ESTUDO'RADIOISOTOTICO DA ANEMIA INFECCIOSA EQUINA.

1. DURAGAO

DOS ERITROCITOS MARCADOS COM *CROMO EM

CAVALOS PURO SANGUE INGLES?*-

 CARMELINDO MALIsKA 2

Smorse.- " Foi ‘determinada no Rio de Janeiro, GB, a meia vida aparente dos eritrécitos
marcados com 51Cromo em 16 cavalos puro sangue inglés, sendo 11 higidos e 5 com ane-

‘mia infececiosa eqiiinag, naturalmente adquirid

a.

Os animais sfos apresentaram meia vida dos eritrdcitos variando entre 11,6 e 182
dias, média e desvio padrio.de 15,5 .+ 2,08 dias, Nos cavalos com anemia infecciosa
eqiiina a meia vida dos eritrécitos foi de 7,8 a 10,7 dias, média e desvio padrio de 8,98 = 1,20
dias. A -diferenca entre as meias vidas. dos dois grupos é estatisticamente significativa

(P < 001}, .

Foi evidenciado um. estado de hiperhemélise compensadb_ncs animais portadores de-

" anemia infecciosa equiina crénica. .- -

INTRODUGAOD |

. verdadeira dos mesmos. O método do ®Cr

A sobrevida dos eritrécitos marcados com "Cr foi ‘estu-’

dada pela primeira vez por Ebaugh et al. (1953), em-
pregando a técnica de marcaciio
com radiocromato de sédio, descrita por Gray e Sterling
(1850). Esses autores concluiram que.o NafCrQ,, em
- contato com os eritrbcitos, fixa-se na porgio - globinica

os glébulos vermelhos °

. tiva; o ®Cr é um emissor

.

€ a maneira
mais pratica e conveniente de calcular-se a sobrevida
dos eritrécitos, pois’ a quantidade de cromo necessiria’
nio é toxica para o organismo; ¢ cromo ndoc é armaze-
nado pelos tecidos, sendo eliminado de forma quantita-
ama facilmente detectivel

. e, por suas propriedades radiofisicas, produz irradia¢do

da hemoglobina, provavelmente apés sua redugio a fon
crémico. O isdtopo, assim incorporado, permanece mar-- ¢
. cando o eritrocito até o momento em que o mesmo sejy -

destruido. Ao ser liberado do glébulo, por ocasiio da
hemélise, o cromo, sob a forma trivalente, nio consegue

muito pequena, quase desprezivel, no animal.

-- Qs trabalhos sobre a duragio dos glébulos vermelhos,
marcados com *Cr, em animais, ndo sic muito nume-
rosos.- Hansard e Kinkaid (1958) estudaram o tempo

de vida dos eritrdcitos marcados com %Cr em animais

marcar novo eritrécito, como’ ocorre com o ferro radio- -

ativo, que é reutilizado na eritropoiese, tornando pouco
segura a determinacfo do tempo de vida dos eritrécitos
' pela taxa de radioatividade do sangue. .
A marcagio dos eritrécitos in vitro, pelo “Cr, se di
“numa populagio heterogénea de globulos, sob ¢ ponto
de vista da_idade, enquanto que o ferro, a glicina e o
diisopropil-fluorofasfato marcam eritrocitos da mesma
. idade. Estudos com esses tragadores e com ®Cr revela-
ram que o cromo se perde lentamente dos glébulos,
dificultando a determinagio da sua vida efetiva por este
método. Essa aluigio varia com a espécie, sendo de 1'a
_ %‘? Eor dia no homem (Ebaugh et al. 1953, Fischer &
(W

de fazenda, encontrando uma média de 71 =+ 10 dias
no suino e aproximadamente de 70 a 80% desse resul-

, tado_em muares, ‘bovinos e ovinos, Em suinos, Bush
“et al. (1956) determinaram uma “Cr-Tis de 17 dias,

mediante transfusdes entre quatro suinos do mesmo gru-

“po sangiiineo e Talbot e Swenson (1963) encontraram
14 dias de transfusbes entre suinos de grupos nio de-

" terminados. Em sufnos jovens, Vaiman et al.

1968), de 3,15% no macaco, 5,88% no gato (Krier .

et al.- 1970), 4,4% no boi e 3,9% por dia no cavalo
{Obara et al. 1962). Por tais motivos, nfio pretendemos
determinar a vida real dos eritrbcitos marcados.com *Cr,
.mas sim a meia vida aparente {*Cr-Tus), que repre-
senta um valor de referéncia capaz de possibilitar con-
cluses seguras a respeito da vida efetiva dos glébulos-
vermelhos, Esta meja vida designa o tempo em que a
radioatividade inicial dos eritréeitos cai a 30%. Se a ati-
vidade ' dos glébulos - marcados for contada até o sen
total desaparecimento, o tempo que se ‘obtém. {corri-
gindo-se pela taxa de aluiciio), representa a vida' média
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$1968) en-
contraram 15 =+ 2 dias, através de autotransfusdes. Em
bovinos, Baker et al. (1961) encontraram meia vida de
10,5 a 13,0 dias, Em macacos (Papio doguera}, Huser
et al. . (1967) .determinaram ®Cr-Ti. de 20,7 dias e
Glomski ef al. (1971), no macaco Rhesus (Macaca mu-
latta), 17,1 dias. . . : :

-+ O tnico trabalho sobre meia vida dos eritrécitos de

cavalo, marcados com "Cr, de que temos conhecimento,
foi realizado por Obara e Nakajima (196la), em seis
cavalos mesticos, sendo quatro normais e dois inocula-
dos com o virns da anemia infecciosa eqtiina (AIE),
. Empregando outros tracadores, foi estudada a sobre-
vida' dos eritrocitos em véarias espécies. Com glicina-
2-4C, Kaneko et al. (1961) determinaram o tempo de
vida dos glébulos vermelhos da ovelha doméstica e de
uma espécie selvagem, da cabra doméstica € da cabra
do Himalaia (Kaneko e Cornelius 1962) e do gato do-
méstico (Kaneko et al. 1968). Cornelius et al. (1959)
realizaram o.'mesmo estudo em véarias espécies selva-
gens, Bush et al. {1955) em suinos, Berlin ef al. (1959)
no cio e Johnson e Schwartz (1970) em bovinos.
_Cornelius et al. (1960) determinaram, em dois cava-
los de corrida, sobrevida de 140 e 150 dias, respectiva-
mente, . empregando glicina-2-C.. -

Pesq. agropec. brus., Sér. Vet., 8:91-94, 1873
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O ferro radioative (*Fe e *Fe) foi empregado no

estude da cinética do ferro por Baker e Douglas (1957)°

e por Marcilese (1969), em ruminantes; por Bush et al.
{1936) e Jensen et al. (1956), em suinos; por Obara
e Nakajima (1961b} e por Marcilese et al. {1965), em
eqiiinos. Com diisopropil-flucrofosfato-P (D¥™P), foi
determinado o tempoe de vida dos glébulos vermelhos
em bovinos por Figueiras et al. {1964), em felinos e
macacos por Krier et al. (1970}, e em eqiiinos por Obara
et al. (1962) e por Marcilese et al. {1966).

Nosso trabalho visou a determinar a ®Cr-Tys dos eri-
trocitos em cavalos puro sangue inglés (PSI) higidos
e em PSI com anemia infecciosa eqiiina (AIE}, em es-
tado de infecgfio natural, tal como é encontrada no Rio
de Janeiro, GB.

MATERIAL E METODOS
Animais

O estudo foi realizado em 11 cavalos PSI clinicamente
sdos, com idade variando entre 2 ¢ 6 anos (média 4
anos) e peso médioc de 407kg, sendo. 9 machos e 2
fémeas, e em 5 outros com AIE, com idade variando

entre 2 e 5 anos (média 4 anos) e peso médio de

280kg, sendo 4 machos e 1 fémea. o

A higidez dos_animais sdos foi evidenciada por exa-
mes clinicos e laboratoriais destinados - a0 " diagnéstico
da AIE e de hemoparasitoses,

b} exames laboratoriais: 1) o nimerc de eritrfcitos variou
entre 3.170.000 ¢ 5.640.000 por mm? e a hemoglobina, entre
4,8 e 8,5 g/100 ml, considerando-se todos os exames dos cinco
animais {nos animais sdos & taxa de hemoglobina esteve acime

:de 11,9 g/100ml); 2) a velocidade de hemossedimentacio es-

teve acima do limite normal (de 38mm aos 20 :min., pela
técnica de Westergreen, nos cinco animais4; 3) o hematéerito,
gamaglobulina e - siderolencdcitos, realizados em trés fases do
periodo -de estudo, tdm seus resultados reunides no Quadro 1;

¢} exames anitomo-patolbgicos: 1) o animal 18 morreu 5
dias apés a nltima retitada de sangue para a contagem da

- radioatividade dos eritrécitos marcados; o exame anitomo-pato-

légico revelou que “a morte foi por asfixia conseqiiente & con-
PO,

f gestio e edema agudo dos pulmdes’; 2) o0s animais 15, 17 e

19 foram sacrificados; o laudo anidtomo-patolégico dos quatre
animais “fol o seguinte; “0O guadro anditomo-patolégico é con-
dizente com a forma crénica da Anemia Infecciosa Egqiiina™.

M arcép&q dos eritrécitos

A técnica de marcagio dos eritrdcitos descrita por Gray
e Sterling (1950) e modificada por vérios pesquisado-
res (Ebaugh et al. 1953, Read 1954, Small & Verloop |
1956, Vaiman et al. 1968), foi empregada com certas
adaptagbes as condiges ambientes, L o

-+ Os cavalos 18 e 19 foram ainda submetidos 3 prova de
soro-diagnéstico da AIE por precipitagio em gelose, com resul-
tado positivo. Esse teste foi executado pelo Dr. Bryan R. Orr,
do Hospital Octavio Dupont, com emprego da técnica de Coggins
e Norcross, modificada.por Toma et el. (1971), e o resultado
fol confirmado pela Citedra de Doengas Infecto-Contagiosas da -
Escola de Veterindria d’Alfort, Franga, Servigo do - Prof.’ Pierre

* Goret (comunicagdo pessoal), .. -

Quavro 1. Resultados do hematderito, gamaglobuling e sidemleuéévitoa dq.i cinco cavalos em estudo

Gainuglobu]ina' :

Bideroleucbcitos

‘ Hematberito

Animal (%) (%) . S .. (|®e/10.000) .

. n.e

1.0 ex.a 20 ex.b " 3.0 ex.0 ~loexs 20exb  Boexo - loexs 2sexh 3.0 ex.0 |

15 22 23 22’ 32 30 " oos 8 10 31
16 24 19 23 - 2r vee 25 78 3 21

C 1T 27 28 25 28 24 35 "29° 45 21
18 16 22 20 37, 28 9 52 e
19 18 20 21 .30 31 ce 4 111 Tees

Limites de L s .
normalidaded =35 <24 T <4

& Nealizados de 10 dias & uma semana antes do inicio do estudo eom 51Cr, -

b Realizados durante a 1.% semana de estudo. - )
© Realizzdos durante a 3. semana de estudo. . 3

.

d De acordo com as Instrugdes do Diretor da Divisio de»DeIesn Sanitdrin Animal, sprdvadaé poela Port. Ministerial n:- 432, de 27.1L72.-

O diagndstico da AIE dos cavalos 15, 16,.17, 18 e
19 foi estabelecido por sinais clinicos, exames labora-
toriais e exames anatomo-patoldgicos®, realizados desde
10 dias antes do inicio do estudo com ®Cr, cujos dados
foram os seguintes: B

a) sinais clinicos: 1) o animal 17 apresentou febre  re-
currente com duas elevagdes de temperatura, de 38,6 e 38,80 C;
08 outros quatro animais apresentaram de trds a quatro ataques

febris, variando o gran maximo entre 38,7 e 39,29 C, num pe-"

riodo de 40 dias; 2) os cinco animais apresentaram ictericia
disereta, mais acentuada nos cavalos 18 e 19; 3) o cavalo 16
apresentou ligeiro edema de extremidades, no final do estudo;
4) nos cinco animajs foi registrada taquicardia e taquipnéia,
mais acentuadas nos animais 16, 18 e 19, apresentando estes
grande debilidade;

3 Qg exames mencionados foram realizados no Hospital Octavio
Dupont, do Jockey Club Brasileiro. .

Pesq. agropec. bras., Sér. Vet., 8:91-94. 1973

e vNaa‘“CrOQ, em st)lugso isotonica, livre de ‘pirdgén.io“‘,"
foi empregado com atividade especifica de 253 mCi de
“Cr/mg de Cr. : Co E o

Foram retirados 50m! de sangue da fugular do ani-

" mal, separando-se 10ml para a determinacio do hema-

téerito, contagem de glébulos, gamaglobulina, hemosse-
dimentagio, pesquisa de hematozodrios etc. Os 40ml
restantes foram colocados -2 incubar com o Na~CrO,
(na proporgio de 2/uCi/ke de peso do animal), em
frascos de 75ml, com 10m! de ACD®, i temperatura
ambiente, Ap6s 30 min., foram' adicionados 100 mg

5 Sodium Chromate CR 101, Farbwerke Hoechst AG, Frank-

furt. ) ) . : .. .
* ACD solution modified, E, R, $quibb & Sons, Inc., N. J.
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de vitamina C7, permanecendo a mistura em incubacio
por mais 5 minutos. Do contetido do frasco foram rein-
jetados mo animal 40m! de sangue marcado. s

Determinacio da meia vida dos eritrdcitos

Foram retiradas amostras de 10ml de sangue, 24 & 72
horas apds a injegio dos glébulos marcados,” e depois
de 2 em 2 dias na primeira semana e de 3 em 3 dias
nas semanas seguintes, Destas amostras, 5ml foram des-
tinados & determinagio do hematberito e de outras pro-
vas, e 5ml & contagem da radioatividade em. cintilador

de poco (“well crystal counter”) com escalimetro e

eletronica = associada®, - As ' amostras foram hemolisadas
.com saponina - (cristalina) para tornar homogénea a dis-
tribuicdo do ™Cr, proporcionando a mesma geometria
de contagem para todas as amostras, CL .

As atividades, corrigidas pelo hematéerito médio (Vai-

man, et al,-1968), foram plotadas em papel semilogarit-

mico para o cilculo da ®Cr-Tys A atividade inicial |

{100%) foi considerada como a atividade da amostra de
94 horas, pois ocorre uma perda precoce da radioati-
vidade das células mal marcadas (“immediate loss™),
nas primeiras 24 horas apds a injecio dos eritrocitos
marcados (Fischer & Wolf 1068). ST

REesuLTADOS .

O desaparecimento progressivo da radioatividade das
amostras sangiiineas de 11 cavalos PSI normais foi plo-
‘tada em fungfo do tempo (t) (Fig. 1), O erro padrio

‘das médias das atividades de todas as amostras colhi- .

das a0 mesmo tempo t nido foi superior a 1,7%, as con-

‘seguidas nos animais sfos, e a. 2,43%, nos animais com

CAIE.

ATIVIGADE DO %¢r 0OS ERITROCITOS
(EM % DO VALOR INICIAL)

2 4 & & 1 13 & 17 - 22 25 .28 B -
t {DIAS) :

Fic. 1. Desaparecimento dos eritrcitos marcados com #Cr das

amostrag de sangue de 11 cavaloy PSI normais. Os pontos repre-

' sentam os valores médios e os tragos horizontais, oz limites md~-
ximo e minimo de atividede das amostras. '

Os animais higidos apresentaram ®Cr-Tys entre 11,6 e
(118,2 dias, com média e desvio padrio de 15,5 = 2,08

ias. , . ‘ Co .

Nos animais portadores de AIE, foi encontrado um
acentuado encurtamento da meia vida dos eritrbcitos,
Esta variou entre 7,8 e 10,7 dias, média e desvio padrio
de 8,98 + 1,20 dias (Fig. 2). - L :

7 Redoxon injetdvel, Roche.
8 Elscint, Israel, .

100
8 w0
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ta
g3 s
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&
30
s |
L5
s 3
88 2
w #
=
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2
[
£ o
2 4 7 -0 2 15 [ 21 25 28 29
t (DIAS)

Fic. 2. '_Desa'parecinwnfo dos eritrécitos marcados com ¥iCr das
amostras de sangue de 5 cavalos PSI com anemia infecciosa
eqiiina, naturalmente adquirida,

A diferenca entre a meia vida dos glébulos vermelhos
dos animais sfos e a dos animais doentes ¢é estatistica-
mente significativa ao nivel de P < 0,01, em face da
aplicagio do teste t de Student,

Discussao
A meia vida dos eritrécitos marcados com ®Cr, por nds

determinada em 11 eavalos PSI normais é perfeitamente
comparavel 4 obtida por Obara e Nakajima (196la},

_em 6 cavalos mestigos (14,96 dias),

Nos animais com AIE naturalmente adquirida, cal-
culamos a ®Cr-Tys comrigindo as contagens das amos-
tras pelo hematberito mé(fio. Obara e Nakajima (1961a)
estudaram dois cavalos mesticos inoculados com virus
da AIE e encontraram, individualmente meias vidas de
15 e 10 dias, antes do primeiro paroxismo, e de 10 e

- 8,8 dias, apds o primeiro paroxismo (média 11 dias).

Sem corrigir pelo hematdcrito, encontraram 11 e 5 dias
e 7 e 6 dias, respectivamente, nos dois periodos estu-
dados da doenga (média 7 dias).

Consideramos mnossas condicfes de trabalho diferentes
das dos autores' acima referidos, uma vez que deter-
minamos a ®Cr-Tys em animais naturalmente infectados,
na fase subaguda. e crénica da doenca, enquanto eles
determinaram a meia vida dos glébulos vermelhos de
animais inoculados em laboratério, na fase prodrdmica

‘e aguda da AIE. Por outro lado, existem diferencas

hematolégicas h4 muito conhecidas entre cavalos des-
cendentes - do ‘4rabe, de “sangue quente” e cavalos de

“outras origens.(Macleod & Ponder 1946, Schalm 1961).

Deixamos de calcular a meia vida dos eritréeitos dos
animais doentes sem a correcio pelo hematécrito médio
porque “ndo verificamos um decréscimo aprecidvel e
progressivo - do hematéerito durante o estudo, como
ocorreu nos animais estudados por Obara e Nakajima
(1961a), S

O encurtamento -da meia vida dos eritrbcitos indica
aumento da destruigio dos glébulos vermelhos no orga-

- nismo., Contrariamente 20 que era de se esperar, em
‘um caso de policitemia vera em bovino, Fowler et al.

(1964) determinaram ¥Cr-Ty» de 13,2 dias, que estd
muito préximo dos valores normais, determinados por
Baker et al. (1961} em bovinos, .

Os - estados de hiperhemélise subclinicos ou compen-
sados, em que o aumento da producio de eritrcitos
pela medula éssea compensa o descréscimo da massa
eritrocitiria circulante, podem ser evidenciados pelo

Pesq. agropec. bras,, Sér. Vet, 8:91-94, 1973
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encurtamento da ¥Cr-Tye. Apesar da flaprante diminui-
cio do hematdcrito, nos cinco animais com AIE, a sua
manuten¢do num nivel mais ou menos constante, du-
rante o estudo, indica um estado de hiperfun¢io dos
6rgios hematopoiéticos para compensar a destruigdo
anormal dos eritrocitos. Essa hiperfuncfio foi confirmada
pela acentuada hiperplasia da medula vermelha dos
ossos longos, constatada 4 necropsia dos’ trés animais
sacrificados, ’
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