf m m r
2 48 2 s f r Zm g m r
2 48 2 n f i zZm g m r
2 48 3 5 f n
2 48 3 n f n
2 48 4 5 f r zf p p i
2 48 4 n f i zf p p i
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TABELA 3 - DADOS OBTIDOS NAS LAMINAS DE SANGUE

COLHIDOS DO ANIMAL 03.

animai tempo  Técnica lulo sexo contomo  coloracdo tamanho quantidade local
3 12 1 5 f r o - : i
3 12 1 n f r m m P i
3 12 2 s f r 7i 9 m r
3 12 2 n H r 7i o m r
3 12 3 s ¢ "
3 12 3 n £ n
3 12 4 s f r » o ° ;
3 12 4 n f r o o P |
> 24 ] S f J zm m ™m r
3 24 1 n f r zm m " r
3 24 2 s f ¢ om o m r
3 24 2 n f r 7m o m '
3 24 3 S ¢ :
3 24 3 n ; n
3 o4 . N f r zf D p i
] 7 1 noof r zf p p i
3 - ! s f T Zm m m r
3 P : A f i zf m m r
3 48 2 s f r 7m g il r
3 48 2 n f i m o m r
3 48 3 s f "
3 48 3 n ; "
3 48 4 s f r o o 0 i
3 48 4 n f i - b P |

UNICAMP
BIRLIOTECA CENTRAL
SECAD CIRCULANTE
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TABELA 4 - DADOS OBTIDOS NAS LAMINAS DE SANGUE

COLHIDOS DO ANIMAL 04.

animal tempo Técnica luto sexo contomo  coloracic  tamanho gquantidade  local
4 12 1 s m r zf m p i
4 12 1 n m r Zm m m r
4 12 2 S m T zi o] m T
4 12 2 n m r zi g m F
4 12 3 $ m n
4 12 3 n m n
4 12 4 S m r zm p el i
4 12 4 n m r zm p P i
4 24 1 5 m H #f m m T
4 24 1 n m r zm m m r
4 24 2 s m r zZm g m r
4 24 2 n m r zm g m r
4 24 3 s m
4 24 3 n m
4 24 4 § m r Zm p p i
4 24 4 n m r zm p p i
4 48 1 s m r zf m m r
4 48 1 n m i zf m m r
4 438 2 s m r zZm g m r
4 48 2 n m i zm g m r
4 43 3 s m n
4 48 3 n m n
4 48 4 5 m r zm p D i
4 48 4 n m i zf D D i
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TABELA 5 - DADOS OBTIDOS NAS LAMINAS DE SANGUE COLHIDOS DO ANIMAL 05,

animal tempo  Técnica luto sexo contomo coloracdoc tamanho quantidade logal
5 12 1 s m r zm m ¢] i
& 12 1 n m r zf m m T
5 12 2 s m r zi g m f
5 12 2 n m r zi g m r
5 12 3 s m n
5 12 3 n m n
5 12 4 s m n
5 12 4 n m r zm p p i
5 24 1 3 m r zm m m r
5 24 1 n m r zf m m r
5 24 2 5 m r zZm g m r
5 24 2 n m r zm g m r
5 24 3 5 m n
5 24 3 n m fn
5 24 4 s m ¢ zm p p i
5 24 4 n m r zZm p p i
5 43 1 5 m T zf m m r
5 48 1 n m i zf m m r
5 48 2 S m F zm g m r
5 48 2 n m i zm g m r
5 48 3 s m n
5 438 3 n m n
5 48 4 s m r zm o] p i
5 48 4 n m zf p p i
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TABELA 6 - DADOS OBTIDOS NAS LAMINAS DE SANGUE

COLHIDOS DO ANIMAL 06.

animal tempo  Técnica uto sexo coniormo colorag8c tamanho quantidade local
<] 12 1 8 m r Zm m m r
6 12 1 n m r zf m m r
6 12 2 s m r Zi g m f
5] 12 2 n m r Zi g m r
6 12 3 s m n
8 12 3 n m n
6 12 4 s m r 2m p p [
6 12 4 n m r zf m p i
4] 24 1 s m T 2m m m T
5] 24 1 n m r zf m m r
4] 24 2 5 m r pal g m r
6 24 2 n m r 2 g m r
6 24 3 5 m n
6 24 3 n m n
6 24 4 s m r zZm o p i
6 24 4 n m 3 zm m p i
6 48 1 5 m r Fai m m r
6 43 1 n m i zf m m r
6 48 2 s m T zm g m r
6 48 2 n m i zZm g m r
6 48 3 s m n
6 438 3 n m n
6 48 4 s m r zm p p i
6 48 4 n m i zf m P i
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