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ESTUDQO DA FISIOPATOL OGIA DO Haemonchys contortus { RUDOL PH, 1803,
EM BEZERROS ATRAVES DE RADIOTRAGADORES

SOLANGE MARIA GENNAR]

RESUMO

Bezerros machos, da raga Holandesa Preta e Branca,
com idade variando entre 3 a 5 meses foram utilizados no estudo da fisio
patologia do Haemonchus contortus. Fara tanto, oito animais foram divi
didos em dois grupos de quétro animais cada, baseadcs em seus pesos e
idades. Os bezerros de um dos grupos receberam 500 larvas infestantes
de H. contortus por quilograma de peso, via oral, e os demais permaceram
como controles sadios. Cinco semanas apfs a infestagdo, na fase de pa
téncia, a albumina marcada com 1251, os eritrécitos com o >-Cr e a trans
ferrina plasmitica com o 59Fe foram injetados em todos os animais peﬁqi
tindo observagdes do metabolismo da albumina e da cinética dos eritréci
tos e do ferro nos bezerros infestados e controles.

Os resultados mostraram uma queda nos valores de hema
técrito e uma tend8ncia de menor ganho de peso nos animais parasitados.
0 metabolismo da albumina e a eritropoese apresentaram-se alterados nos
bezerros com haemoncose. A relacdo entre os pools de albumina e~tra e
intravascular mostrou-se diminufda e o volume plasmitico aumentado com
consequente aumento do volume de sangue nos animais parasitados. Nesses
animais também foi evidenciado um aumento do turnmover do ferro plasmdti
co e da porcentagem de utilizagBo desse elemento pela medula 6ssea. As
perdas de albumina e de células vermelhas pelo trato gastrintestinal
nos animais parasitados ndo mostraram diferengas significantes em rela

¢30 aos controles sadios.



STUDIES ON THE PATHOPHYSIOL OGY OF Haemonchus contortus
(RUDOLPH, 1803) INFECTION IN CALVES WITH THE USE OF
RADIOISOTOPES

SOLANGE MARJA GENNARI

SUMMARY

This study was conduced to investigate the patho-
physiology of Haemonchus contortus infection in friesian calves.

The animals were divided in two groups of four calves
each. One group was infected, orally, with 500 Haemonchus contortus
larvae per kg bodyweight and the other one as the worm-free control.
Five weeks after infection they were all housed in metabolic crates and
injected with 125I-bovine albumin, 51Cr-red cell and 59Fe-transferrin
to study the albumin metabolism, the erythokinetic and ferrokinetic.

The results showed that there was a significant
reduction in the mean haematocrit values and an evidence of lower weigh
gains over the period of experiment 1in the infected calves compared
with the controls. There was also a change in the distribution of
albumin from the extravascular to the intravascular pool and a
significant increase in the plasma and blood volumes of infected calves.
The study of ferrokinetic showed an increase in the iron turnover and
in the rate of iron utilization in the infected group. The blood and

albumin loss by the gastrointestinal tract were similar in both groups.



1. INTRODUGAO

Rs doengas parasitdrias s3o uma das maio
res causas de perdas econbmicas em ruminantes em todo o
mundo, tendo as parasitoses gastrintestinais um lugar de
destaque entre elas. As infestagOes por nematéides afe
tam a produtividade com perda de peso, alteragdes na com
posi¢do das carcagas, que geralmente vem acompanhada por
aumento do conteddo hidrico e diminuig®o dos sdélidos, ocor
rendo também uma ac3o indireta sobre a produgdo de leite
e reproducdo, e muitas vezes levando 3 morte.

0 grau de distirbio fisioldgico e o ni

vel de diminuic3o da produtividade s3o determinados pela



espécie e carga parasitdria além da idade, estado nutri
cional e imune do hospedeiro. Esses efeitos si3c mais cla
ramente observados em casos clinicos, porém mesmo em in
festagdes "sub-clinicas®™ importantes alteragOes fisiopa-
tolégicas ocorrem nos animais parasitados.

Dentre os nematdéides de grande importén
cia por sua patogenicidade e alta prevaléncia em ruminan
tes domésticos, encontra-se o Haemonchus contortus. Es
te parasito estd presente em virias partes do mundo, po
rém destaca-se em regiSes de clima tropical e sub-tropi
cal e ALLONBY & DARGIE (1973) referiram-se a ele como o
maior responsdvel por perdas na prndugd3o de carne e 13
nessas regides.

Cada H. contortus retira 0,05 ml de san
gue por dia de seu hospedeiro. Segundo ALLONBY & DARGIE
(1973) este valor torna-se representativo guando em um
ovino, que contém um e meio a dois litros de sangue, en
contram-se 2.000 vermes, infestagdo esta bastante comum
a nivel de campo. Nesses casos cada animal estd perden-
do 100 ml de sangue, por dia, através do abomaso  junta
mente com proteinas e minerais.

Sabe-se também que o parasito necessita
sugar sangue para pfoduzir ovos e aproximadamente 100.000
ovos s8o produzidos por ml de sangue consumido. Assumin
do que desses 100.000 ovos 20.000 completem seu desenvol

vimento até larva infestante e 6.000 atinjam a maturidade



quando ingeridos, tem-se que, em apenas um més, uma per-
da inicial de 1 ml de sangue pode ser ampliada para 300
ml e contaminar a pastagém com aproximadamente 30 milhBes
de ovos por dia. Estes valores explicam o porque do apa
recimento de infestagdes severas e mortes por haemoncose
em um pequeno espagd de tempo, quando as condigdes ambien
tais tornam-se favordveis ao parasito.

No Brasil, estudos sobre epidemiologia pa
rasitdria dos bovinos nas diferentes regides ecoldgicas
do pais, vem sendo realizados. Nesses estudos os géne-
ros Cooperia sp e Haemonchus sp aparecem respectivamente
como os de mais alta prevaléncia, variando de acordo com
os fatores ambientais de cada local estudado, porém sem
pre presentes durante todo o ano. 0O Haemonchus sp cor-
responde a aproximadamente 20% dos nematSides encontra-
dos, estando em major quantidade nos animais jovens, a
partir do 52 més de idade e apresentando um nitido decli
neo em torno dos 15 meses de idade.

Métodos utilizando radioisétopos tém si
do amplamente empregados em estudos de fisiopatologia de
doencas parasitdrias devido a velocidade de determinagdo,
- simplicidade e precisdo das técnicas, e vem elucidando de
modo din8mico o mecanismo de resposta do hospedeiro as
agrec¢l3es pelos parasitos.

Com 8 utilizag3o de radioisétopos estu

dos sobre a fisiopatologia da Cooperia oncophora (ARMOUR



et alii, 1987) e Oesophagostomum radiatum (BREMNER, 1969a,b)
foram realizados em bovinos e sobre Ostertagia ostertagi
(HOLMES & MacLEAN, 1971), Trichostrongylus colubriformis (BAR
KER, 1973), Fasciola hepatica (HOLMES et alii, 1968) e
Haemonchus contortus (ALLONBY & DARGIE, 1973) em ovinos.
Nesses trabalhos os mecanismos das alteracgdes ocorridas
nos hospedeiros parasitados foram melhor conhecidos, prin
cipalmente os relativos 3s perdas de proteinas plasmaticas
e anemias que est3o presentes na maioria das helmintoses
gastrintestinais.

Essas técnicas baseiam-se na medida dos
fluidos corpéreos e s8o normalmente obtidas pelo "princi
pio de diluic8o". Esses s3o métodos indiretos onde quan
tidades conhecidas de alguma substadncia marcada sdo adi
cionadas ao compartimento em estudo. Apés a substélncia
ter se equilibrado no organismo, amostras s3o removidas pa
ra determinagdo da concentrag3o do marcado. Conhecendo-
se a quantidade total do marcado injetado no compartimen
to e sua concentragdo apds homogeneizagdo, o volume ao
qual o marcado foi adicionado é facilmente determinado.

BREMNER (1982) em revis3o sobre o tema
"risiopatologia das gastrenterites parasitdrias em bovi-
nos” mostrou-se surpreso por encontrar somente alguns pou
cos estudos relacionados com haemoncose bovina e utilizou
resultados obtidos com estudos em ovinos para completar a

revisdo.



Apesar da conhecida importé&ncia desse pa
rasito em rebanhos bovinos, aspectos relacionados 3s al
teragdes nas fungBes do hospedeiro s3o ainda desconheci
dos.

0 presente trabalho teve por finalidade
estudar a fisiopatologia do Haemonchus contortus em be

zerros, utilizando métodos radioisotdpicos.



z.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

0 Haemonchus contortus (Rudolphi, 1803)
é um nematdide pertencente & familia Trichostrongylidae
que parasita o abomaso de bovinos, ovinos, caprinos e
varios ruminantes silvestres. 0 ciclo evolutivo é dire
to, as fémeas produzem ovos em grande gquantidade, estes
eclodem e liberam as larvas de primeiro estédgio (Ll)’
que nas pastagens desenvolvem-se para L2 e L3, forma in
festante, em 5 a 7 dias com temperaturae umidade ideais,
porém podem levar semanas ou até meses sob baixas tempe
raturas. Apés ingeridas as L3 realizam a primeira muda
j4 no rdmem, e no abomaso mais duas ecdises préximas &s

gldndulas gdstricas. Antes da Gltima muda, elas de



senvolvem uma lanceta perfurante na cavidade bucal, que
vai permitir & larva e mais tarde ao adulto a obtenc3o
de sangue dos vasos da mucosa do abomasc. Apds tornarem
-se adultos os parasitos movem-se livremente pela superfi
cie da mucosa. A fase de pré-paténcia, em bovinos, é de
aproximadamente quatro semanas (URQUHART et alii, 1987).

Em 1954, ROBERTS et alii, na Austrdlis,
trabalhando com H. contortus de origem bovira e ovina
concluiram, baseados em estudos de morfologia, que os es
pécimes provenientes de bovinos e ovinos representavam
espécies diferentes e propuseram que o H. contortus fos
se mantido para as formas encontradas nos ovinos e H.
placei para as provenientes de bovinos. Em 1979, GIBBONS
estudou formas de H. contortus de vdrios hospedeiros
silvestres e domésticos, admitindo gque o H. contortus e
o H. placei sdo espécies sinbnimas.

MIRANDA (1981) realizou estudos com espé
cimes provenientes de vdrias regides do Brasil e obser
vou que, em bovinos, os helmintos apresentam diferengas
biométricas para com o material de origem ovina e capri
na porém estas foram Insuficientes para se estabelecer
identidade com a espécie H. placei a qual ndo foi obser
vada em nenhuma amostra, e o material de origem bovina,
n8o fol morfologicamente diferenciado.

A alterag8o no peso corpéreo de animais

parasitados é um dos critérios mais utilizados na avalia



¢80 dos danos causados pelos parasitos sobre os hospedei
ros. Porém, sob condigles de campo, uma grande variagao
nos niveis proteicos das pastagens, e por conseguinte
nos animais, ocorre durante as diferentes épocas do ano.
Periodos de niveis proteicos baixos causam impdictos maio
res sobre o metabolismo e produtividade, principalmente
em animais parasitados.

Fraser & Robertson e Whitlock (In: ABBOTT
et alii, 1985a) e GIBSON (1963) foram os primeiros a ob
servar efeitos da nutric8o sobre a patogenia do H. con
tortus. PRESTON & ALLONBY (1978) também realizaram expe
rimentos nesse sentido, porém todos com controles inade
qguados e observaram somente alguns aspéctos clinicos tais
como peso corpéreo, hematécrito e contagem de ovos nas
fezes,

Em 1979, BARONI no Brasil e ABBOTT et alii
(1985a, 1986a e 1988) na Escécia estudaram mais amplamen
te a correlagdo entre nutrigd3o e patogenia, em ovinos
sob diferentes planos nutricionais e niveis de infesta
¢30 por H. contortus. Concluiram que o nivel proteico
da rag3o n3o influencia no estabelecimento de uma maior
ou menor quantidade de vermes, porém o grau de patogeni
cidade observado através de sinais clinicos como perdas
de peso, anemia e inapeténcia, tornou-se mais evidente
nos animais mal nutridos, apesar de perdas de sangue pe

lo trato gastrintestinal terem ocorrido igualmente nos



animais sob diferentes niveis proteicos. Observaram tam
bém que cordeiros alimentados com racgdes contendo niveis
proteicos normais quando submetidos a repetidas doses de
infestag3o0, desenvolveram resisténcia majs rapidamente
do que os animais com dietas pobres em proteinas.

SILVERMAN et 3lii (1970) e ALLONBY & DAR
GIE (1973) estudaram haemoncose ovina utilizando animais
controles que recebiam quantidade de alimento igual a
consumida diariamente por seus pares infestados (pair-
feeding) e controles sadios, alimentados com ragdo ad
libitum. Concluiram que 8 parasitose causa diminuig3o
de apetite com redugdo na ingest3o de alimentos, e que
esta redug3o por si sé € responsdvel por perdas signifi
cativas e provavelmente seja o fator que mais contribua
para a queda na produgdo € peso.

Em algumas parasitoses bovinas por tri
chostrongilideos ja& s3o conhecidas as variagdes na compo
si¢3o corpérea dos animais parasitados. HALLIDAYet alii
(1965) constataram que a porcentagem de &gua estava au
mentada em bovinos com ostertagiose. ENTROCASSO et alii
(1986) com infestacdo mista e ABBOTT et alii (1988) em
haemoncose ovina, observaram que a deposigdo de gorduras
e tecido muscular estavam diminuidas nos animais parasi
tados. ROWE et alii (1988) também com haemoncose ovina
demonstraram que a retengdo e ingest3o de 4gua estavam

aumentados nos animais parasitados. VIEIRA BRESSAN et



10

8lii (no prelo) com infestac3o moderada por H. contortus
em bovinos jovens n3o observaras aumsento da dgua corpg
rea nos animais infestados, porém 3 distribuic3o desta
mostrou-se alterada.

Esses trabalhos ressaltam um importante
aspécto nos estudos de fisiopatologia das parasitoses,
onde, devido as alteragldes na composic8o das carcacas e
da reteng3o hidrica, geralmente presentes nesses animais,
a andlise de peso corpdéreo isoladamente pode estar supe
restimando 0s ganhos, uma vez que peso corpéreo ¢é consti
tuido basicamente por sélidos e dgua.

Estudos de balango de nitrogénio foram
feitos simultaneamente 3 infestac3o por parasitos e de
monstraram que nas helmintoses de modo geral, ocorre re
dug3o na retencdo de nitrogénio corpéreo, que normalmen
te aparece associada a um aumento das perdas deste pela
urina (PARKINS et alii, 1973; HOLMES, 1987).

Métodos para quantificar perdas proteicas
por células epiteliais descamadas e muco n3o sdo, ainda,
disponiveis, porém pouca divida existe da ocorréncia des
sas perdas em vdrias parasitoses. ROWE et alii (1982)

através da incorporacgido de 3

H-timidina, observaram um au
mento na taxa de renovacd3o das células da parede do abo
maso em ovinos com haemoncose aguda. No mesmo  estudo,
mostraram que a proteina sanguinea perdida no abomaso pe

la agd3o espoliativa do parasito, pode ser reabsorvida
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pelo intestino delgado, mesmo em infestagdes graves, de
mode que as perdas associadas com hemoncose ocorres prin
cipalmente pela reduclio na ingestdo de alimentos e aumen
to na utilizaglo de energia para regeneraclio de tecidos
e sangue.

SYMONS e colaboradores, na Austrélia, rea
lizaram uma série de trabalhos sobre sintese de protei
nas séricas utilizando L-'*c-leucina e L-'%c-tirosina en
animais parasitados (SYMONS et alii, 1974; SYMONS & J0
NES, 1978). Observaram que a sintese proteics estava re
duzida nos musculos esqueléticos de ovinos infestados com
T. colubriformsis porém a sintese pelo figado encontrava-
se aumentada nos mesmos animais. Mais tarde, em 1983,
SYMONS & JONES mediram a sintese proteica nos tecidos do
trato gast-intestinal em cobaios infestados por 7. colu
briformis e constataram um aumento na sintese proteica
tanto no intestino delgado como no grosso.

Devido a esses estudos, SYMONS (1985) em
revis3o sobre o tema, concliu que a inapaténcia, perdas
de proteina pelo trato gastrintestinal e aumento do meta
bolismo proteico nos tecidos do trato digestivo favore
cem uma transferéncia do nitrogénio proteico dos muiscu
los e pele para o figado e trato gastrintestinal dimi
nuindo a disponibilidade das protefnas para o crescimen
to e produg3o. Certamente esses mecanismos descritos

por SYMONS, n8o s3o exclusivos do T. colubriformis e
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ocorrem na maioria das parasitoses gastrintestinais, in
clusive na haemoncose.

KUTLER & ‘MARBLE (1960) com infestag3o mis
ta por trichostrongilideos a niveis clinico e moderado,
em ovinos, observaram uma variag8o significativa nos teo
res de proteina sérica e nas fragdes proteicas do SOTO
dos animais clinicamente parasitados, porém nos ovinos
com infestag8o moderada, a diferenca em relagdo aos con
troles sadios n3o foi significativa.

KERBOEUF (1977) estudou as variagdes nos
teores de pepsinogénio, proteinas e lipideos no soro de
ovinos sob diferentes niveis de infestagdo por H. contor
tus. Observou uma diminuic3o nos niveis de albumina s¢
rica e protefna total nos animais altamente parasitados,
com teores mais baixos entre os dias 27 a 30 pés-infesta
c80. Os animais com parasitose a nfvel moderado, tive
ram os teores de albumina sérica similares aos controles
sadios. Observou também uma diminuig3o nos valores to
tais de globulina que foram proporcionais a quantidade
de larvas infestantes ministradas. Em relagZ3o ao pepsi
nogénio somente os animais altamente parasitados mostra
ram alteragdes marcantes, semelhantes &s encontradas com
Ostertagia sp, porém o aumento do pepsinogénio sérico na
haemoncose foi observado do 12 ao 42 dia pds-infestagéo,
diferenca esta ocorrida devido as caracteristicas pecy

liares existentes entre os dois ciclos bicvlégicos. 0
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autor n3o observou diminuicg3o nos lipideos séricos.

Para ROSS & ARMOUR (1960) as alteracdes
nos teores de albumina sérica pocderiam servir como um in
dicador de haemoncose, porém trabalhos mais recentes
(KERBOUEF, 1977; DARGIE, 1980; ABBOTT et alii, 1984,
19853, 1986a, 1988) mostraram que a albumina e proteinas
séricas sofrem alteragBes dependendo da raga, plano nu
tricionzl, nivel de infestag3o e fase da parasitose ob
servada.

DARGIE (1980), em relac3do ao metabolismo
da albumina nas gastrenterites parasitdrias de modo ge
ral, comenta que durante as primeiras fases da doenga,
quando a concentrac@o sérica e o pool intravascular da
proteina praticamente n3o se alteraram, ocorre uma eleva
¢30 gradual do catabolismo fracionado da albumina intra
vascular que é acompanhada por um aumento da degradagdo
em termos absolutos. Nesse periodo estas perdas sdo fa
cilmente respostas pelopool extravascular, porém com o
tempo, devido a um continuo hipercatabolismo, o pool in
travascular torna-se progressivamente dimunuido e o tur
nover aumentado. No mesmo trabalho, o autor concluiu
ser impossivel definir a quantidade de vermes necessdria
para produzir alteragles metabdlicas. Em geral animais
altamente parasitados morrem no primeiro estdgio da doen
¢a devido hemorragia e perda de plasma, com remogdo de

quantidades significativas de proteina da circulagio an
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tes que uma sintese efetiva ocorra como resposta do orga
nismo. Animais com infestag3o cronica tem perdas mais
amenas e o organismo responde com aumento da sintese pro
teica de modo a héver um balango entre perdas e sintese.
Entretanto, com a evolugdo da doenga e redugdo na inges
t30 de alimentos o organismo torna-se incapaz de substi
tuir a proteina e ferro perdidos pela ag#o dos parasi
tos. Nas chamadas infestagdes "sub-clinicas", onde 0s
animais apresentam pequenas alteragdes nos niveis protei
cos e no quadro hematico, DARGIE (1980) comenta que :
"Ng@o se pode assumir que esses animais por apresentarem-
se clinicamente normais estejam metabolicamente normais.
Nesses casos, a taxa de catabolismo da proteina pode es
tar altamente afetada, porém devido a alteragdes no volu
me dos pools a quantidade de proteina que passa pelo tra
to gastrintestinal pode, inclusive, estar igual ou maior
do que naqueles clinicamente afetados, mas que possuen
um pool menor e estd3o com uma taxa de catabolismo maior.
Portanto, em infestagBes sub-clinicas, as perdas pelo
trato gastrintestinal contribuem proporcionalmente m2nos
no catabolismo total e uma vez que a ingestdo de alimen
tos n3o estd diminuida, a sintese proteica é melhor rea
11zada com manutengso do tamanho e concentrag3o dos pools”

ALTAIF & DARGIE (1978) observaram resis
téncia genética 3 infestagdo por H. contortus em ovinos

da raga Finn Dorset e Scottish Blackface. Essa resisténcia foi
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evidente em todos os parametros estudados que mostrarazm-
se sempre mais alterados nos ovinos fFinn Dorset.

ABBOTT, PARKINS e HOLMES, na Escécia, rea
lizaram uma série de estudos sobre a fisiopatologia do
H. contortus, em ovinos sob infestagdes crdnica, modera
da, aguda e continua. Nesses trabalhos os autores cor
relacionaram a parasitose com racdes de diferentes niveis
proteicos em duas diferentes ragas de ovinos.

Com haemoncose crénica (ABBOTT et alii ,
1984) onde baixos niveis de infestac3o est3o presentes,
observou-se que nos animais sob plano de nutrigdo pobre,
houve aparecimento de uma anemia normocitica normocrémi
ca que esteve associada 3s perdas de sangue pelo trato
gastrintestinal € uma leve alteragdo na eritropoese. ES
tas variagdes ocorreram nos ovinos de ambas as ragas,
Scottish Blackface e Merino porém as alteragBes fisiopa
toldgicas foram mais marcantes nos animais da raga Meri
no com aumento do volume plasmatico associado a um aumen
to no pool intravascular.

Com haemoncose moderada (ABBOTT et alii,
1985a, b) foram utilizados ovinos Scottish Blackface e
Finn Dorset. Os autores confirmaram que a patogenia da
haemoncose ovina é essencialmente dependente das perdas
de sangue pelo abomaso e que a severidade dos sinais cli
nicos observada nos Finn Dorset, principalmente sob baj

xos nivels proteicos na rag3o, estava diretamente associa
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da com as alteracgdes fisiopataldgicas ocorridas nesse gru
po, particularmente o alto nivel de perdas de sangue.
ABBOTT et alii (1986a, b).com haemoncose
aguda, observaram que 3 mortalidade foi mais freguente nos
animais do grupo que recebeu rag3o pobre em proteina,.
Houve também anemia, hipoproteinemia e hipoalbuminemia
que apresentaram-se de modo mais severo nos animais des
se grupo, apesar das perdas sanguineas pelo trato gas
trintestinal terem atingido niveis semelhantes.

Nessa série de trabalhos realizados por
ABBOTT e colaboradores, os autores observaram que de mo
do geral os ovinos respondiam prontamente a hemorragia
gdstrica com aumento da captag3o do ferro sérico pela me
dula 6ssea associado a uma maior absorgd@o do ferro dieté
tico por esses animais. |

BAKER & DOUGLAS (196€) realizaram uma re
visdo sobre as alteragdes do sangue em infestagdes hel
minticas e observaram que nos estudes das anemias por
trichostrongilf{deos é fundamzntal a identificagdo da es
pécie de parasito e o mecanismo patogénico pelo qual ele
opera.

Desde 1915 VEGLIA descohriu que tanto as
larvas como as formas adultas do Haemonchus contortus re
tiram sangue do abomaso. A anemia é o sintoma clinico
mais significativo na haemoncose ovina e é causada prin

cipalmente pela ag3o dos parasitos sob a mucosa do aboma
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SO (BAKER et alii, 1959; CLARCK et alii, 1962).
Técnicas radioisotdpicas s3o de grande im
portdncia na elucidag®o dos mecanismos pelos quais os pa
rasitos causam anemia a seus hospedeiros, por meio delas
é possivel quantificar as variagdes cinéticas associadas
ndo s6 com a anemia, mas também com as perdas proteicas

que ocorrem simultaneamente.

5 59

Dois radioisdétopos, o 1Cr e 0 ““Fe s3o

0 51

de particular importéncia. Cr quando ligadoc & célu

la vermelha é utilizado na monitoragso de hemodiluig3o

e quebra de eritrécitos, enquanto o 59

Fe marcado & trans
ferrina completa o estudo fornecendo dados sobre a sin
tese de novas células vermelhas.

BAKER et alii (1959) foram os primeiros
a quantificar as perdas de sangue e ferro que ocorrem em
infestacdes por H. contortus, em ovinos, utilizando téc
nicas nucleares. CLARCK et alii (1962) também quantifi
caram essas perdas em ovinos constatando que a retirada
média didria é de 0,049 ml por parasito e que 6 a 12 dias
apés a administrac3o das larvas jéd é possivel encontrar
sangue nas fezes.

Somente em 1975, DARGIE & ALLONBY monito
raram simultaneamente as perdas de células vermelhas e a
atividade hematopoética em ovinos com infestagdo clini

ca unica e reinfestagdo por H. contortus. Desse traba

1ho observou-se que a anemia causada por esse nematdide
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tem 3 estdgios. O primeiro, que ocorre durante as 3 PTi
meiras semanas e € caracterizado por uma progressiva que
da nos valores de hematdcrito e niveis de ferro sérico
apresentando-se normais. Nessa fase 0S valores baixos
encontrados no hematécrito s3o devido a atividade sugado
ra das larvas em desenvolvimz=nto e adultos jovens somada
a laténcia na resposta do sistema eritrocitirio do hos
pedeiro. O segundo estdgio ocorre devido a uma continua
hemorragia da mucosa do abomaso, que estimula a eritropo
ese e as reservas de.ferro do organismo animal comegam a
diminuir. O terceiro estdgio é caracterizado por redu
3o dramatica no hematdcrito e ferro séricos com  exaus
t3o metabdélica devido a franca hemorragia e deficiéncia
de ferro associadas a redug3o, também acentuadas, das
proteinas do organismo.

Em relagd3o 3s técnicas radioisotdpicas uti
lizadas em estudos de fisiopatologia, MULLIGAN (1973)

1251 e 1311)

acentua a importadncia dos isdtopos do iodo (
na marcagdo de pruteinas. Esses isétopos tem uma série
de caracteristicas que os tornam especialmente dteis nes

ses estudos, tais como:

. Apés feita a marcac3o esta mantém-se firme até que

a proteina seja degradada.

. Apds degradac3o o is6topo é excretado de  maneira
quantitativa e rdpida pela urina, desde que antes

da ministrag3o a tirdide tenha sido bloqueada com
focdo estédvel.
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. 0 iodo radioativo n3gc é reutilizado na sintese pro

teica.

. Apds marcagdo adeqﬁada as moléculas radicativas com
portam-se exatamente do mesmo modo que as n3c mar
cadas.

Os métodos de marcagdoc e  determinagic
mais amplamente utilizados s8oc os de MATTHEWS (1957) e
CAMPBELL et alii (1956). Este ultimo método € baseado
nas medidas das atividades excretadas diariamente, sendo
portanto uma andlise direta e mais acurada. Porém, o mé
todo de MATTHEWS é bastante aceito em estudos cnde cole
tas de urina e fezes n3o s¥o possiveis de ser obtidos.

Através desses métodos é possivel determi
nar-se volume plasmdtico, pool de albumina intra e extra
vasculares e taxa de catabolismo fracionado da albumina,
isto é, a frag3o do pool intravascular que é cataboliza-
da a cada 24 horas.

Para MULLIGAN (1973) a validade dos métp
dos depende primeiramente da qualidade da proteina mar
cada. Se alguma denatutragd3o ocorrer durante a marcagio
ou purificagdo os resultados sdo prejudicados.

Segundo KIEFFER (1976) devido as prdéprias
caracteristicas da din@mica do iodo como: absorgdo intes
tinal, reciclagem pelas secregfes salivares, gdstricas
e intestinal, fixag3o na glandula tirdide e excreg3o re

nal, é impossivel obter-se simultaneamente dados cinéti
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cos relativos ao metabolismo das proteinas e & gquantifi
cagdo de suas eventuais perdas digestivas utilizando o
iodo radioativo.

Waldmann In: KIEFFER (1976) introduziuen
td3o a radiocromo (SICICIB) na marcagao da albumina, uma
vez que este elemento praticamente n3do € absorvido pelo
trato gastrintestinal.

Paralelamente 3 albumina cromada, outras
solugBes foram sugeridas para quantificar as perdas di
gestivas de proteinas plasmdticas. Dentre elas destacou

-se a polivinilpirrolidona marcado com 131

I, que n3o sen
do metabolizada poderia tornar-se um indicador ideal,
porém devido ao alto custo e principalmente a fdcil des
polimerizagdo foi pouco utilizada (DAWSON &  WILLIAMS,
1961).

Nos estudos das anemias é importante sa
ber se estd havendo interferéncia na produgdo das célu
las vermelhas ou perda anormal das mesmas ou se ambos 0sS
mecanismos estd3c envolvidos. Para obteng3o dessas infor
macdes dois s3o0 os tragadores de grande utilidade, o
51Cr e o °°Fe.

Em 1950, GRAY & STERLING empregaram a mar

51Cr para determinagdo da massa

cagc3o de hemédcias com
circulante e, mais tarde também foi utilizado na determi
nag3o da sobrevida dos eritrécitos. O método apresenta

um inconveniente: a ligagZ3o do radioisdétopo as proteinas
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jintracelulares n3o é suficientemente firme pars permane
cer até o término dos ensaios, haverndo uma continua per
da do marcador, eluigdo, principalmente nos 3 a § primei
ros dias pés-injecdo. Em ruminantes, de 40 a 60% do to
tal injetado € perdido nesse periodo e apds, as perdas
sdo de 3 a 10% ao dia. Devido a esse fato, os valores

51Cr-eritrécitos sdo indices apa

de meia-vida (t1/2) do
rentes e ndo devem ser analisados em termos quantitati
vos, porém s3o de particular utilidade guando envolve-se
comparagdes entre animais normais e doentes. Outra pro

priedade do 31

Cr ligado as células vermelhas é a de per
mitir a quantifica¢do das perdas de sangue via trato gas
trintestinal, uma vez que apds hemorragia por essa via ,
0 51Cr ndo é reabsorvido e sim eliminado com as fezes
(IAEA, 1982).

Rs informagdes obtidas pela marcagao do
51Cr-células vermelhas elucidaram os mecanismos pelos
guais os parasitos causam anemias, porém esta metodolo
gia é limitada no que tange 23 sintese de novas células.
Para estudos de sinteseutiliza-se o 59Fe,
que € um marcador que se ihcorpora diretameante a hemoglo
bina e permite estudos de cinética do ferro que servem
como Indice de eritropoese. Esta técnica foi preconiza
da por POLLYCOVE & MORTIMER (1961) e baseia-se na marca

59

¢80 da transferrina plasmdtica com o “"Fe, A transfer

rina transporta esse metal pelo sangue e seu destino é
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suprir a medula ossea de ferro para ser empregaoc na sin
tese da hemoglobina e na maturagdo dos glébulos verme
lhos. Apds incorporagdo na hemoglobina, o ferro aparece
nas células vermelhas circulantes. A taxa de utilizag3o
do ferro pelas células vermelhas e o turnover do ferro
radiativo n6 plasma s3o indices eficazes de eritropoese
e facilmente obtidos por esta técnica (BOTHWELL et alii,
1975).

De acordo com a literatura revista, estu
dos da fisiopatologia do Haemonchus contortus, em bovi
nos, utilizando técnicas radioisotdpicas, n3o foram ain
da objeto de qualguer investigacg3o cientifica publicada

no pafs ou exterior.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Local

Este trabalho foi realizado no Departamen
to de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de S3o Paulo, e na Divis3o de Radiobiolo
gia do Departam2nto de Aplicagdz2s em Ciéncias Bioldgicas
do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN)

da Comissdo Nacional de Energia Nuclear em S3o Paulo.,
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3.2 - Delinessento experisental

0 delineamento experimental foi o de blo
cos com 2 tratamentos e &4 repeticdes.

0s bezerros foram divididos em dois grupos
de quatro animais cada baseados em seus pesos e idades,
de modo a formarem grupos homogénios. Os animais de um
dos grupos receberam, via oral, 500 larvas infestantes
de 32 estdgio (Ly) de Haemonchus contortus por quilogra
ma de peso e 0S outros permaneceram como controles sadios.
Cinco semanas depois da infestacgZo, os radioisétopos

(125 51Cr-células vermelhas e 59

1 - albumina, Fe-transfer
rina) foram injetados, via intravenosa e, apés 14 dias
de observagldes e colheitas de sangue, fezes e urina, os
bezerros foram sacrificados e o abomaso removido para re

cuperag3o e contagem dos vermes.
3.3 - Animais

Foram utilizados oito bovinos machos, da
raga Holandesa Preta e Branca, puros de origem (PJ), com
4 a 6 meses de idade, nascidos em diferentes proprieda
des do Municipio de Pindamonhangaba, S3o Paulo.

Os bezerros foram mantidos em bajas indi
viduais, sobre piso ripado, livres de verme desde o nas

cimento até o infcio do experimento. Receberam colostro
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e leite em pé comercial (Du Balde - Anhanguera) ate 0
desmame que se deu 30s 50 dias de idade.

A dieta desde o desmame até o final do ex
perimento constou de feno de graminea Cost-Cross (Cynadon
dactylon), dégua 3 vontade e concentrado comercial (Nuvi
tal) duas vezes ao dia.

Os bezerros foram pesados logo apés o nas
cimento, antes da infestacdo da injeclio dos radioiséto
pos e das necrépsias, em balanca de chiio, tipo armazém
(Filizola de 1 a 200 kg) adaptada para pesagem de ani

mais.
3.4 - Métodos parasitolégicos
3.4.1 - Parasitos

R cepa de Haemonchus contortus vutilizada
no experimento foi proveniente de bovinos do Municipio
de Pindamonhangaba - SP, que estavam acometidos por este
parasito e outros tricostrongilideos gastrintestinais.

Dentre os vermes recolhidos do  abomaso,
as fémeas maturas de H. contortus foram separadas com o
auxfilio de um microscépio estereoscdpico. Estas foram
maceradas em gral com soluclio fisioldgica e a suspensdo fi
nal peneirada, obtendo-se, assim, os ovos embrionados.

Culturas desses 6vos foram realizadas utilizando-se como
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substtato conteido de rimen lavado e esterelizado de acor
do tom 8 técnica ge ROBERTS O'SULLIVAN (1950).

As culturas permaneceram em estufa 800
(FANEN] b 27°C pot 8 dias. 0 1iquido de lavagem conten
ﬂﬂ 88 Jutves infestantes, foi clarificado a fim de se re
t;tat todo o conteddo fecal e obter-se uma suspens3o de
YITT L ¥1MPﬂs. Ne&s# processo utilizou-se um equipamen-
to de f{)1tsegfi K vécuo com um funil de Bickner de 12 cm
de dlffetto & papel de fiitto (Sartorius 550) de 38 mm
ﬂﬁ dismetro. © papel de filtro foi colocado em contato
direto com uma peneira de malha 0,125 mm e esta em funil
com 4dgua morna 3 uma temperatura de 40°C, de modo que a
dgua atingia a superficie do papel de filtro do lado que
continha as larvas. Apds 6 h coletou-se o conteddo da
porg3o final do funil, aproximadamente 100 ml e a esta
suspens3o de larvas adicionou-se mais &gua e manteve-se

em qeladeira a 4°C até o momento do uso em garrafa de

Roux.
3.4.2 - Infestaglio dos doadores

Uma dose de 500 larvas infestantes de H.
contortus por quilo de peso foram administradas, via
oral, a dois bezerros de aproximadamente 5 meses de ida
de, criados estabulados em bailas individuais, livres de

vermes desde o nascimento, e que serviram como doadores
de larvas do parasito.
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A partir do 20° dia apdés a administrac3o
das L3,foram realizados exames de fezes pela técnica Mc
Master (GORDON & WITLOCK, 1939). Quando o nimero de ovos
por grama de fezes (opg) atingiu um minimo de 200, saco
las coletoras de fezes foram atadas nos animais. Com as
fezes recolhidas a cada 12 h, foram feitas culturas e as
Ls obtidas como descrito no item 3.4.1. foram utilizadas

na infestagd3o dos animais experimentais.
3.4.3 - Infestaglo experimental

Na prepara;3o dos indculos para infesta
¢80 experimental, foram contadas dez alicotas de 0,1 ml
da suspens3o aquosa de larvas. A partir do nimero médio
de Ly obtido calculou-se o volume do indculo que foi mi
nistrado a cada animal, via oral, de acordo com a docse

infestante de 500 L, de H. contortus por quilograma de

3
peso vivo.

3.4.8 - Necrbpsia e recuperaciio dos vermes

No décimo quarto dia apds as injeg¢des dos
radioisétopos, os animais foram abatidos e o abomaso re
movido para recuperac8o dos vermes. O 6rgéo foi aberto
pela curvatura maior e o conteddo total coletado em bal

de plistico, seguindo-se uma lavagem da porg3c interna
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do mesmo com dgua corrente. A esse conteudo mais o 1i
quido de lavagem adicionou-se dgua até completar o volu
me de 2 litros. Apds homogeneizacgdo foi retirada uma
amostra contendo 400 ml, 20% do total, e adicionou- se
40 ml de formol puro.

R presenga de formas imaturas foi pesqui
sada na mucosa do abomaso apdés deixd-lo em banho-maria
por 12 h a 42°C em solugdo fisioldgica. Apés esse perio
do o liquido obtido foi deixado em sedimentag#fio por 2 h,
0 sobrenadante retirado e ao sedimento adicionou-se 10%
do volume deste com formol puro.

Foram contados os vermes existentes em 20%
do conteddo e o total da digest3o do abomaso, calculando
-se 0 nUumero de parasitos e diferenciando-os em adultos

e imaturos.

3.5 - Preparo dos animais

Os animais foram colocados em gaiolas pa
ra ensalos de metabolismo (Fig. 1) trés dias antes
da injegdo dos radioisétopos. No mesmo perfodo atou-se
sacolas coletonras de fezes e iniciou-se a ministracgdo
oral de 10 ml de solug®o a 0,75% de iodeto de potdssio
(KI) aos animais., Esta teve por finalidade saturar a ti
t6ide com iodo estdvel e bloquear a captura do iodo Ta

dioativo por essa gladndula. A ministragdo foi feita dia
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riamente até o final do experimento.

No dia anterior & aplicagdo dos radioisg
topos os pélos das faces laterais do pescogo foram remo
vidos, a Vim de facilitar a injegd3o e colheitas das amos
tras de sangue. Soro de cada animal foi obtido para a
determinagdo dos teores de ferro, albumina e proteina to
tal.

Dezesseis horas antes da aplicag3o dos ra

dioisétopos os animais foram mantidos em jejum completo.

3.6 - Métodos radioisotépicos

125

3.6.1 - Marcag@io da albumina com I

A marcagdo da albumina com 1251 fol reali
zada segqundo o método do iodo monocloridrico de McFARLANE
(1958).

A quimica da radioiodag3o baseia-se na
substituigdo do hidrogénio dos grupos de tirosina pelo

iodo radioativo, conforme o esguema que se segue:
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PROTEINA,  PROTEINA, _PROTEINA
SPARA
—— ——
omng‘ " c-)[ ]3' s[ 1(‘_)
OH (1] (o]
Grupo Fenil da Tirosina ?%:gfn%es em solucdes alcalinas como anions

A - Formaglio do 3' ou 5' mono-iodotirosina.

PROTEINA ' PROTEINA |,
@ S8 0-naE *Q .
() 125
H H
o ()

B - Segue-se uma imediata substituic3o do H pelo I permanecendo
na posic3o ortho e formando o 3',5' di-iodotirosina.

PROTEINA PROTEINA

l 0- H22S 125
125
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Na marcac¢do usou-se albumina bovina (Sig

ma A4503) que contém 96,99% de albumina e o iodo-125 pr

jo

duzido livre de carregador pela New England.

Fei utilizada sclug3c de albumina a 2% nu
ma relag3do de uma molécula de iodo para cada molécula de
proteina, afim de evitar desnatura¢3o proteica.

Uma vez que o periodo experimental durou

duas semanas, utilizou-se 37 MBq® de 125

I por animal pa
ra marcagdo da albumina segundo recomendacdes da FAO/IAEA
(1982).

5

3.6.2 - Marcacdo dos eritrécitos com 1Cr

Na marcagdo de células vermelhas wusou-se
o >'cr na forma de cromato de sédic (N3251Cr0a) produzi
do pela Dupont.

R técnica utilizada foi a de GRAY & STER

LING (1950) que baseia-se na penetragio do crcmato de sg

dio anidnico hexavalente, Na251Cr0a, nas células verme
lhas com reducdo deste a forma catiodnica trivalente,
51

CrCl3, e imediata absorgdo pela fragdo globina e hemg
globina da cél:rla vermelha.

No dia da injeg3o dos radioisétopos, apro
ximadamente 20 ml de sangue de cada um dos animais fol
retirado utilizando sistema vacutainer em tubos heparini

zados. Este sangue foi centrifugado em centrifuga refri
® 37 MBg= 1 mCi
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gerada 8 4°C (Sorvall) a 200 rpm por 10 minutos a fim de
separar o plasma das células. Um pool de plasma fc: Is
servado para posterior marcacao com 59Fe e as células ver
melhzs de cada animal foram marcadzs com ¢ 51Cr.

Para cada suspens3o utilizou-se 37 MEqg ge
51Cr mantendo em banho-maria a 37°C por 30 minutos aci
tando~se suavemente a cada 10 minutos. Apds a marcagio,
o radioisdtopo livre foi separado do marcado por centri
fuga¢tes sucessivas a 2000 rpm por 4 minutos com solugao
fisiolégica na proporgdo de 4 volumes para 1 de cé€lulas
vermelhas. Depois de cada centrifugagdo o sobrenadante
foi retirado e desprezado. Apé: trés lavagens, 3 suspen
sdo de células vermelhas adicionou-se solugdo fisioldgi
ca reconstruindo-se assim, o volume de sangue original.

3.6.3 - Marcec@io da transferrina com 59l-‘e

0 59

Fe quando em contato com o plasma for
ma um complexo com 8 transferrina e na circulagdo s&o
carreados 3 medula éssea entrando na sintese da hemogle
bina.

A marcag3oda transferrina plasmdtica foi

59Fe (Amersham) na forma de ci

realizada utilizando-se
trato ferroso segundo POLLYCOVE & MORTIMER (1950) na do
se de 37 KBg®* por quilcgrama de peso.

R dose total de ferro calculada para 0s

* 37 KBq- 1 u Ci
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cito animais foi adicionada ao pool de plasma obtig- ---

forme item 3.6.2., deixando-se por 5 minutos 3 temperze,

ra ambiente. Apds esse intervalo foram preparados os i

culos dividindo-se o volume tctal em partes iguais para

posterior inieg3o nas animais.

3.7 - Preparo das injegBes dos marcados

Apés a marcac#@o da solugdo da asalbumina

125 51

I, das células vermelhas com o

ma com o 59Fe, injciou-se a preparacdo das amostres para

Cr e do pool de plas

inje¢da. 1Inicialmente solugd2s padrdes foram prepara
das retirando-se, com seringas pldsticas descartéveis,
1 ml de cada marcado. Para maior precisdo a quantidade
retirada foi determinada por diferenga de peso da serin
ga chela e vazia. 0O conteldo existente nas seringas era
colocado em baldes volumétricos de 100 ml e os  volumes
completados com solugdo fisiolégica, sendo os baldes fe
chados e identificados. Obteve-se, assim, uma solugdo

de referéncia (solugd@o padr3oc) de aibumina 1251, cutra

59 51Cr-eritrdcitos, uma vez

de ““Fe-transferrina e oito de
que, no caso deste Ultimo o sangue de cada animal foi
marcado individualmente.

Esses padrdes destinaram-se 3 quantifica-
¢d0 da dose administrada e ao preparo de amostras padrdes

utilizadas nas contagens.

54
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Rs injecdes dos marcados foram prenaradas
com seringas plasticas descartiveis de 20 ml, de modo
que cada animal recebeu quantidades semelhastes que fo
ram oeterminadas por diferenga de pesc das seringss an

tes e apés a aplicagdo, utilizando balanga analitica (Met

tler P1200) com trés casas decimais.

3.8 - Injegles dos radioisétopos

Os marcados foram injetados intravenosa
mente, na veia jugular esquerda por meio de cateter de
polietileno (Portex) de 40 cm de comprimento e 1 mm de
didmetro. Neste cateter foram fixadas, através de um
sistema sequencial de 3 torneiras de saida tripla, as se
ringas contendo a albumina, o sangue e o plasma marcados,
os quais foram injetados sucessivamente. No mesmo siste
ma estava anexada, na extremidade distal, uma seringa de
20 ml com solugdo fisioldgica que foi injetada apds os
radioisdtopos, para limpeza do cateter e garantia de que

os marcados haviam sido injetados (Fig. 2).

3.9 - Colheita e amostragem de sangue

Foi efetuada uma colheita seriada de san

gue nos tempos 10-20-30-45-60-90-120-180 e 240 minutos

apds aplicagdo dos radioisdtopos; duas vezes ao dia, ma
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nh3 e tarde, até o 42 dis pés-injeg3do e uma vez ao dia,
pela manh3, até o final do periodo experimental, em hord
rios pré-estabelecidos. -

Todas as amostras de sangue foram cbtidas
da jugular direita, oposta a utilizada na aplicagdo dos
radioisdtopos, em tubos & vacdo de 5 ml contendo EDTA.
Primeiramente determinou-se o hematdcrito de cadsa uma
das amostras. Através de pipeta automdtica retirou-se
1 ml do sangue total que era colocado em tubos de polie
tileno, préprios do contador de cintilagdo gama, € a es
se sangue adicionou-se 2 ml de solugdc de NaOH 0,02N pa
dronizando-se o volume de todas as amostras em 3 ml.

Posteriormente, o restante da amostra de
sangue era centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos para
obtencdo do plasma que foi amostrado de modo idéntico ao

sangue.

3.10 - Colheita e amostragem de fezes e urina

0 total de fezes e urina foram pesados
diariamente em balanga tipo armazem, Filizola, com caps
cidade de 100 g a 10 kg, desde o momento da injecdo dos
radioisétopos até o final do experimanto.

Apés a pesagem do total de fezes a massa
fecal era bem homogeneizada para a retirada de uma amos

tra. A partir desta, sete tubos semelbantes aos utiliza
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dos nas amostragens de plasma e sangue eram preenchidos
com aproximadamente 3 g de fezes cada um. 0 pesc exato
era determinado por diferenga de peso do tubo vazio e
cheio. As amostras eram identificadas com o numero do
animal, dia da colheita e numero da repetigdo.

A urina recebeu igual tratamento. Apds a
pesagem do total eliminado em cada dia, 3 amostras de
3 ml cada eram retiradas com auxilio de seringas plésti
cas descartdveis e colocadas nos tubos de coniagem. A
quantidade exata de cada amostra também foi obtida por
diferenga de peso.

Nas pesagens das amostras de fezes e urina
utilizou-se balanga analitica, Mettler P160, com duas ca

sas decimais.

3.11 - Contagem da radiatividade nas amostras

As amostras de sangue, plasma, urina e fe
zes prepavadas diariamente eram mantidas em estantes apro
priadas e sé foram contadas quanto & radiatividade exis
tente no material no final do perfiodo experim2ntal. Es
se procedimento eliminou a necessidade de corregdo da ta
xa de decaimento entre as amostras coletadas nos diferen
tes tempos de ensaio.

Amostras de padrfes utilizadas nas conta

gens foram preparadas 3 partir das solugdes padrdes feitas
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no momento das marcacgdes. Alicotas de 1 m]l dessas solu
¢Ses foram colocadas nos tubos de contagem adiciorande -
se 2 m]l de solugdo de NaOH 0,02N como padronizado. De ca
da solugdo padr3o foram feitas 12 repeticdes.

As contagens por minuto (cpm) de todas as
amostras foram determinadas em um contador de cintilagdo
gama bicanal BERTHOLD LBMA6-312.

Apds as contagens realizou-se a corregdo
das cpm do iodo devido interferéncia do cromo e ferro e
do cromo pelo ferro, utilizandsc-s¢ os valcres das cpmdos
padrdes de cada radioisétopo nos seus respectivos canais
e nos canais vizinhos obtendo-se as porcentagens de in
terferéncia, as quais foram descontadas.

25

3.12 - Célculos referentes a marcagdo do 123; albumina

3.12.1 - Radiatividade total injetada (RTI)

Utilizando-se as 12 amostras padrdes da

1251-albumina determinou-se as c¢pm médias. A partir de p

125

jo

so conhecido da I-albumina utilizada no preparo do p

|

drdo e das cpm médias das amostras padrdo, calculou-se a

radioatividade total do padr3o (RTP) através da equagdo:

RTP (cpm)= Peso do marcado no padrdo (g) X M cpm em 1 ml

da solug¢3o padrdo x 100"
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2300 =l=- Volume total da sclug3o pacdric

Tendo-se o valor da RTP calculou-se a Ra

dioatividade Total Injetada (RT1) pela férmula:

RTI (cpm)- Peso do marcado injetado (g) x RTP
Peso do marcado no padrd3c (g)

3.12.2 - Construglo das curvas de atividade plasmética (Qp).
stividade retida (Qr) e stividade extravascular (Qe)

As medidas das radioatividades das amos
tras plasmdtices foram lancadas em grdfico semilogariti-
mico e sugeriam um comportamento linear. A seguir efe
tuou-se pelo método dos minimos quadrados (SEDECOR & COCH

RAN, 1967) o ajuste dos pontos experimentais a fungdo:

Y- A e Bt

onde

A - corresponde a intersegfo da reta quando t= 0, B é a
constante de decaimento das contagens e t o tempo de
corrido apds a injegdo do radioisdtopo.

Calculou-se apés, para cada animal, o to
tal de radioatividade excretada pela urina e fezes a ca
da dia. Para tanto conhecendo-se 0s pesos e 0s valores
das cpm das amostras de urina e fezes didrias determinou
-se a cpm dessas amostras por grama. Este valor multi

plicado pelo total de fezes e urina eliminados no perio
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6o correspondente forneceu o totsl de atividsde excre:

da através de cada uma dessas vias a cada dia.

Conhecendo-se a atividade total de albumi
na injetada e subtraindo-se ga atividade excretada, via
urina e fezes, obteve-se os valores da atividade da albu
mina retida no organismo a cada 24 h e tragou-se a curva
Qr, Atividade Retida, como porcentagem da atividade in
jetada em escala semilogaritimica contra tempo.

A curva de Atividade Extravascular (Qe) ,
isto é, a atividade presente nos compartimentos extravas
culares, foi obtida pela diferenga dos valores de Qr e
Qp para cada ponto exp2rimental.

No intuito de analisar matematicamente a
distribuig3o da albumina entre os compartimentos intra e
extravasculares, realizou-se uma andlise compartimental.
A partir dos valores obtidos nas contagens das amostras
de plasma, fezes e urina, as curvas de atividade cda albu
mina intravascular, extravascular, a retida no organismo
e a excretada foram simuladas. Os grdficos corresponden
tes a essas curvas bem como os pontos experimentais e si
mulados e os coeficientes de transferéncia entre os pools

intra e extravasculares encontram-se no apéndice.
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12.3 - Volume plasmatico (Vp)

) As contagens obtidas apds a albumina inje
se distribuidc pelo organismo animal, isto € ,
gido o ponto de equilibrio forreceram subsidios
30 do Volume Plasmdtico (vp).

Os valores encontrados nas amostras de
primeiros 240 minutos, em cpm, foram ajusta
30 de regress3o descrita no item 3.12.2. (Y=
, @ obteve-se o vaiur em cpm para o tempo  zero
A). [sse valor corresponde ao ponto de equi

foi utilizado na seguinte férmula:

Total da Radiocatividade Injetada (cpm)

cpm da amostra de plasma no equilibrio

.12.4 - Pools de albumina intravascular (1A), extravascular
(EA) e albumina total (TA)

O0s cdlculos dos pools de albumina intra
extravasculares (EA) e albumina total (7TA) foram
dos segundo a técnica de CAMPBELL et alii (1956),

eia-se no "tempo de equilibrio”.

Conhecendo-se os valores de albumina séri
erminados por método bioquimico convencicnal e o

plasmatico, tem-se que:

= Vp (ml) x albumina sérica (g/ml)
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Observando-se a curva de atividade extra
vascular (Qe) esta atinge um ponto mdximo declinando ny
ma faixa similar 3 curva de atividade plasmdtica. Quando
a Qe € maxima a albumina marcada estd completamente equi
librada entre os pools IA e EA. Neste ponto de equili
brio a relacgdo entre as atividades extra e intravascula-
res s3o iguais a relagdao entre o pool das massas, de tal

forma que:

TR (g)= IA (Qp + Qe)
Qp

Conhecendo-se o valor da albumina total e
intravascular, por diferenga obtem-se o pool extravascu

lar:

EA (g)= TA - IA

Os valores dos pools de albumina e albumi
na total foram expressos com base no peso corpdérec  dos

animais, isto é, grama por quilograma de peso (g/kg).

3.12.5 - Catabolismo da albumina F (IA)

Conhecendo-se o total de albumina excreta
da pelas fezes (F) e urina (U) diariamente e as cpm do
plasma no infcio de cada dia de colbeita (P), determinou

-se o catabolismo da albumina intravascular pela férmula:
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F (IA)= U+ F

A taxa de catobolismo da albumina no  pe

riodo experimental foi obtida a partir da média dos valo

res didrios de F (IA).

3.12.6 - Clearance ou depuragdo da albumina plasmatica via

fezes e urina

Para cada colheita de fezes e urina calcu

1251 _albumina e a das amostras de plas

lou-se as cpm do
ma no infcio de cada periodo de 24 h. Tanto para as fe
zes quanto para a urina as cpm da albumina marcada elimi

nadas foram divididas pelas cpm do 125

I-albumina do plas
ma no inicio de cada intervalo de 24 h, fornecendo assim
o Indice de depuragZio didrio da albumina (clearance) pa
ra cada uma dessas vias e expresso em ml/dia.

125l-albumina (t1/2)

3.12.7 - Meia vida do
Utilizando-se a equagdo de regressdo Y=

Ae'Bt, define-se a meia vida (t1/2) como o tempo neces’
sério para que a radioatividade da amostra decaia ao ni
vel de A. Pode-se ent#o, demonstrar que a t1/2 é deter

minada pela expressdo:
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tis2- ln 2 onde B corresponde 3 constante de de
S caimento previamen‘e determinade {or
regresssc exponencial.

3.13 - Cdlculos referentes & wmarcac3o dos eritrécitos -
51
Cr

3.13.1 = Volume de celulas vermelhas (Ve)

Através das cpm de cada amostra de sangue
e seu respectivo hematécrito (Ht) calculou-se as cpm das

células vermelhas pela fdrmula:

cpm, = cpm sangue x 100
hematécrito (%)

Os valores das amostras de 10, 20, 30 e
60 minutos pés-injegdo foram introduzidos na equagdo de
regressdo (Y= Ae'Bt) versus tempo obtendo-se uma curva
de decaimento do isétopo na primeira hora e o ponto de
equilibrio. Conhecendo-se este ponto e a radioatividade
total injetada (RTI), como determinada no ftem 3.12.1.,
para a albumina, porém aqui utilizando os padrdes feitos
com os eritrécitos marcados, caiculou-se o Volume de C¢

lulas vermelhas (vc).

Ve= Total de radioatividade injetada (cpm)
cpm no equilibrio
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3.13.2 - Volume de sangue (Vs)

Conhecendo-se o volume de células  verme
lhas (VC) e o volume de plasma (vp), este Ultimo obtido

1251 _albumina (item 3.12.3.) determinou

dos cdlculos com
o Volume de Sangue (Vs) pela soma dos dois valores de mo

do que:

Vs= Vc + Vp

5‘l(:r—células vi melhas

3.13.3 - Meia vida aparente (t1/2) do
A meia vida aparente (t1/2) do °'r: - céluy
las vermelhas foi determinada de modo idéntico ao dc:cri

to no ftem 3.12.7., para meia vida da albumina-12";

3.13.4 - Clearance das celulas vermelhas via fezes & u. na

As perdas de células vermelhas via .szes
e urina foram calculadas para cada periodo de 24 h. 0
total das cpm eliminadas a cada 24 h por essas vias fo
ram dividicdas pelas cpm/ml das células vermeihas da amos
tras de sangue colhidas no inficio de cada perfodo. i .lcu
lou-se assim a média dessas perdas obtendo-se o valc = em

ml/dia.
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3.14 - C3lculos referentes a marcac3o da transferrina -
59
Fe

e (/2)

3.14.1 - Meia vida transferrina -
ARs cpm de plasma obtidas das quatro pri

meiras horas foram tragadas em escala semi-logaritimica
contra o tempo e por regressao obteve-se o valor em cpm

59

para o tempo zero e a partir dele a meia-vida do Fe

no plasma.
3.14.2 - Renovag3o do ferro plasmético (PIT)

AR avaliagdo da renovagdo ou turnover plas
mdtico representa a quantidade de ferro que deixa o com
partimento plasmdtico na unidade de tempo. Sendo conhe
cidos os valores da t1/2, a concentragdo plasmdtica do
ferro e o volume plasmdtico, determinou-se a taxa de re
novagdo do ferro no plasma (PIT) empregando-se a seguin

te formula:

]
PIT (mg/dia)= Fe sérico (mg/ml) x 0,693 x 1440 X Vp
tl/2

#1440= minutos existentes em 24 h
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3.14.3 - Porcentagem de utilizag3o do 59Fepelascéhﬂas
vermelhas

Através das cpm/m)} de cada amostra de san
gue e seus respectivos hematdcritos, calculou-se as cpm/
m]l de células verm2lhas e tragou-se em pepel semi-log ver
sus tempo, em dias, a curva de atividade do 59Fe. Atra
vés do valor de mdxima atividade encontrado nessa curva
e do volume total de células verm2lhas (vc) determinou -
se a Purcentagem de Utilizagdo do e pelas Hemacias a
través da férmula:

% Utilizag3o= 100x Vc x cpm max. do *IFe

Radioatividade total injetada (RTI)

3.14.4 ~ Clearance das células vermelhas pelas fezes

Para cada periodo de 24 h calculou-se o
clearance ou perdas das células vermelhas pelas fezes.
Estas foram determinadas através da atividade nas fezes
a cada 24 h e nas células vermelhas no inicio de cada pe
riodo, conforme descrito no Item 3.13.4,, determinando -

se posteriormente o valor médio do periodo.

-——- .
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3.15 - Andlise estatistica

A anilise estatistica empregada foi o tes
te t. Vvalores de p < 0,05 foram considerados significz
tivos e as variagles das médias foram expressas através
do erro padrao (S.E.). As andlises foram realizadas na
Divis3o de Apdio & Engenharia e Pesquisa do Departamento
de Processamento de Dados do IPEN, utilizandc o sistema

SAS (1985).
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Figura 1 - Gaiola metabSlica utilizada durante o perfodo de injeg8o dos
radioisétopos e colheita das amostras.



Figura 2 - Sistema utilizado para

injecdo dos radioisétopos.

49
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4. RESULTADOS

4.1 - Observagdes clinicas

Dois dias apds a Injecdo dos radioisdéto-
pos, um dos animais do grupo controle apresentou um qua
dro de timpanismo agudo apés a alimentacd3o da tarde, e
por permanecer praticamente imével na gaiola metabdlicsa,
a evolugdo foi rédpida e 5 h apés a ingestdo da rag3o 0
animal foi encontrado morto. A partir deste fato, os be
zerros passaram a receber o concentrado mais cedo, no pe
rfodo da tarde, facilitando assim, a observagdo dos ani

mais apds a ingestdo deste.
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Os animajs de ambes 0s grupos mantiveram
-se durante todo o periodo experimental em boas condigGes
clinicas. N3o observou-se anorexia, edema sub-mandibular,
pélos arrepiados, e nenhum sintoma clinico comum em infes
tagdes por Haemonchus contortus.

0 ganho de peso nos bezerros parasitados
foi menor que nos controles, 21,25 : 3,77 kg e 34,33 =
6,27 kg, respectivamente, porém esta diferenca n3o foi es

tatisticamente significativa (Tab. 1).

4.2 - Dados parasitolégicos

4.2.1 - Exame de fezes

Vinte dias apds a inoculag3o da Ly infes
tantes do parasito, iniciou-se exames de fezes diariamen-
te. Observou-se que o periodo de pré-paténcia foi, em mé
dia, de 30 dias, porém o acompanhamento do opg n3o foi rea

lizado durante o restante do periodo experimental.

4.2.2 - Necropsia

0 exame macroscdpico do abomaso dos ani
mais de numeros 3 e 4, infestados, mostrou mucosa da re
giso findica de aspecto gelatinoso, espessa com coloragdo

avermelhada e formagdes gelatinosas amareladas na porgao
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externa do mesmo. J3& nos bezerros de numeros 7 e 8, 5 my
cosa apresentou-se um pouco mais espessa que 0 normal com
petéquias hemorrdgicas distribuidas na regifo fundica (Fig.
3 e d).

Da dose infestante de 500 L3 por quilo-
grama de peso administrada aos bezerros, uma média de
5,71% (2,16 - 11,26%) foram recuperadas do conteddo e di
gest3o do abomaso, apresentando-se em sua maioria no estéd
gio adulto. Nenhum verme foi encontrado nos animais do

grupo controle. Estes resultados est3o ilustrados na

Tab. 2.

4.3 - Bioquimica do sangue e hematécrito

Os valores de albumina sérica (g/100 ml) ,
proteina total (gs/100 ml) e ferro sérico (ug/100 ml) en
contram-se na Tab. 3.

As concentragdes de ferro, albumina e
proteina total no plasma n3o apresentaram diferengas en
tre os grupos e estes valores estavam dentro dos teores
normais para a espécie, que sdo de 3,0 a 3,8 g/100 m1 pa
ra a albumina, 6,5 a 8,5 g/100 ml para a proteina e 70 a
250 ug/100 ml para o ferro segundo SWENSON (1984).

O0s dados de hematécrito do momento da
injecdo até o final do experimento encontram-se na Tab.4.

Os valores médios de 27 e 34,5% obtidos no tempo zero, pa
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T3 oS grupos infestado & controle respectivamente, foram
significantes a nivel de 5%, mantendo-se esta diferenca até

o ultimo dia do experi-eﬁto conforme demonstrado na Fig. 5.
4.4 - Metabolismo da albumina

Os dados referentes ao metabolismo da al
bumina encontram-se na Tab. 5.

Os valores médios de meia vida (tl1/2) ,
em dias, para a albumina marcada n3o apresentaram diferen
¢a significante entre os grupos, 15,67 : 0,98 e 13,93 : 2,21
dias, respectivamente para os infestados e controles, o]
mesmo ocorrendo com a taxa de catabolismo fracionadoc da
albumina F(IA) com 0,069 ¢ 0,005 nos animais parasitados
e 0,074 * 0,006 nos controcles.

0 volume plasmdtico médio apresentou um
aumento significativo (p < 0,05) nos bezerros infestados
(57,65 ¢ 5,29 ml/kg) quando comparados aos controles
(47,70 * 1,25 ml/kg).

Diferengas estatisticas significativas
n3o foram detectadas entre os valores dos pools de albumi
na intra e extravasculares, no entanto, a distribuicdo en
tre eles apresentou-se alterada com uma tendéncia de au
mento no pool intravascular, sendo que a relagd3o entre am
bos (EA/IA) foi significante (p < 0,006), com valores de
1,17 *+ 0,04 g/kg para os infestados e 1,44 ¢t 0,03 g/kg pa
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ra os controles.

No apéndice encontram-se os grédficos ob-
tidos através de uma andlise modelo bi-compartimental re
lativos & atividade plasmdtica (Qp), atividade extravascu
lar (Qe), atividade retida no organismo (Qr) e atividade

l251 dos bezer-

excretada (Qs) da albumina marcada com o
ros infestados e controles.

AR andlise matemdtica da distribuicdo e
comportamento da albumina entre os pcools intra e extravas
culares, mostrou que os valores ajustaram-se ac modelc bi-
compartimental. Em relagd3o aos coeficientes de transferéncia de

um compartimento a outro e aos de eliminagdo, a andlise ndo detectou

diferengas significantes entre os animais infestados e contrcles.

4.5 - Cinética das células vermelhas

Os resultados do estudo da cinética das
células vermelhas encontram-se na Tab. 6.
0 volume de eritrécitos {vc) na circula-

51Cr n3o

¢¥30 e a meia vida (tl1/2) das células vermelhas -
foram estatisticamente significantes entre os animais in
festados e controles.

Nos animais parasitados a quantidade de
eritrécitos perdidos pelo trato gastrintestinal e wurind-
rio, diariamente, estava aumentada, mas este aumento tam

bém n3o foi significante.
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Apesar do volume de células vermelhas
n3do ter apresentado diferenca estatistica entre os grupos,
os valores encontrados para total de sangue (Vs) mostra-
ram-se significantes (p < 0,005), obtendo-se para o grupo
controle uma menor quantidade de sangue total, 62,56 ¢ 2,18

ml/kg, em relagdo ao infestado, 74,5 * 2,70 ml/kg.

4.6 - Cinética do ferro

Os resultados referentes ao estudo da ci
nética do ferro s3o mostrados na Tab. 7.
Os valores de meia vida (tl1/2) da trans

59Fe e do clearance dos eritrécitos pelas fezes,

ferrina-
ndo diferiram entre os dois grupos. Em relag3o a estes
valores € importante observar que dos 3 animais controles
o animal de ndmero 2 eliminou 93 mg de eritrécitos por
dia pelas fezes, enquanto os outros dois controles nado
apresentaram nenhuma perda. O mesmo animal apresentou o
valor da tl/2 bastante abaixo (73 h) dos Indices encontra
dos nos animals do mesmo grupo (124,6 e 156,0 h), compor-
tando-se em relag3o & cinética do ferro de modo semelhan
te aos animais parasitados. Devido a essa discrepéncia nos

valores, a andlise estatistica n3o teve s-nsibilidade pa

ra detectar as diferengas observadas entre os grupos.

0 turnover do ferro no plasma (PIT) apre

sentou-se aumentado nos animais infestados (0,72 :¢ 0,02
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mg/kg/dia) relativamente aos controles (0,48 : 0,07 mg/kg/
dia) com p < 0,05. A curva de utilizagdo do ferro pelas
células vermelhas, em dias, apresentou valores méiximos mais
cedo nos bezerros parasitados, ao redor do 119 dia, en
quanto que nos controles esses valores mdximos foram ob
servados no 142 dia (Fig. 6). A porcentagem de utiliza-
¢80 do ferro radioativo pels medula dssea foi maior e es
tatisticamente significante nos animais parasitados com
valores de 59,40 * ],59% para o grupe infestzde e 42,80 2

6,30% para o controle (p < 0,005).



Figura 3 - Abomaso dos animais infestados, nimeros 3 e 4, 45 dias ap6s
ministraglo das larvas infestantes do H. contortus (500 L3/

kg).

Cemnin NICLEAR/SP - \PEM
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Figura 4 - Abomaso dos animais infestados, nimeros 7 e 8, 45 dias apés
ministrac3o das larvas infestantes do H. contortus (500 L3/
kg).



TABELA 1 - Peso na infestag3do, abate e ganho de peso dos bezerros dos grupos infes

tado e controle (M * SE),
GRUPO ANIMAL PESO NA PESO MO GANHOD DE
EXPERIMENTAL NQ INFESTACRO ABATE PESO
(kg) (xg) (kq)
3 115 139 24
4 97 122 25
Infestado 7 104 114 10
8 98 124 26
M + SE 103,5 + 4,13 124,75 &+ 5,21 21,25 » 3,77
1 82,5 17,4 34,9
2 106,0 129,2 23,2
Controle
6 86,8 131,7 44,9
M * SE 91,76 + 7,22 126,10 * 4,40 34,33 * 6,27

6<



TABELA 3 - valores de proteina total (g/100 ml), albumina sérica (g/100 ml) e ferro s¢

rico (yg/100 ml) dos animais dos grupos infestado e controle (M * SE).

GRUPO ANIMAL PROTEINA ALBUMINA FERRO
TOTAL SERICA SERICO
EXPERIMENTAL Ne (g/100 =l) (g/100 ml) (ug/100 ml)
3 5,8 3,2 113,1
4 6,2 3,1 113,2
Infestado
7 7,8 3,4 120,8
8 6,0 3,6 123,2
+ SE 6,45 ¢+ D,45 3,32 ¢+ 0,40 117,57 + 2,60
1 7,1 3,8 102,6
Controle 2 6,3 3,1 102,6
6 6,9 3,5 142,0
+ SE 6,76 + 0,24 3,46 ¢t 0,20 115,73 + 13,13

19



TAZELA 4 - Velores de hematdcrito dos animsals dos grupas Infestado ¢ controls desde o Injecl¥e 'dos radiolsétopos atd e final do
experisesto. (Média : Desvio Padria)

3,325 350229 3,241,0 33,322, %0314 3302 1,6 70,9 SH0t08 32,0t 22 H0r24 N7229 120-%3

DIAS Ards 1ndegho poes mRantorséroros
' 2 ) a 5 3 ? ) 9 0 " ” 1"
» 2 r 3 - ” 2? o) FL) 24 3 ] 3] b4/
b ] ] » b ] ] 2 » » » o n 27
2,8 0,3 2 2 2 2 2 ” 7 n n 2,5 »*
».3 » 2 2 » » 2 s 2 %,3 75 E2 2
2,322,727 27.5: 2,4 22233 353:2,7 24,029 26,795:3) %6,711,6 M,41:28 19126 20,212,5 273130 25,3:23 30118 3I%Ie 13 2
» 3%,5 » b ] » 3 33 33 n 5 b} 3 »
] 3 » ” ] » N N 3 1 » ’» L)
» » 0,3 b ] ¥ ™ 3 » » » n » 24

3,7¢ 2,8 no:t1s
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Figura 5 - valores didrios do hematécrito (%) dos bezerros dos grupos
infestado e controle, desde a aplicac@io dos radioisétopos
até o final do experimento (m ¢ desvio padric).



TABELA 5 - Estudo do metabolismo da albumina em bhezerras infestados com W. contortus (3500 L3/kq) e controles.

CRUPD ANIMAL 123, VOLUME Ia® EA® EA/ZIA® CLEARANCE F (IM)€
ALBUNINA PELAS
EXPERINENTAL Ne RBMIA L 1/2 PLASMATICO FEZES
(dies) (m1/kg) (g/kg) (g/kg) {g/kg) (m1/din)
3 16,8 62,7 2.0 2,2 1,10 0,072 0,069
s 17,7 58,3 1.8 2,2 1,22 0,018 0,087
INFESTADO ? 13,3 59,2 2,0 2.2 1,10 0,020 9,083
) 18,9 30,2 1,8 2,3 1,27 0,013 0,070
- s SE 13,67 2 0,98 37,65 * 5,29 1,90 + 0,05 2,22 ¢ 0,02 1,17 ¢+ 0,06 0,018 ¢ 0,001  0.C69 ¢ 0,005
1 11,1 49,2 1,9 2,8 1,47 0,023 0,080
CONTROLE 2 18,1 4%,2 1.6 2,1 1,50 0,031 0,093
6 12,a 8,7 1,6 2,2 1,37 0,008 . 0,063
m: SE 13,93 = 2,21 47,70 =+ 1,25 1,63 : 0,14 2,36 : 0,21 1,66 + 0,03 0,020 ¢ 0,006 €,C76 ¢ 0,006

pool o= alwmina Intravascular

poo] de alumina extravascular

taxa de catabolismo da albumin
significancia p < 0,05

oNTe

v9



TABELA € - Estudo da cinétice das células vermelhas em pbezerros infestsdos com H. contortus (500 L,/kg)

e controles (m ¢t SE),

GRuUFO VOLUNE [E voLUE® t 172 *lex CLEARANCE 00 . CLEARAWNCE (0
TOTAL OE sl
Cr-ERITRECITOS Cr-ERITROCTIIOS
EFERIMENTAL ERITRACITOS SANGLE ERITROCITOS PELA LRINA
(ml/kg) (m1/\eg) (hs) (ml/dia) (ml/dia)
3 18,0 80,7 258 64,10 144,0
8 17,4 75,9 182 a 55,75
INFESTADQ ? 12,0 7n,2 158 22,00 153,50
8 18,2 68,4 . 158 18,28 336,00
t SE 16,40 & 1,47 74,05 ¢ 2,70 199 : 21,31 33,79 : 14,69 172,31 + 58,83
1 17,6 66,9 199 30,50 164,5
CONTROLE 2 15,6 60,9 261 5,56 146,0
6 13,7 59,9 203 27,50 165,5
* 15,63 & 1,12 62,% ¢+ 2,18 221 + 20,03 21,18 : 7,86 158,6f + 6,33

¢ Significdncia p < 0,05
& Amostra perdida

<9



TABELA 7 - Estudo da cinética do ferro em bezerros infestados com H. contortus (500 L3/kg) e controles.

a b* »
GRUPO ANINAL 59 P.I.T. % CLEARANCE
Fe uTILIZACAO 59
EXPERIMENTAL N® ( t1/2) ( 1 , ssre PELOS FEZFE'g
min, mg/dia/k
9 g ERITROCITOS (mg/dia)
3 98,0 0,72 57,4 95,88
4 83,0 0,79 63,2 139,86
INFESTADO 7 107,0 0,67 60,8 36,55
8 88,5 0,70 56,2 115,98
m s+ SE 94,12 + 5,29 0,72 : 0,02 59,40 ¢+ 1,59 $7,06 ¢ 22,08
1 124,6 0,40 38,6 0
CONTROLE 2 73,0 0,63 55,2 93,0
6 156,0 0,43 34,6 0
m: SE 117,86 ¢ 24,19 0,48 ¢ 0,07 42,80 ¢ 6,30 31,00 ¢ 31,00

a Meia-vida do 59l'-'e no plasma

b Turmover do >9Fe no plasma
* Significancia p <0,05

99



10%-

b
o
W

e
=8

lJllL'

“Fe cpm/ml DE CELULAS VERMELHAS

10

2 4 6 _8 1 12 %
DIAS APOS INJECAO DOS RADIOISGTOPOS

Figura 6 - Curva de utilizag3o do sg?e, pela medula 6ssea, mostrando o

aparecimento de novas células vermelhas, na circulag3o, des
de a aplicagBo dos radioisétopos até o final do experimento
nos bezerros dos grupos infestado e controle (valores mé-
dios).

67



5.

DISCUSSAO

Primeiramente é importante ressaltar que
nem sempre fol possivel estabelecer uma comparagao adequa
da dos resultados obtidos no presente trabalho e o dos au
tores consultados, uma vez que praticamente todos os estu
dos de fisiopaiologia do Haemonchus contortus haviam sido
feitos em ovinos. Deve-se ainda mencionar que mesmo em
estudos realizados com a mesma espécie animal, a fase da
doenga, a dose de infestaglo, a idade, raga, estado imune
e plano nutricional do hospedeiro s3o alguns fatores que
acarretam significativas alteragles na fisiopatologia da

doenca (ABBOTT et alii, 1985a,b; 1986a,b). Devido a esses
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fatos, as variagdes metabdlicas ocorridas nos animais pe
la presenga do parasito devem ser analisadas como um todo.

A dose infestante de 500 L, de H. contor
tus por quilograma de peso, utilizada neste experimento ,
levou ao aparecimento de uma haemoncose moderada enquanto
em ovinos uma dose trés vezes menor provocou alteragdes se
melhantes &8s aqui observadas (ABBOTT et alii, 1985b) e
350 Ly de H. contortus por quilograma de peso causou uma
infestac3o aguda com alteracgles metabdlicas significati-
vas e mortes (ABBOTT et alii, 1986b).

A dose infestante utilizada nos bovinos
deste experimento, acarretou diminuigdo dos valores de he
matécrito, que apesar de significante em relagdo ao grupo
controle, apresentou Indices acima daqueles encontrados em
infestacgBes clinicas (HARNESS et alii, 1970). Por outro
lado, baixcs niveis de infestag3o por H. contortus sdo
bastante comuns em animais com infestacdo mista e esses
niveis, apesar de discretos, est3o certamente diminuindo
0 desempenho dos rebanhos.

Neste experimento um menor ganho de peso
foi evidenciado nos animals parasitados, que apesar de
n3o apresentarem diferenga significativa em relagio aos
controles sadios, fol um dado aparentemente n3io desprez{
vel. E importante salientar que os animais deste experi-
mento receberam dieta adequada através de rag3o balancea

da comercial e feno, propiciando um bom estado nutricio-
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nal que provavelmente contribuiu para o aparecimento de
um quadro clinico mais ameno (BARONI, 1979; ABBOTT et alii,
1985a). |

Em relagdo aos achados de necrébpsia, as
formagSes gelatinosas e o estado edemaciado da mucosa dos
abomasos indicaram que mesmo em ndmero n3c muito elevado,
os parasitos causaram um processo inflamatdrio visivel, o
qual, provavelmente, interferiu nas fungdes do 6rg3o, po
rém este é um aspecto que merece estudos mais detalhados
em haemoncose bovina.

Hipoproteinemia e hipoalbuminemia nZo fo
ram observadas no exame realizado no inicio do experimen-
to, e os estudos do metabolismo da albumina confirmam es
tes dados, uma vez que o catabolismo nao se apresentou au
mentado nem a meia vida diminuida nos animais infestados
em relagdo aos sadios. KERBOUF (1977) também nd3o consta
tou alteragdes nos teores de proteina e albumina sérica
em ovinos com infestag3o moderada e BARONI (1979) em ovi
nos, observou que as proteinas totais do plasma sofreram
diminuigdo proporcional & infestag3o por H. contortus.

Sabe-se que as proteinas plasmdticas, bem
como todas as outras do organlismo, encontram-se em estado
de equilibrio dinamico entre sintese e catabolismo.

SYMONS (1985) mostrou que ovinos parasi-
tados por T. colubriformis reduziram a sintese proteica de

locais menos vitais aumentando a sintese de proteinas es
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senciais tais como albumina e hemoglobina ou células pro
liferativas do trato gastrintestinal. Segundo DARGIE
(1975) inicialmente essas perdas sdo facilmente repostas
pelo pool extravascular porém devido a um nipercatabolis
mo continuo esse pool torna-se progressivamente reduzido.
No caso do presente experimento provavelmente esses fatos
tenham ocorrido.

0 catabolismo da albumina intravascular
F(IAR), também manteve-se inalterado durante o periodo ex
perimental, porém observou-se variagdies no tamanho dos
pools dessa proteina. A relagdo entre os pools extra e
intravasculares evidenciaram um desequilibrio na distri-
buig3o dessa proteina com um ligeiro aumento deste ultimo,
e este fato, segundo DARGIE (1975) e ABBOTT et alii (1985)
precede a diminuig3o dos teores de albumina plasmdtica.

Em relagdo 3 andlise matemdtica dos com
partimentos da albumina, vale ressaltar que este estudo
ndc é essencial nem conclusivo em anédlises do comportamen
to da albumina, porém, por meio dele, foi possivel, wuti-
lizando os pontos experimentais, obter as simulagBes das
curvas que melhor representam os pontos encontrados e
ilustrar o comportamento dina&mico das trocas de albumina
entre os dois compartimentos, bem como a eliminac¢3o dessa
protefna durante todo o periodo experimental.

A n8o constatagio de um aumento do cata

bolismo da albumina foi um indice de diffcil explicagdo
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uma vez que o0s snimais infestados apresentaram uma perda
de sangue pelas fezes e diminuig3o dos indices de hematc-
crito que, apesar de discretas, foram acompanhadas por
perdas plasmdticas. Em todos os estudos realizados com
haemoncose ovina este é um indice bastante significativo
mesmo em infestag¥es moderadas. ROWE et alii (1982) ob
servaram que proteinas perdidas no abomaso de ovinos com
haemoncose foram, em parte, reabsorvidas pelo intestino
delgado. Este fato, somado 3 ingest3o proteica a niveis
adequados, provavelmente tenham sido os fatores responsé
veis pela n3o alteracgdo significante do F(IA) e talvez,
nos bovinos, a capacidade de reabsorgdo das proteinas per
didas no abomaso pelo intestino delgado seja maior, fato
este que ainda n3o foi motivo de estudos em bovinos.

0 volume plasmético mostrou-se duas ve
zes e meia maior nos animals infestados por H. contortus
e esse fato j4 foi observado em ovinos (DARGIE, 1975; AB
BOTT et alii, 1986a,b).

Este achado estd relacionado com as alte-
racdes na distribuicdo e eliminag@io da dgua e segundo  HOLMES
(1987) este mecanismo ndc estd totalmente compreendido e
envolve alteragles no balango hormonal e proteico.

Anemia é o aspecto mais significante na
haemoncose e vdrios estudos mostraram que esta é causada
principalmente pela agd0 sugadora das formas larvais e

adultas do parasito na mucosa do abomaso, somada & defi
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ciéncia de ferro advinda das perdas plasmaticas que ocor-
rem juntamente com as células sanguineas.

Em relagio a meia vida e ao clearance do
51Cr via fezes e urina, que refletem o tempo de vida e as
perdas das células vermelhas respectivamente, o teste t,
devido ao reduzido numero de repeticg®es utilizadas para
cada tratamento e ao alto desvio padrdo, ndo apresentou
diferenca significativa. Porém a t 1/2 do cromo radioati
vo foi 22 horas menor nos bezerros com haemoncose e as
perdas de sangue, via urindria e gastrintestinal, demons-
traram valores superiores.

Neste experimento o volume total de eri
trécitos circulantes n3o se alterou apesar das perdas de
sangue e da queda nos valores do hematdcrito. Esta queda
é facilmente explicada pelo aumento do volume plasmitico,
uma vez que a agdo sugadora das formas hematéfagas do ne
matdide foi satisfatoriamente compensada pela medula dssea
como pode-se observar pelo estudo da cinética do ferro.

59Fe do

Neste estudo, a velocidade de desaparecimento do
plasma e o aparecimento deste nas hemdcias foi evidencia-
do, ocorrendo precocemente nos animais parasitados.

0 dia de méxima captag3o da transferrina
pela medula 6ssea para formag3o de novas células, ocorreu
primeiramente nos animais infestados, com aumento da por

centagem de utilizag3o do ferro pela medula 6ssea em 50%

e da depurag3o do ferro,do plasma para a medula (PIT), em
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uma vez e meja.

Os resultados mostraram que o organismo
animal reagiu prontamente-és perdas de sangue com produc3o
de novas células vermelhas, o que nesse grau de infestagdo ,
somado & disponibilidade do ferro tanto na circulag3o, uma
vez que os niveis estavam normais, como na dieta balancea-
da, permitiu uma reposic3o rdpida dessas perdas pelo incre
mento da eritropoese.

0 volume total de sangue, determinado pe
las medidas de volume de células vermelhas mais volume plas
mdtico, mostrou-se aumentado em 20% nos animais parasita-
dos e isto € um reflexo direto do aumento de plasma consta
tado nesses animais, uma vez que o0 ndmero de eritrécitos
circulantes n3o se alterou, como anteriormente comentadc.

DARGIE (1975) afirmou que no casoc da hae
moncose ovina, o resultado final da doenga depende cda habi
lidade do hospedeiro em resistir ou limitar a infestagao,
havendo um reflexo direto no grau da anemia com maior ou
menor capacidade de reposig8o do sangue perdido pela hemor
ragia causada pelo parasito. Esta capacidade de reposig?o,
em ovinos, jd provou estar diretamente relacionada com ra
¢a, idade e plano nutricional dos animais entre outros fa
tores (ALTAIF & DARGIE, 1978; ABBOTT et alii, 1986b). Es
te é outro aspecto que merece ser investigado em bovinus,
uma vez que pelos estudos eplidemiolégicos existentes no

pafs (GUIMARAES et alii, 1983; FURLONG et alii, 1985; BIAN



75

CHIN & HONER, 1987) é possivel constatar que a haemgncose
estd presente nos bovinos de leite e de carne com preva-
léncia semelhantes, 80 redor de 18X, restando, porém, es
tudos comparativos em relagdo a fisiopatologia da gaoenga
em bovinos de sangue taurino e zebuino.

Esses estudos, com haemoncose bovina, me
recem continuidade utilizando dose infestante maior com
quadro clinico e patogenia mais evidentes, o que, certa-
mente, contribuiréd para melhor interpretacdc dos achados
deste experimento, permitindo comparacBes da intensidade
da resposta do hospedeiro 3 agdo de diferentes niveis de
infestagdo por Haemonchus contertus.

A maior vantagem do uso de radionuclideos
em estudos de sistemas biolégicos € que estes comportam-
se de modo idéntico aos seus isétopos estdveis, porém de
vido 3s caracteristicas fisicas das radiagdes emitidas |,
eles s3o facilmente identificados. CQutra vantagem é que
as radiagles emitidaes s3o detectadas com alta sensibilida
de e geraimente uma pequena massa, bem como atividade, sdo
necessdrias nesses estudos.

Neste trabalho, cuidadus com manuseio dos
animais, das amostras, bem como todas as normas de prote-
c30 radiolbégica foram consideradas (IAEA, 1982).

A eficdcia dos métodos utilizados vem
do fato de que eles permitiram observagdes além das des

crigdes clinicas e andlises bioquimicas convencionais e
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mostraram variacgdes ocorridas nos animais parasitsdos em
termos de alteragdes no tamanho dos pools e taxa de reng
vag3o dos constituintes essenciais dos animais, tais como
eritrécitos e albumina. Deste modo, essas técnicas, além
de permitirem uma mais precisa compreensdo da patogania
da doenga, forneceram dados sobre a resposta dos animais
3 infestag3o parasitédria. Por exemplo, o fato dos indi-
ces do hematdécrito terem diminuido nos animais com haemon
cose foi facilmente observado pela simples elaborag3o de
um exame, porém, como os animais estavam responden-
do a essas perdas, a massa total de eritrécitos circulan-
tes e perda dessas células s6 puderam ser determinadas atra
vés de tragadores radioativos.

Este trabalho, além de avaliar as altera
¢l0es fisiopatolbégicas em bovinos com infestagdo moderada
pelo H. contortus, contribulu na implantacdo de uma meto
dologia de pesquisa através de técnicas radioisotépicas ,
qué dinamizaram as observagles dessas variagBes e que
poder3do ser empregadas em estudos de varias outras parasi

toses de importancia no pafs.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nas condigdes do

presente experimento permitem concluir:

. A haemoncose alterou a distribuigdo da albumina plasmd
tica com diminuigdo da relacg3do entre os pools extra e

intravasculares.

. Os bezerros parasitados apresentaram um aumento na eri

tropoese com maior utilizagdo do ferro plasmatico.

. Nos animais infestados houve um aumento do volume plas
mético com conseguinte aumento no volume total de san

gue.
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APENDICE

Dos dados experimentais obtidos da marca

¢80 do 125

I-albumina foi realizada uma andlise modelo bi-com
partimental segundo BERMAN & WEISS, 1974 (1),

Os dados da curva intravascular, expressa
em porcentagem de dose, ajustaram-se a uma soma de duas expo
nenciais. Isto sugere um modelo de dois compartimentos, es

quemat izados na figura abaixo

l SUBSTANCIA MARCADA

amu——————f

pmnme——

k21
lkw

Compartimento . 1 - corresponde ao compartimento de albumina

onde:

intravascular.



Compartimento 2 - corresponde ao compartimento de albumina ex

travascular.

0 modelo supde que:

. NOo instante inicial toda substdncia radioativa (100% da

dose ministrada) encontra-se no compartimento 1.

. A eliminaglo da substincia radioativa de um compartimen
to obedece a um processo de primeira ordem, isto é, a
quantidade de substincia que sai do compartimento na
unidade de tempc é proporcional 3 quantidade de substén

cia presente nele.
Estas hipdteses implicam que o modelo ma
temdtico que descreve a evolugdo no tempo da substéncia marca
da é um sistema de equagdes diferenciais lineares de primei

ra ordem com coeficientes constantes do tipo:
_ CondigSes inicisis
aQp(t)= (klo + klz) Qp(t) + K,y Qe(t) Qp(e= 0)= 1002
de

() éQe(t)-"kz' Qe(t) + ‘lz Qp(c) Qe(e= 0)= 0
dt

dQl(t)-‘"kw Qp(t) Qs(t= 0)= 0

at
onde:

Qp(t) - porcentagem da substdncia marcada existente no  com
partimento intravascular.

Qe(t) - porcentagem da substlncia marcada existente no extra
vascular,



Qs(t) - porcentagem (acumulada) da substincia marcada elimi
nads.

k - coeficiente ou constante de transferéncias e represen
ta a frac3o da substancia marcada contida no i-ésimo
compartimento que ¢ transferido na unidade de tempo
para o j-ésimo compartimento (neste caso k,z e kz‘).

ot
[ ]

%o - coeficiente ou constante de eliminac3o e representa
@ frac¥o da substéncia marcada contida no comparti
mento vascular que € transferida na unidade de tempo
para o exterior do sistema.

O problema da determinaclo numérica dos
coeficientes de transferéncia, & partir do conhecimento dos
pontos experimentais das curvas intravascular e de excregdo,
ambas expressas em porcentagem de dose, foi resolvido pelo
emprego do cdédigo SAAM25 (Simulation Analysis And Modeling)
desenvolvido por BERMAN & WEIss, 1971(1),

0s resultados numéricos dos coeficientes
de transferéncia encontram-se na Tabela 1.

Os coeficientes de transferéncia foram
substitufdos no sistema de equacdes diferenciais (1) e a so
luc3o fol obtida através do sistema CSMP (Continous Sistems
Modeling Program)(z).

A simulag3o do modelo bi- comportamental
foi feita até 350 horas, com a obteng8o de solugdo de 10 em
10, totalizando 36 pontos.

Com os resultados obtidos construi-se um

gréfico no qual foram tragadas 8s curvas:



Qp(t) versws t (curva de atividade intravascular x tespo).
Qe(t) versus t (curva de atividade extravascular x tempo).

Qs(t) versus t (curva de atividade excretada x tempo)

Qrt) versus (curva de atividede retida no organismo x tem

po), onde

Qr(t)= Qp(r)

+

Qe(t)

e os pontos experimentais da curva de atividade intravascular
ds curva de atividade retida e da curva de excregio.

Todos os dados est3c em porcentagem de do
se.

Estas curvas foram obtidas com o SAS/GRAPH
) e foram tragadas numa unidade "plotter™ TK4662.

Os pontos experimentais e os simulados en

contram-se na Tabela 2.
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2.0000E402 2.7F73F401 J.5109E401
J.1000E+402 2.2286L+01 J.4534F 401
3.2000E402 2.2905E401 2,2970F+01)
J.7000E+402 2,2531F+01 3.7414E401
3.4000E402 2.2162F+01 M.2R6PE4D]
2.5000F¢02 2.,1800E+01 32,2330F+01
T = HOFAS APIMS INJFCAD
QP = ATTVIDPADF NO COMPARTIMFNTC JTRTFAVASCULAR
QE = ATIVIDANE ND COMPAFTIMENTD EYTFAVASCULAP
QS = ATIVIDADE EXCP" TADA ’
CT = ATIVINADRF NO CORPC INTFIRC

Cl
1.CCCOF +0?
Q.Fr)1nTeCY
9.‘)(7F001
$.2123F 40}
9.04€RC+01
P.Pﬂﬁxr401
R,7177°T 40
B.EC17T+M
RL44507 301
R,3110F+01
P.174PT 401
R,C409™ 401
7.00%47T401
7.78C0T 401
7 4ES277 401
7 527FF 401
7.4045F +01
728345401
7.1F42F+40]
7.0471T+01
F.€2167+401
E.F12S5F 401
F.7070F 401
£, EQ73F+01
€. 4RCET 401
€.3813F+01
F.278CE+0]
G 17637 401
£.0753F+01
£, C7E6F4C1
S.P782°401
97821 401
C. €275 +0]

e £545C+401
5.5020F+01
5.4130F 401

(% DA DNsc)
( DA pOST

(¥ TA DNSF)
(% FA DOSE)



T

0."

1.0000E+0])
2.0000L+01}
4.0000E+01
5.0000F+01
., 0000E+01
7.0000F+01
R.,NO0OFE+01
a,0000F¢01
1.0000F+02
1.1000F+0?2
1.7000r+02
1.X00F+02
1.4000F 402
1.8000FE+02
1.£000E+02
1.7000£402
1.2000F+402
1.S000E+0?
2.0000E+02

2.1000E+02 -

?.2000F+02
2.3000E+02
2.4000F+02
2.5000E+02
2.F000€E402
72.7000F+02
2.7000E+02
?2.9000E+02
3.0000F+02
3.1000E+02
3.2000F+02
3.%000F+02
3.4000E+02
3.8000E+02

-l
[ I ]

QP

Qs
Cl =

D
m
L}

QP
1.0000F+02
7. 024 9E401
5.5691F+D]
4.,P407F+01
4. 4611F+01
4 .248RF+ 01}
4.1171F+0)
4. 024 5E+01
3.5509F+01
3. 0869C+01
3.0279F+01
3.7717F4+01
3.7172E401
3.€6639F+01
3. €116E401
3.5602F+01
3.5095E+01
3. 4594E+01
3.4104F401
J.2€19T+401
2, 2141E+01
3.2670E+01
3.2205E+01
3+1747E401
3. 1296F+01
3.0851FE+401
3.0412E+401
2.5980F+01
2.5553F+01
2.°133F+01
2 A719E+01
2.08211F+01
2.7908¢+01
2.7S511E+01
2.7120E+01
2.€734£401

TADELA 2 - MNINAL 2
QE Qs

0.0

27111 +01
J3.5702E+40)
4.53507+401
4.76801+01
4, P42€F40]
4.P420F 401
4 .80058r+01
&4, 7E51F+401
4.6930F+01
4.€62%8F+01
4,%€E57T+01
4.501€F 401
4.,4280T+01
4.3751F+01
4.,2130F401
4.,2517F+01
4.1912L+01
4.1317F401
4.,0725F401
4.0150E+401
3.€57SF+01
3.501¢F 401
J.P4E62E401
3.,7515F+401)
3.7376F+401
J.EPALAF40])
J3.€220F+01
3.5804E£401
3.5295C+401
3.4793F401
3.4298C+01
3.7811F+01
2.,3330F401
3.2856F+01
3.2389E401

HORAS APDS INJECAO
ATIVIDADE NO COMPARTIMFNTC INTRAVASCULAR
ATIVIDADE NO COMPARTIMENTD FXTPAVASCULAR
s ATIVIDADE EXCRETADA

ATIVIDADNE NO CORPC INTEIFC

0.0

P.EIVNAREL00
4. FO?70F <00
€. 2425F+00
7 .7092F400
9, CPS4E+00
1.040%E401
1.1597F+01
1. 2G€60F N}
1.4201F+01
1.£422F401
1.€6626F+01
1.7811FE+01
1.P980F 401
2.0132E+401
2.1268F+01
2.228B7FE+01
2.3491F+01
2. 457SF+01
2.5651E+01
2.€70RE+01
2.7750E401
2:.P778E401
2.9790F+01
3. 078%F 401
3.1772E+401
2.2742E401
3.26°9E+01
3.4641E401
2.E571F+01
3.6437E+01
3.7390E+01
3,8280E+01
3.9159E+401
4.,0023E+01
4.,0878F+01

Cl
1.CC00F. 402
0.,73F0E+01
0.£2672r+01
SeN?757€ +01)
9.2291E401
9.0914+01
B.9591F+01
R,2302E+01
R.7040r 401
R,57901 401
€. 4577E 401
P.22741 401
8.2188F401
2.1019E+01
7.SB67F 401
7.R732E401
7.7€12F 401
7.6508E+01
7.%421F 401
7.4348E401
7.32S1E+401
7224401
7.1222F401
7. 0209E+01
6.5211E+01
6.8227F 401
€. 72E6F 401
6.€200E+401
6.5357F.+01
6.4428F 401
6.3512F+01
6.2609E+01
€.1715€+01
6.0841E+01
§.€976E 401
8,8123C 401

(% LA PNSF)
(% DA DOSF)
(% TA DDSE)
(% TA DNSF)



I

3
0.9

1.0000F.401
2.0000F401
2. 0000F+01
4.0000F+01
5.0000F401
6.0000E401
7.0000F+0)
R, 0000E+01
©, 0000F. 401
1.0000F+02
1.100074p2
1. 7000E+02
1.7000E+02
1.4000E+402
1.5000E402
1.F000F+02
1.7000E+402
1.9000E402
1. 9000F 402
2.0000E+02
2.1000F+02
2. ?2000E.402
2.7000E402
? .4000E402
2.5000£402
2.€000E+02
2.7000E402
2. POOOE+02
2.9000E402
3.0000E402
3.1000E402
3.2000E402
2,7000E402
3.4000E+402
3. E000E+02

-3
n

QP
QE
Qs
CcJ

QP
1.0000F+02
7.3075C+01
S.P196F+01
4.5857[+401
4. S071F+01
4.2?717F+01
4. 04150 +0)
3+ 5187C+01
3. 80275r+01

3.7538r401

J. FBO9F+401
N ER1FFHD])
3.576R8E+401
J. 5242F+01
J. 4731F+01
3.4231E+401
3.2740F+01
3. 3258F+401
3.2783F4+01)
J.2316E401
3. 1855F+01
3.140 17401
3. 0553E+01
3. 0512F+01
3.0077E40]
2+ SCE4§9F 0]
209226E+01
2. 8810E+401
2.8399F+01
2. 79941401
2.7202F+01
2.E6P1SF+01
20 €433F+0]
2.6056F+01
2.E685E+401

ot

0.0

2.4133r401
Q. €RE4AF40]
4. 2466F+01
4.6704E 401
4.8]122E+01
& ,A5A2F +0]
4.85050+401
4.F150F+01
4.7645F +01
4 .,7065F+01]
4. CAA7F D)
4.%815F+01
4.F177F+01
4.4542F 401
4.3912F+01
4,2285F+01
4.2673F 401
4.7066E401
4.1467F401
4,0876F+01
4.02S4E+01
J.9720E401
J.5154F+01
J.8596E+401
3.B046F 401
Je7504F 403
3.€S6CE401
J.€442F 401
J.E623F+01
I.5411F 401
J.4907E401
3.4409F+401
3.3919E+01
TeJ435F401
3.2859E+01

HNRAS APCS INJECAO
ATIVIDADE ND CPMPARTIMENTC JNTRAVASCULAFR
ATIVITADE NO COMPARTIIMENTO FXTRAVASCULAR
ATIVIDADE EXCRETADA

ATIVIDADE NO CORPC INTFIRC

4

Qs

0.0
2.7922r+00
4.8183r+00
€. E768r+00
8.2252E+400
9. £516F+00
1.1003F+01
1.2307E401
1.25750+01
1. 4B17F+0}
3.€02FE+0]

- 1eP723FT 40

1.8417E+01
1.9S80E+0]}
2.0727E+01
2.1857F+01
2.2970F+01
2.4068F+01

«£150FE¢01
2.€217F+01
2.7268F+01

20 8305E401 .
2. SI2RE+0]

3.0333E+401
J.132€F+01
3.2305F+01
J.2269E+401
3. 4220E+01
3.5157E+01
Je€0B1E+01
J.€992E+01
3.7890E+401
SeR77EE+401
3964 7E401
4. 05077401
4. 125CE+01

Cl
1.CCCO7 402
9.720”F.+01

«$0P1% 401
CoJJ2IF.401
9.1775E+01
0.03497 401
AR RO97F+01
8.7693F+01
R.EACST 401
R.5183F+01
B.2CEIN+0°
R.77€4F. +0.
8.1582F 401
P.C415F 401

7.5273C+01

7.81430+01
7. 7C25F 401
7.5921E+01
7. 4849E 401
2.2787E 401
7.2731E401
7. 16E57 401
7.0673F+01
6.SE66E+01]
6. EE22T 401
6,7695E+01
6. €730E401
€.5775F 401
6.4942E+01
€.2S1RE 401
6.3007F +01
6.2109F+0 1
€.1224F +01
6.0351E+01
5.S451C 401
5. 2643 +01

(% DA DNSE)
(% DA DNSE)
(% TA DNSE)
(% TA DOSE)



]

0.0

1.0000F+01
2.0000E+01
3. 0000E+01
4,0000E+401
S.0000F+01
€. 0000E+01
7.0000E+401
R.0000E+01
9.0000£401
1.0000E+02
1.1000F+02
1.7000F+02
1.™000F+02
1.4000E+02
1.5000E+02
1.5000F+02
1.7000E+02
1.#000E+02
1. 9000F+02
2.0000E+02
2.1000E+02
2. 2000F+02
2.7000E+02
2.4000E+02
?2.5000E+02
75000F+02
2+.7000E+02
2.P000E+02
2.9000E+02
T.0000E+02
3.1000E+02
3. 7000F+02
J<3000E402
3.4000E+02
A« 5000F+02

T =
QP s

QP
1.0000 F+0?
5.1909F+01
3.93431+01
J.5082F+01
3.4760E+ 01
3.4237F+01
J.2870F+01
3.3545E+401
3. 22347+ 01
2.2€20F+0)
3.2626F+01
J.7326E+ 01
3.2030E+01
3.1736F+01
3.1444E+ 0}
3.1156E+01
3.0870F4+01
3. 0587E+01
3.0306¥+01
3.0028F+01
20 9752E+01
2.9479F+01
2¢9209E+01
2.F941F+01
2.R6758+01
2064121401
2.P1511+401
2.7893F+01
2.7637€401
27383F+01
2.7132F+01
2.6883F4+01
2.€E36F+0)
20 €392E+01
2.€149F+01
2.8909F+01

TADELA 2 - ANIMAL ©
€ Qs

0.0

4,.6251T7+01
5.7720E401
€.0242F¢01
6.0467E+01
€.0112F+01
S.9€612F 401
5.S079E401
C«PE4O0F+0])
S.2004F 401
5.7471F+401
S« €C44F ¢ 01
5.€422F+01
S5.8504E+401
$5.5291F+01
5.4882E401
S5.4379F+01
5.7880E+01
£.2285r+01
5.2095F+01
5.2410F+01
5.1929F+01
5,1452¢€+01
5.,0980E+01
5.0512E+01
$.0049F401
4 . S589F+0]
4.2134E+01
4.,RRAJC+01
4,8237F+401
4,7794F+01
4 ,7355F. 401
§.6€21E+401
4.6490E401

4,€6062E401 .

4.£641F+01

HORAS APOS INJFCAD
ATIVIDADE NO COMPARTIMENTC IKTRFAVASCULAR

0.0

1.,7999L+00
2.5272F+00
2,R7€0F+00
4.7729F400
5. E507F 400
€.5175E+00
7.3757F+00
PF.2257F+00
0. 06GA0T+00
Q. 907EF+400
1.0729F4+0)
1.1549E+01
1.2260E+01
1.3165F+01
1.39AR1E+01
1.4751F+01
1.5532E+01
1. €309F+401}
1.7077F+01
1.783AF+01
1.P592F 401
1.9339E+01
2.0079F+01
2.0812F+01
2¢1539E+01
2.c259E+401
22972F 401
2e2R79E+0]
2.42R0F+0]
250745401
2.8761F+01
2.€442F+401
2.7117E401
2.7786F 401
2+ P449F401

QE = ATIVIDADE NO COMPARTIMENTO EXTRAVASCULAR

QS =
Cl =

ATIVIDADE EXCPETADA
ATIVIDAPE NO CORPC INTFIFP

(o |
1.C000% 402
S.R200F+0D1
9.7072E+401
S. €124F 401
0.8227F401
Q. 4245E+40)
Q.2482F 40
9.2624F+01
9.1774F 401
9.0932F 401
S. COE7E 40t
R, G270r+01
8.P451C+01
f. 7€35F. 401
8.€835F+01
8.€03AF+01
8. $24SF 401
8.446(6FE+01
B.2651E401
R.2523 401
B.21€2E+01
8.140EF 401
8.0661F+01
7.5S21LC+01
7.€187E+01
7 .2460E+01
?.7740F+01
77027401
7.6320F+01
7.£€20E+01
7.492F6F+01
7 «4238BE+01
7.2587E401
?.2882E+401
7.2212E401
7.1550r+01

(% TA DNSF)
(% DA DCSF)
(% LA DNSE)
(% TA DOSE)



T

0.0

1.0000E+01
2.0000F+012
2. 0000C+012
4.0000E+01
$.0000F+01
€. 0000F 401
7.0000E+01
8.0000E+01
9. 0000E+01
1.0000F+02
1.1000F+02
1. 7000E+402
1.M000F+02
1.4000£+402
1.%5000C+02
1.6000F ¢02
1.7000E+02
1.%000t+02
1.€000F+02
2.0000E+02
2.1000E+02
?7.2000E402
2.3000r+02
2.4000F+02
2.5000E+02
2.6000E+02
2.7000E+02
2.2000E+02
?2.°000F+02
3.0000E402
3.1000E+02
3. 2000F+02
3.700E<02
3.4000E+02
3.%000E+02

QP

Qs
CI =

D
~
"

QP
1.0000F+02
7. €922F+01
6.2762F+01
SeMG46F+01
4. 2335E+01
4.4650F+01
4.7124E+01
4. 0299E+01
3. 089RF401
3.77591.401
3.€782F+01
2. ESORF+ 01

» £102F 401
3. 4342E401
3. €1 5E+01
J.2914F401
3. 2234F401
Je 1£71F 401
3.0924F+401
3.0291E+401
2. S€?7JE+01
2.9067E401
2.8474C+01
20 7694E401
2.7325F+01
2.€768F+01
2.€22727F401
2. $€ER7F+01
2.5164E+01
2. A€S1E+01
2. A14RE+01
2. 2656+ 01

«2174E401
2.2702F+01
2.2239F+ 01
2.1785E+01

- QE

0.0

1.9244L 401
J.02€SF+0]
Je €E4IF+01
4 .0022E+01
4,1C76E+0)
4.7230A7+01
4.23277r401
4,15S2F+01
4. 1454F +01

4.C799F+01

§.0081E+01
J.0322F. 401
J.EE71F+01
2.7809F 401
3.7053E+401
3.€EI306F+01
3.5571C+01
ce484CF40)
Se414]1F¢01]
J.344CE40)
2.2765F401)
3.2097F+01
3.1443E401
J.080%E+01
3.0175C+01
2 +S5€07r+01
2. ESS7E+01
2.8367F 401
2.7789F401
2.7222E401
2.€667F 401
2.€1247+401
2.8891E+401
2.%5070F 401
2.4555T+401

HORAS APPS INJFCAD
ATIVIDADF NO COMPARTIMENTP IXTFAVASCULAR
ATIVIDADE ND COMPAPTIMENTO EXTRAVASCULAR
= ATIVIDARE EXCRETADA

ATIVIDADE NO CORPT INTFIRC

Qs

0.0

J.RA340T+00
€. PEPSE+00
S. 4105F+00
1.1642E+01
1. 2€74T+0]
1.5571¢8+401
1.7375C+01
1.%10PF+0)
2.0787E+401
2.2419C+01
2.4011F+0)
2, 85565F401
¢.70R7E401
2.8575F+01
J.0033E+01
3. 14€0C+01
3.7857¢401
Je 4226F 401
2. EEE67[+401
J.6881F+0]
3. 81€67F ¢01
3. S428E4+01
4.0662E+401
4. 1872E+401
4.7057F+01
4,4217F+01
4.5354F+01
4. €468BE+0]
4.755SE+401
4,8629E4D]
4,.9675F+01
$5.0701E401
$5.1706E+01
8. 2€90F+0]
8, TE54E401

Cl
lotoccr‘oe
9.€1€6E+01
9.2121C+01
S.(S8SF+01
8.B23585+01
PL,EJ26™ 401
R,46291401
R,2€25C+01
e.C851T+0)
?7,9213T+401
7.7581E4+01
7.EGRAT 401
7 .4432F+0])
7.2912C <01
7 .1424%+01
6.S967E+01
€. FS40E+01
6.7142F+01
6.5773E +01
€.4432E+01
6.2119E£+01
6.1822F +01
6.0572E+01
5.S5337E+01
5.E127F +01
5.6942F+01

« S7E2F 401
5.4€E45F 401
5.3531F+01
S.24640F 401
5.1371F.+01
65.0323E+401
4.€2S8F 401
4.82S3E+01
4.7208E+401
£.€344E401

(% LA DNSE)
(% PA DOSE)
(% LA DOSE)
(% LA DOSE)



<
0.0

0.0 1.00007+0? 0.0
1.0000E+401 7.1200E401 2.%7)147¢01 JI.08AAF<+00
2.0000F+01 S5,.5561F+01 J.TO0S6F401 S.22347400
T 0000E+01 4.€SSOE+01 4.FTPO1E401 ?2.Z4PEE400
4.0000E+01 4.,2095F+01 4&4.F031F+01 B.R739F+00
F«0000FE+01 3.92507+0]1 E.CIBSF401 1.03€2F¢01
€. 0000F 401 I.7480F+01 5.0752F401 1.1767F+401
7.0000F+01 3.€289C+01 S5.05°1r¢+01 1.3119[0+401
8.0000F¢01 J,5411F+01 CS.CISSF40]1 1.4424F401
9. 0000E401 DJ.4703F+0]1 4.°577F401 1.,5720F+01
1.0000F+02 3,4090F+01 4.FC29F40] 1,.F8R]1C+0]
1.,1000F4027 DI EI0OF+01 4. F24PF30] 1.P222F 0]
1. 2000E40? 2.,l003F+01 4.7554r+401 1.94427+401
1.3000F402 3.2496E401 4.€EP5SFe0]1 2.0€44F+0)
1.4000E402 2.7004E40]1 4.F1€6AE401 2.1827F+01
1.5000E402 J,.1523F401 4.5484F401 2,72992[+01
1.F000E+02 Mo1051F+01 4.4808F+01 2.4140E+0]
1.,7000E+02 J.0587Tr+01 4.4142F401 2,.5271F+¢01
1.P000E+D2 7.0130F401 4.2484F+01 2,F2RSE+401
1.C000F 402 ?2,€FALF+01 4.2836F401 2,.74R2F+¢01
2.0000E+02 2.S23RE+01 4.2198F40]1 2.P563E+4N1
21000F+402 2,P807F+401 4,.1S6CF+01 2.5€27E+401
2. 2000E402 2,8373E401 4.0950E401 3.0676E+401
2oM0O00E+0?2 2.7S50E+01 4.0339F+01 3.1709r+401
?2.4000E402 2,7534F+031 . €73PE+01 2,2727F+01
2.¥000E402 2.7123FE+401 T.9146F401 3, 3730E+401
2«C000E+02 2.6719E+01 J.P562F401 2,.4712F+01
2.7000F402 2,€221E401 2.7SBRF401 J,.$€S1F+01
2P000E+4+02 2.FS2RF401 3J.7421F401 3.€649FE+01
7eQ000E+D2 2.%542E401 J.€P64F+01 3I.7592F+01
Ne0000F 402 2.%F161F+01 J.E314F401 3.8523E+01
3.1000E+402 2.,4786E401 3.5773F401 3.9440F+01
3¢ 2000E402 2.4417E+01 2.T240T+401 4.0247£+01
3.3000E402 2.4053F+01 JI.4714E+01 4.1231F+01
Y.4000E+02 e2694F+01 J.,4157F+01 4.2107E+401
e S000E402 2,2341F+01 I.J€EB7F+01 4.2570F+01
T = HOPAS APOCS INJFCAO

QP = ATIVIDADE NO COMPAFTIMFNTC INTFAVASCULAFR
QE = ATIVIPADE NO COMPARTIMFNIR EXYTRAVASCULAR
QS = ATIVIDADE EXCFETADA

CIl = ATIVIDADE NO CORPL IKTFIRC

1.C000" «02
0.6913F4+01
9.4€16F+0)
€.2781%40)
9.1126F+01
B.CE2Pr+0]
B8.2233r+01
8.€RB1E+01
R.E5FFT 401
8.428074+01
g.2Cler+01
2.1778r.401
R.0557F+01
7.€38€n 401
7.8173F+01
7.7007€+401
7.E85SF 401
7.4729£401
7.2€1EF40]
7.2517F 401
7.1427E401
7.0272C401
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ANIMAL 3 — INFESTADO
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ANIMAL 4 — INFESTADO
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ANIMAL 7 — INFESTADO
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ANIMAL 8 — INFESTADO
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ANIMAL 1 — CONTROLE
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ANIMAL 2 — CONTROLE
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ANIMAL 6 — CONTROLE
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