CONTRIBUTION A LETUDE DE LA COMPOSITION CHI-
MIQUE DU SANG DE CERTAINS SELACIENS DU BRESIL

Préparation de solutions de perfusion

Rubens Salomé Pereira et Paulo Sawaya

Au cours d’études sur l’action de I’adrénaline et de la noradré-
naline sur la fréquence et sur I'amplitude des battements du coeur
de certains sélaciens vivant dans les eaux qui baignent le littoral
de I’Etat de Sdo Paulo — Brésil — (1), nous avons été amenés a
étudier la composition chimique du sang des poissons employés dans
les expériences, dans le but de préparer de liquides de perfusion
parfaitement adaptés aux animaux étudiés et comme contribution
a I’étude biochimique des poissons qui se trouvent dans les eaux
brésiliennes.

Les constituants, pour le moment, comportent pour le sang:
le fer et les sucres réducteurs; et pour le sérum: les protéines,
I’azote non protéique, l'urée, Pazc-te des amino-acides, le phos-
phore acido-soluble, le phosphore inorganique, le chlore, le sodium,
le potassium, le calcium et le magnésium.

Les animaux étaient récoltés dans la baie de Santos, trans-
portés a l'aquarium, saignés par ponction au coeur. Une partie
du sang était mise dans un tube contenant un anticoagulant, |’au-
tre était laissée a la glaciére jusqu’a la coagulation. Pour le su-
cre, le sang était immédiatement traité par le sulfate de cuivre
et par le tungstate de sodium.

Techniques chimiques

1.° — Dosage du fer par la méthode a l’acide protocatéquique
(Salomé Pereira — 1941a).

1) U. von Euler et P. Sawaya — Travaux non publiés.



2.° — Dosage du sucre réducteur par désalbumination du sang,
par le sulfate de cuivre e par le tungstate de sodium, réduction
du réactif cuivrique de Harding et Downs (1933) modifié par
King et Garner (1947) et détermination photométrique de I’'oxy-
de cuivreux par le réactif arseno-molybdique de Nelson (1944).

3.° — Dosage des protéines par la réaction dite du biuret,
apres précipitation, dissolution et reprécipitation par I’acide tri-
ehloracétique (Fine — 1935; Lieben et Jesserer — 1936; Robin-
son et Hodgen — 1940, Salomé Pereira — 1944b) .

4.° — Dosage de l'azote non protéique par précipitation des
protéines par l’acide tungstique, digestion sulfurique, en presence
du sélénium, du liquide surnageant apres centrifugation énergi-
que et determination photométrique du sel d’ammonium au moyen
du réactif de Nessler (Folin et Wu — 1919; Levy — 1936; Camp-
bell et Hanna — 1937).

5.° — Dosage del'urée suivant Gentzkow (1942).

6.° — Dosage del’azote des amino-acides par la méthode de
Folin (1922) avec les modifications proposées par Danielson (1935),
par Sahyun (1939), par Frame et collaborateurs (1943), par Rus-
sel (1944) .

7.° — Dosage du sodium par photométrie apres séparation
a I’état d’acétate triple d’uranyle, de magnésium et de sodium (Ka-
hane — 1930; Kahane et Dumont — 1932; Piper — 1932; Hoff-
man et Osgood — 1938; Herbain — 1949),

§.° — Dosage dupotassium par la méthode au cobaltinitrite
double d’argent et depotassium (Salomé Pereira —- 1945c).

9.° — Dosage du calcium isolé a I'état djoxalate par la mé-
thode au 2,7-dihydroxynaphtaléne (Salomé Pereira — 1951d).

10 0 — Dosage du magnésium par ,Ja méthode au jaune thia-
zole (Gillam — 1941; Garner — 1947; Salpmé Pereira — 1950¢).

11.° — Dosage des chlorures par la méthode a l'iodate d’ar-

gent (Sendroy — 1937; Van Slyke et Hiller — 1947).

12.° — Dosage du, phosphore inorganique aprés séparation a
I’6tat de phosphate de calcium, par la méthode céruléo-molybdi-
que de Denigés (Déniés, Chelle et Labat — 1930; Salomé Pereira
— 1939f) . '



Composition chimique du sang de sélaciens 87

La méme méthode a été appliquée a la détermination du phos-
phore acido-soluble aprés incinération nitroperchlorique.

Les résultats obtenus sont groupés dans le Tableau | et on y
trouve aussi la composition de I’eau prise au méme endroit ou vi-
vaient les poissons examinés.

%

On sait que le milieu intérieur des animaux présente une cer-
taine préssion csmctique qui dépend des protéines du fluid circulant
— pression osmotique colloidale — et des constituants inorganiques
qu’on y trouve — préssion osmotique cristalloide. Il y a de cas,
cependant, ou la préssion osmotique cristalloide est maintenue, dans
une tres large mesure, par des composés organiques. Un tel phé-
nomeéne, bien connu, d’ailleurs, se vérifie chez les sélaciens, et le
taux d’urée chez le Rhinobatus percellens (Walbaum) élasmobran-
che qu’on trouve au Brésil, est 340 m M /I environ. En regardant
le Tableau I, on voit tout de suite que la teneur en sels minéraux de
i“eau de la baie de Santos est beaucoup plus elevée que chez les
poissons en étude. Cette hypotonicité est compensée par la réten-
tion d’une grande quantité d’urée, de telle sorte que I’animal est ca-
pable de maintenir le gradient osmotique nécéssaire. Puisque l’urée
est responsable par 44 pour cent environ de la préssion osmotique

du sang des éfasmobranches (Duval — 1925) et comme le coeur
des élasmobranches de I’eau douce est incapable de battre en I’ab-
sence de cette diamide (Baldwin — 1940), nous l’avons incorporée

dans les constituants de la solution de perfusion.

Les actions spécifiques des éléments, les relations entre eux,
les antagonismes — ce qui constitue un chapitre trés large de la
physiologie cellulaire — révelent qu’il faut établir un rapport con-
venable entre eux dans les liquides de perfusion, puisque l'irritabi-
lité, la perméabilité, la contractilité et d’autres caractéres fonction-
nels des tissus requierent un certain equilibre entre les ions, et com-
me les éffects d wa, elem]ent varlen,&a mesure de la concent,g’atlon
des autres qU| se trouvent dans la solution, les rapports ioniques
peuvent présenter une signification plus grande que la concentration
méme des éléments. Il y a cie* fonctions ceUuiaires qui varient sui-
vant le rapport,métaux alcalins: métaux alcalino-terreux, ce qui leve



la possibilité dune correspondance entre le type de fonction d’un
organe animal et la composition inorganique de son milieu intérieur
(Florkin — 1949).

Qn sait depuis Bayliss que le liquide Ringer-Lock n’a pas toute
son efficacité que si on ajoute une solution capable de lui donner
une viscosité égale a celle du sang, et on a employé la gomme arabi-
que a 6 pour cent. Nous avons pensé a substituer a la gomme ara-
bique la polyvinylpyrrolidone, un colloide synthétique utilisé com-
me succédané du plasma sanguin (2), dont I'emploi est devenu
courant dans la pratique médicale, dissoute dans la solution saline
préparée suivant les chiffres du Tableau 1.

Comme les animaux mantienent une concentration relative-
ment constante des ions hydrogene dans le sang, comprise la plu-
part du temps entre pH 7.2 et 7.8, nous avons employé le bicar-
bonate de sodium pour ajuster le pH de la solution de perfusion.

Dans ce travail préliminaire nous n’avons pas eu l’occasion
de suivre les variations saisoniéres du taux des constituants chimi-
ques du sang des poissons étudiés.

Les solutions de perfusion proposées sont celles qui se trou-
vent dans les Tableaux Il et IlI.

SUMMARY

In the course of studies on the effect of adrenaline and nora-
drenaline on the rate and amplitude of the heart beats of certain
brasilian selachians (U. von Euler and P. Sawaya — unpublished
results) it became necessary to study the composition of the blood
of these fishes, both as a contribution to the knowledge of their
biochemistry, and as a preliminary step for preparing convenient
perfusing solutions for their hearts.

In the present introductory studies, we have performed the
following determinations: iron and reducing sugars in the whole
blood; and proteins, non protein nitrogen, urea, amino acids nitro-
gen, acid soluble phosphorus, inorganic phosphates, chlorides, so-
dium, potassium, calcium and magnesium.

Urea concentration in the blood of selachians is high, this dia-
mide having a considerable influence upon the maintenance of their
blood osmotic pressure, and because the heart of fresh water elas-
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mobranchii is incapable of beating in the absence of urea we have
added it to the materials composing the proposed perfusing solution.

In order to give to the perfusing solution the required visco-
sity, we propose to this effect the use of polyvinylpyrrolidone, a syn-
thetic colloidal substance currently employed in medical practice
as a substitute for blood plasma.

Sodium bicarbonate was used for buffering the perfusing so-
lutions .

Tables are given.

RESUMO

No decorrer de pesquisas feitas s6bre a acdo da adrenalina e
da noradrenalina sébre a freqliéncia e s6bre a amplitude dos bati-
mentos cardiacos de certos selaceos brasileiros (U. von Euler e P.
Sawaya trabalhos inéditos) fomos levados a estudar a composi-
¢do quimica do sangue désses animais com o fito de preparar solu-
¢Bes perfusoras convenientes e como contribuicdo ao estudo da bio-
quimica dos peixes que vivem no litoral brasileiro.

Determinaram-se, no sangue, o ferro e os aglcares; e no soro,
as proteinas, o azoto nédo proteico, a uréa, o azoto dos amino-acidos,
o fésforo &cido soluvel, os fosfatos minerais, os cloretos, o sodio,
0 potassio, o calcio e 0 magnésio.

A vista da elevada concentracdo da uréa encontrada, e do pa-
pel que desempenha na manutencdo da pressdo osmotica do sangue
de tais animais, e, ainda, do fato de o coracdo dos elasmobranquios
da agua doce ser incapaz de bater na auséncia de tal composto, in-
corporamo-la a solucdo perfusora.

A fim de dar ao liquido perfusor a viscosidade necesséaria, pro-
pomos a inclusdo nele da polivinilpirrolidona, coloide sintético utilr*
zado como sucedaneo do plasma sangliineo, de emprégo corrente
na pratica médica.

Como os animais mantém de modo relativamente constante, a
concentragdo dos idnios hidrogénio no sangue — entre pH 7.2 ¢ 7.8
em geral — utilizamos o bicarbonato de sédio pg.a ajustar o pH
da solucdo perfusora.

A composicdo do material analisado e a das solugbGes de per-
fusdo propostas, encontram-se nos quadros anexos.
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