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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia Animal
Universidade Federal do Pampa

ESTUDO COMPARATIVO DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS E DE
LIQUIDO PERITONEAL EM CAVALOS DE TRACAO NATURALMENTE
PARASITADOS E APOS UTILIZACAO DE ANTI-HELMINTICO

AUTORA: CIBELE LIMA LHAMAS
ORIENTADORA: CLAUDIA ACOSTA DUARTE
Local e data da Defesa: Uruguaiana, 30 de julho de 2013

O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar e comparar os parametros
hematoldgicos e do liquido peritoneal em equinos de tracdo urbana naturalmente parasitados e
apos tratamento com anti-helmintico. Utilizaram-se 21 equinos de tracdo, com idades entre
dois e 19 anos, sem raca definida e com resultado de exame parasitolégico superior a 300
ovos por grama de fezes. Os animais foram submetidos a avalia¢éo fisica e colheita de fezes,
liquido peritoneal e sangue em dois momentos do experimento (dia zero - DO e dia quinze -
D15), sendo realizado tratamento antiparasitario no D0O. No fluido peritoneal foram avaliadas
as caracteristicas fisicas, bioguimicas, bem como contagem total de células nucleadas e
diferenciacdo das linhagens celulares. No sangue foram determinados valores eritrocitarios,
leucocitarios e bioguimicos, que incluiram proteinas plasmaticas totais, glicose, fibrinogénio,
albumina, aspartato-transaminase e fosfatase alcalina. A média de ovos por grama de fezes
observada foi de 796,4 +468,8, com predominancia de ovos da ordem Strongylida e
Ascaridida. A comparacdo de todos os parametros avaliados ndo demonstrou diferenca
significativa entre animais naturalmente parasitados e apds administracdo de anti-helmintico e
as médias se mantiveram dentro dos intervalos de referéncia, com exce¢do da contagem total
de células nucleadas do liquido peritoneal no DO. No liquido peritoneal, houve predominancia
de neutrofilos segmentados, seguida por macréfagos, linfécitos e eosinéfilos em ambos os
momentos de avaliacdo. Na avaliacdo do hemograma, houve uma tendéncia do quadro
eritrocitario em se manter proximo aos limites inferiores de referéncia e leve leucocitose no
DO0. A infestacdo parasitaria nos animais estudados foi predominantemente moderada, 0 que
oferece poucos riscos clinicos. Presume-se que equinos naturalmente parasitados possuem
uma relacéo parasito-hospedeiro simbidtica, possivelmente devido a constante exposicdo aos
agentes parasitarios. E nessa situacéo, pode-se afirmar que os parametros hematologicos e de
liqguido peritoneal auxiliam, mas n&o sdo conclusivos no diagnéstico das parasitoses
gastrintestinais crénicas.

Palavras-chave: Equinos de tracdo. Parasitoses gastrintestinais. Avaliacdo hematoldgica.

Diagnostico parasitologico. Liquido peritoneal.
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This study was conducted with the objective to evaluate and compare the hematological and
peritoneal fluid parameters in horses used for traction naturally parasitized and after the use of
anthelmintic. Twenty one horses, aged between two and nineteen years old, mixed breed and
with results of parasitological examination more than 300 eggs per gram of feces were
studied. The animals were subjected to physical assessment and collection of feces, blood and
peritoneal fluid in two phases of the experiment (day zero — DO and day fifteen — D15), with
antiparasitic treatment being performed in DO. Peritoneal fluid was evaluated for physical and
biochemical features, as well as total count of nucleated cells and differentiation of cells
lineages. The blood was determined for erythrocyte, leukocyte and biochemical values, which
included plasma protein concentration, glucose, fibrinogen, aloumin, aspartate transaminase
and alkaline phosphatase. The average number of eggs per gram of feces observed was 796,4
+468,8, with a predominance of eggs of the order Strongylida and Ascaridida. The
comparison of all parameters evaluated showed no significant difference between animals
naturally parasitized and after administration of anthelmintic and averages remained within
the reference ranges, except for the total count of nucleated cells in the peritoneal fluid in DO.
In the peritoneal fluid, there was a predominance of segmented neutrophils, followed by
macrophages, lymphocytes and eosinophils in both evaluations. In assessing the complete
blood count, there was a trend in the framework erythrocyte remaining close to the lower
limits of reference and mild leukocytosis in DO. Parasitic infestation of the animals studied
was predominantly moderate, which offers minimal clinical risks. It is assumed that horses
naturally parasitized have a symbiotic host-parasite relationship, probably due to the constant
exposure to parasites. And in this situation, it can be stated that the hematological and
peritoneal fluid parameters help, but they are not conclusive in the diagnosis of chronic
gastrointestinal parasites.

Keywords: Equines used for traction. Gastrointestinal parasitosis. Hematological evaluation.

Parasitological diagnosis. Peritoneal fluid.
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1. INTRODUCAO

Estima-se que existam em torno de 300 milhGes de animais de tracdo, utilizados por dois
bilhdes de pessoas, em cerca de 30 paises, e esses numeros tendem a aumentar (SOUZA
2006). Nos paises de economia ascendente, os cavalos utilizados para tracdo tém
desempenhado um importante papel na subsisténcia de varias familias de baixa renda
(SANGIONI et al., 2011). Diversas cidades brasileiras, a exemplo de Belo Horizonte/MG e
Santa Maria/RS (SILVA FILHO et al.,, 2004; SOUZA, 2006) realizam projetos visando
correcdo ambiental por meio da reciclagem, o que envolve pessoas ligadas a atividades com
cavalos de tracdo, objetivando uma melhoria direta da qualidade de vida desse segmento da
populacdo e, de forma indireta, promovendo salde pablica. O animal de tracdo representa
uma ferramenta que merece destaque, cuja saude e longevidade devem ser observadas
(SILVA FILHO et al., 2004).

Dentre os transtornos mais comuns da espécie equina estdo as doencas parasitarias
causadas por nematdédeos (EDMONDS et al., 2001; MATTHEWS, 2011). A maioria dos
cavalos sofre algum grau de parasitismo continuamente, contudo, sem que apresentem sinais
clinicos relevantes (REINEMEYER; NIELSEN, 2009; MATTHEWS, 2011). O tipo de
manejo realizado em equinos de tracdo urbana, com diversos problemas higiénico-sanitarios,
favorece a grande ocorréncia de infecgdes parasitarias ja nas primeiras semanas de vida. Esses
parasitos estdo presentes nas pastagens praticamente o ano todo e mesmo com um trabalho
preventivo, muitos cavalos sdo infectados, tornando-se potenciais disseminadores desses
vermes, principalmente se a infestacdo for assintomatica (FOZ FILHO, 1999).

O uso de testes laboratoriais tornou-se comum e uma necessidade crescente na pratica da
clinica veterinaria. As informac6es obtidas a partir de exames laboratoriais apropriados sao de
grande valor por permitirem ao clinico elaborar um diagndstico com maior seguranca,
estabelecer um progndstico e monitorar a resposta a terapia (MESSER, 1995). Exames
complementares a avaliacdo clinica, a exemplo do hemograma e parasitoldgico de fezes, além
de auxiliarem no diagndstico de doengas, permitem avaliar a condigdo geral de salde do
animal (COLES, 1984).

Dentre os exames realizados na rotina de atendimento de equinos com alteracfes em
6rgdos abdominais, a obtencdo do liquido peritoneal, por meio de abdominocentese, é
considerada uma pratica facil e segura para o animal (TULLENERS, 1983; THOMASSIAN,
2005). Esse tipo de procedimento fornece dados complementares importantes, seja através de
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exame fisico e bioquimico, classificacdo e contagem de células ou ainda, pela deteccdo de
bactérias no liquido peritoneal, informando o provavel grau de comprometimento da parede
intestinal (SPIER; SYNDER, 1992), direcionando a conduta clinica e o progndstico
(MESSER, 1995).

Uma vez que o perfil dos achados laboratoriais varia conforme a evolucdo clinica, é
imprescindivel que esses dados sejam julgados de forma adequada. Entretanto, hd uma
escassez de informacdes disponiveis para a interpretacdo da analise do liquido peritoneal nas

doencas abdominais, 0 que pode trazer complicacdo para a apreciacdo correta dos exames.
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2. CAPITULO I
REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Cavalos de tragdo

Os dados mencionados a respeito de equinos de tracdo urbana no Brasil sdo escassos.
Normalmente a referéncia é feita as pessoas que se utilizam desse meio de transporte e/ou
trabalho, sem destaque para a populacdo equina. Em relagcdo ao municipio de Uruguaiana/RS,
onde foi conduzido o presente estudo, verificou-se, de acordo com um levantamento realizado
em 2007 pela Secretaria de Transito do municipio, que o numero de carroceiros era de
aproximadamente 800 (dados ndo publicados, 2007). Esse numero é muito variavel para
predizer a populagdo de equinos de tracdo de um municipio, visto que um carroceiro pode ter
um ou mais animais exercendo esse trabalho. Esses equinos estdo ligados, principalmente, a
servigos urbanos como fretes e coleta de lixo para reciclagens (Secretaria do Meio Ambiente -
Uruguaiana, 2012).

Considerando a quantidade de animais envolvidos e o grande nimero de pessoas que se
utilizam dessa atividade, sendo frequentemente a principal ou a Unica fonte de renda de um
grupo familiar, os equinos de tracdo sdo uma importante questdo de bem-estar animal e
humano (SOUZA, 2006). Entretanto, essa parcela da populacdo é, muitas vezes, desprovida
de conhecimento técnico a respeito de manejo adequado da espécie equina, comprometendo a
salde e o desempenho do animal (SILVA FILHO et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2007).

Dentre os problemas que mais acometem esses animais estdo as afecgdes do sistema
locomotor, tegumentar e digestério, ressaltando-se as parasitoses e a sindrome célica
(NAVIAUX, 1988; OLIVEIRA et al., 2007; ANDRADE et al., 2009).

2.2.Parasitoses gastrintestinais de equinos

Em geral, os cavalos hospedam varios géneros de endoparasitos em diferentes graus de
infestacdo. Embora muitos animais parasitados ndo manifestem doenca clinica, alguns podem
apresentar problemas importantes, principalmente aqueles com grau de infestacdo elevado
(MATTHEWS, 2011). Os helmintos ndo sdo patdégenos mal adaptados, e sim parasitos
obrigatdrios completamente ambientados, cuja sobrevivéncia depende do encontro de alguma

forma de acomodacgdo no hospedeiro. Consequentemente, eles normalmente causam apenas
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doenga branda ou subclinica (TIZARD, 2009). A maioria das doengas parasitarias é uma
consequéncia do nimero absoluto de parasitos presentes, contudo, a severidade clinica pode
ser modulada por fatores como ma nutri¢do, doencas coexistentes ou outros fatores de estresse
(CLAYTON; DUNCAN, 1979; REINEMEYER; NIELSEN, 2009).

Elevados graus de parasitismo predispem ao aparecimento de infeccBes secundarias e
podem levar & morte (KOHEK JR., 1998; URQUHART et al., 1998). Por outro lado, na
forma crénica, a presenca de parasitos gastrintestinais pode provocar quadros de anemia,
diarreia e perda de peso progressiva, comprometendo o desempenho do animal (NAVIAUX,
1988; AUSTIN, 2001).

Apenas quando o helminto invade um hospedeiro ao qual ele ndo estd completamente
adaptado, ou quando esta em nimero maior gque o usual, € que ocorre a doenca letal aguda. De
fato, uma caracteristica consistente das infestacGes por nematddeos intestinais é a extensa
variagcdo no grau de parasitismo entre uma populagdo animal. A maioria dos animais abriga
poucos vermes, mas alguns albergam uma grande quantidade deles. O grau de infestacdo
parasitaria € controlado por fatores genéticos e pela resposta do hospedeiro a esses parasitos.
Além disso, alguns animais podem ser predispostos a uma alta infestacdo como resultado de
fatores etarios, comportamentais, nutricionais ou ambientais (TIZARD, 2009).

Como consequéncia a injuria, trauma ou infeccdo de um tecido, desenvolve-se no
hospedeiro uma série complexa de reagcGes metabdlicas e sistémicas com a finalidade de inibir
a continuidade do dano tecidual, isolando e destruindo o agente agressor e ativando o
processo de reparacao necessario ao retorno do organismo as fungdes normais (MURATA et
al., 2004).

Os endoparasitos nematddeos podem causar desde um pequeno desconforto abdominal até
episédios fulminantes de colica e morte. Alguns parasitos podem ser considerados como
agentes potencialmente causadores de alteracdes clinicas no cavalo, como o Strongylus
vulgaris, Cyathostomum spp., Parascaris equorum e Anoplocephala perfoliata
(REINEMEYER; NIELSEN, 2009; MATTHEWS, 2011). A maioria desses vermes é
altamente patogénica, devido a sua hematofagia, migracdo e resposta inflamatoria local
(URQUHART et al., 1998; BERNE, 2007).

O controle dessas infeccbes depende principalmente da utilizacdo de produtos
antiparasitarios de forma supressiva, estratégica e, em menor escala, de forma curativa. A
profilaxia da parasitose é fundamental, pois resulta em um melhor desempenho dos animais,

especialmente quando convivem em &reas de elevada concentracdo animal. Entretanto, o
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aparecimento de resisténcia parasitaria é praticamente inevitavel e essa caracteristica é

transferida para as proximas geracdes (MOLENTO, 2005).

2.2.1. Ordem Strongylida

Cavalos naturalmente parasitados geralmente apresentam uma carga mista de grandes e
pequenos estrongilideos (MCCRAW; SLOCOMBE, 1976; SARTORI-FILHO et al., 1993).
Os estrongilideos sd@o classificados dentro da classe Nematoda, ordem Strongylida,
superfamilia Strongyloidea, familia Strongylidae (URQUHART et al., 1998). Possuem
capsula bucal bem desenvolvida com a qual se fixam a mucosa intestinal para realizar
hematofagia. O ciclo bioldgico é direto, com uma fase de desenvolvimento na pastagem e a
infeccdo ocorre pela ingestdo da larva em terceiro estdgio (Ls) (REINEMEYER, 1986;
BERNE, 2007). A maioria dos géneros de importancia em medicina veterinaria parasita a
mucosa gastrintestinal e se alimenta pela ingestdo de tampdes desse tecido (MOLENTO;
FORTES, 2011).

Os ovos da superfamilia Strongyloidea possuem caracteristicas tipicas. Sdo ovos de casca
dupla e fina, de formato oval, com vérias células no seu interior, caracterizando um ovo
morulado (MOLENTO; FORTES, 2011).

A familia Strongylidae é subdividida em subfamilia Strongylinae, ou grandes
estrongilideos, e Cyathostominae, também conhecidos como pequenos estrongilideos ou
ciatostomineos. As espécies da subfamilia Strongylinae de importancia para a espécie equina
sdo Strongylus vulgaris, Strongylus equinus e Strongylus edentatus. As dez espécies mais
comuns de ciatostomineos em equinos sdo Cylicosephanus longibursatus, Cyathostomum
catinatum, Cylicosephanus goldi, Cylicocyclus nassatus, Cyathostomum coronatum,
Cylicosephanus calicatus, Cylicosephanus minutus, Cylicocyclus leptosomus, Cyathostomum

pateratum e Cylicocyclus insigne (LYONS et al., 2000).

2.2.1.1.Strongylus vulgaris

Strongylus vulgaris € um dos parasitos mais prevalentes e patogénicos de cavalos
(MCCRAW; SLOCOMBE, 1976; TOLLIVER et al., 1987; HUBERT et al., 2004). As
formas adultas vivem no ceco e colon ventral direito. A artéria mesentérica cranial é
reconhecida como um local de predilecdo para a migracdo larval e é associada com dano

endotelial e subsequente formacao de trombos, causando arterite, necrose e fibrose (PILO et
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al., 2012). Colica severa e morte dos cavalos infestados sdo consequéncias do embolismo e
trombose que leva a infarto do trato intestinal perfundido pelas artérias afetadas (DUNCAN;
PIRIE, 1972; MCCRAW; SLOCOMBE, 1976; MARINKOVI'C et al., 2009).

A infeccdo ocorre apds ingestdo das larvas de 3° estagio (L3) do meio ambiente. Em
seguida, as larvas invadem a submucosa do intestino delgado, onde sofrem muda para o 4°
estagio larval (Ls) (DUNCAN; PIRIE, 1972). As L4 penetram na camada intima das arteriolas
locais e migram em direcdo a raiz da artéria mesentérica cranial. Embora essa localizacéo
anatdmica nao seja o destino exclusivo de migracdo das larvas, é o local de maior agregacao
larval e de lesdes intravasculares mais pronunciadas (MARINKOVI'C et al., 2009). As larvas
habitam esse local por aproximadamente quatro meses até sofrerem muda para o quinto
estagio larval (Ls). Finalmente, as Ls retornam ao ceco por meio da corrente sanguinea e
formam grandes nédulos na submucosa. Eventualmente, esses nodulos se rompem e as larvas
retornam ao trato gastrintestinal na forma adulta. Apds cerca de seis semanas, as larvas se
tornam sexualmente maduras e as fémeas comecam a expelir ovos. No total, a fase parasitaria
do ciclo de vida desse nematddeo leva de seis a sete meses (REINEMEYER; NIELSEN,
2009).

Muitos estudos relatam alteracbes nos parametros hematolégicos e bioquimicos séricos
como consequéncia a infestacdo por S. vulgaris. Essas alteracdes incluem diminuigcdo na
contagem eritrocitéria, volume corpuscular médio, proteinas totais e aumento no nimero de
leucécitos (DRUDGE et al., 1966; DUNCAN; PIRIE, 1975; MCCRAW,; SLOCOMBE, 1976;
PILO etal., 2012).

A sindrome célica por S. vulgaris foi experimentalmente reproduzida em potros com
apenas dois meses de idade. J& em animais naturalmente infestados, os sinais de célica podem
manifestar antes dessa idade (DUNCAN; PIRIE, 1975). Emagrecimento, baixo escore
corporal e queda no desempenho sdo sinais clinicos frequentemente atribuidos a infestacao
por grandes estrongilideos. Os sinais agudos sdo devido a migracdo larval e raramente vistos
durante as primeiras semanas ap6s a infeccdo. A gravidade dos mesmos esta relacionada a
guantidade de larvas ingeridas e a idade e exposicdo prévia do hospedeiro (MCCRAW,;
SLOCOMBE, 1976; REINEMEYER; NIELSEN, 2009).

Durante infeccdo experimental em potros com elevado nimero de larvas de S. vulgaris,
Drudge et al. (1966) relataram sinais clinicos agudos como aumento na temperatura corporal,
perda de apetite, rapida perda de peso, sinais de dor abdominal e, ocasionalmente, diarreia

intermitente. A maioria dos animais morreu 14 a 22 dias ap6s a infecgdo. Quando induzida a
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infestagdo cronica com repetidas doses de larvas em quantidade moderada, os sinais clinicos

observados foram mais brandos, com periodos intermitentes de colica.

2.2.1.2.Ciatostomineos

Em 1990, foi relatada uma reducéo significativa da infeccdo por S. vulgaris e um aumento
na prevaléncia dos ciatostomineos (HERD, 1990; LOVE et al., 1999). Especialmente em
animais com alta infestacdo parasitaria, € dificil distinguir os sinais atribuidos a grandes
estrongilideos daqueles causados por pequenos estrongilideos. No entanto, a diarreia € o sinal
mais frequente da infeccdo pelos ciatostomineos (LOVE et al., 1992; PIEREZAN et al.,
2009).

Esse grupo passou a ter importancia nos ultimos anos em medicina interna de equinos
devido ao aumento de sua prevaléncia e a ocorréncia de casos de diarreia e mortes associadas
a infestacdo por esses parasitos (PIEREZAN et al., 2009). Surtos e casos isolados de diarreia
associada a lesdo provocada por ciatostomineos tém sido descritos no Brasil (SCHILD et al.,
1989; RECH et al., 2003) e em todo 0 mundo (JASKO; ROTH, 1985; GILES et al., 1985;
HARMON et al., 1986; REILLY etal., 1993; MAIR, 1994).

Esses parasitos tém seis estagios de vida em ciclo direto que incluem: ovos, larvas de
primeiro estagio (L), larvas de segundo estagio (L), larvas de terceiro estagio (Ls), larvas de
quarto estagio (L4), larvas de quinto estagio (Ls) e adultos. Em condicdes favoraveis, 0os ovos
eclodem no meio ambiente, onde o parasito se desenvolve de L; a L3. Os equinos se infectam
ao ingerir L3 juntamente com a pastagem. No tubo digestdrio, principalmente no cdlon maior
e ceco, essas larvas atravessam o epitélio intestinal e penetram a lamina prépria e submucosa.
Nesses locais, desenvolvem-se em L, e emergem para o limen em sua forma madura. As
larvas remanescentes na parede intestinal formam cistos e entram em hipobiose, onde podem
permanecer por até dois anos (PIEREZAN et al., 2009).

Essa emergéncia estd associada com a ruptura dos cistos e destruicdo das células da
mucosa, causando a ciatostomiase larval. Os parasitos adultos e fluidos dos cistos provocam
uma intensa reacdo inflamatdria, com disfun¢do de segmentos do intestino (LOVE et al.,
1999; BERNE, 2007; STRATFORD et al., 2011).

Sdo parasitos pequenos (menos de 1,5 cm de comprimento), filiformes, brancos ou
vermelho-escuro, visiveis no exame minucioso da mucosa ou no contetdo do intestino grosso

de equinos (URQHART et al., 1998). Os ciatostomineos realizam também hematofagia e
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removem fragmentos da mucosa intestinal no local de alimentacdo e, em altas infestacGes,
causam ulceracgdes mais profundas das camadas do intestino (BERNE, 2007).

A doenca tem carater sazonal, porém ha diferenca da época de ocorréncia nas diferentes
regides do mundo. Dessa forma, as condi¢des mais favoraveis nos paises do norte, com clima
temperado, ocorrem na primavera e outono, enquanto que nos paises de clima subtropical,
essas condigdes ocorrem durante o inverno (GILES et al., 1985; LYONS et al., 2000).

Os sinais clinicos caracterizam-se por diarreia de inicio subito, que pode tornar-se crénica
e causar emaciacdo e morte em até 50% dos casos que apresentam essa sindrome (GILES et
al., 1985; PIEREZAN et al., 2009; STRATFORD et al., 2011). Sinais clinicos adicionais
incluem colica, edema subcutaneo e pirexia (LOVE et al., 1999; LYONS et al., 2000). N&o
sdo observadas alteracOes especificas nos exames hematoldgicos e bioguimicos, embora a
maioria dos equinos afetados desenvolva neutrofilia e hipoalbubinemia (JASKO; ROTH,
1985; GILES et al., 1985; LOVE et al., 1999; LYONS et al., 2000).

As lesdes intestinais incluem enterite catarral ou fibrinosa no ceco e célon maior, com
numerosos focos de hemorragia, necrose ou formacao de granulomas na mucosa e submucosa
(PIEREZAN et al., 2009). Outras lesdes intestinais incluem edema da parede intestinal e
aumento de volume dos linfonodos mesentéricos (LOVE et al., 1999). Na histologia, ha
infiltracdo macica principalmente de eosinofilos, assim como neutréfilos, macrofagos,
plasmdcitos e linfocitos (BERNE, 2007).

Dados de campo sugerem que 0s equinos adquirem resisténcia aos pequenos estrongilideos
com a idade, o que pode ser verificado pela reducdo da carga parasitaria e a contagem de ovos
nas fezes. Essa resposta € lenta e inconsistente na maioria dos animais e ndo tem relacdo com
a intensidade do contato parasitario anterior (KLEI; CHAPMAN, 1999). No entanto, a
imunidade adquirida serd desencadeada somente quando ocorrer o contato do hospedeiro com
0 parasito (MOLENTO, 2005).

2.2.2. Ordem Ascaridida

A espécie de maior importancia dessa ordem em equinos jovens é o Parascaris equorum
(REINEMEYER; NIELSEN, 2009; MATTHEWS, 2011). Os ascarideos sdo classificados
dentro da classe Nematoda, ordem Ascaridida, superfamilia Ascaridoidea, familia
Ascarididae, subfamilia Ascaridinae (URQUHART et al., 1998). Sdo vermes grandes e

encorpados, com trés labios proeminentes. Podem ter ciclo bioldgico direto ou utilizar
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hospedeiros paraténicos. Os adultos parasitam o intestino delgado de vertebrados
(MEHLHORN, 2008).

Os parasitos da ordem Ascaridida realizam parte do desenvolvimento dentro do ovo, até a
eclosdo de Ls;. Os ovos possuem uma casca extremamente resistente, 0 que permite sua
viabilidade por anos. Apresentam casca espessa, arredondados, contendo uma Unica célula no
seu interior para depois formar as larvas de L; — L3 (URQUHART et al., 1998). A
caracteristica dos ovos permite sua diferenciacdo de outros tipos de ovos encontrados ao

exame parasitolégico.

2.2.2.1.Parascaris equorum

E um parasito que ocorre no intestino delgado em equinos de até aproximadamente 18
meses de idade, sendo os animais lactentes e desmamados os mais sensiveis (AUSTIN et al.,
1990). As infeccOes por esse parasito tém grande importancia econdmica, pois 0s animais
parasitados apresentam um crescimento abaixo do normal, devido a interferéncia na digestao
e absorcédo de alimentos e, ocasionalmente, podem ocorrer mortes de animais por obstrucdo e
ruptura do intestino (BERNE, 2007). Imunidade contra P. equorum comeca a ser
desenvolvida aproximadamente aos seis meses e cavalos acima de quatro anos raramente
abrigam esses nematddeos (REINEMEYER, 2009).

De acordo com Bello (1982), os ovos podem sobreviver por varios anos no solo. Em
regibes temperadas, os ovos se tornam infectantes entre a primavera e final do outono e a
contaminacdo € facilitada quando a taxa de lotacdo de potros no pasto é alta (LINDGREN et
al., 2008; RADOSTITS et al., 2010). A infec¢cdo pode ocorrer em qualquer periodo do ano e
estd diretamente ligada a auséncia de higiene e quando os piquetes sdo utilizados
continuamente (RADOSTITS et al., 2010).

O ciclo bioldgico é direto, sendo que a infeccdo dos animais ocorre pela ingestdo dos ovos
contendo as larvas infectantes (L3). A patogenia inicia-se com a migracdo das larvas nos
pulmdes e figado, no qual se observam, inicialmente, hemorragias petequiais. Posteriormente,
observa-se infiltracdo de eosinofilos e linfocitos, como resposta inflamatoria a antigenos do
parasito, seguida de uma reparacéo fibrosa, com formacao de manchas brancas de até 1 cm de
didmetro (BROWN; CLAYTON, 1979; REINEMEYER, 2009). No intestino, o P. equorum
pode causar obstrucdo e ruptura de alcas, peritonite e morte do animal. A presenga de
nUMerosos parasitos na mucosa intestinal causa irritacdo e enterites (CLAYTON; DUNCAN,
1979; BERNE, 2007).
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A passagem das larvas pelos pulmdes causa tosse, febre, secrecdo nasal e perda do apetite.
Além disso, pode-se observar letargia e colica (CLAYTON; DUNCAN, 1979; CLAYTON,
1986). Ao exame hematoldgico, pode ser observada hipoproteinemia (SOUTHWOOD, 1998,
apud TATZ et al., 2012).

2.3. Avaliagdes laboratoriais

2.3.1. Avaliacao parasitoldgica no diagnostico de nematddeos em equinos

A infestacdo dos animais pelos helmintos que vivem no trato gastrintestinal é usualmente
diagnosticada in vivo através de técnicas laboratoriais (FERNANDES et al., 2005) como a
técnica de Gordon & Whitlock que é usada para contagem de ovos por grama de fezes (OPG)
de nematddeos gastrintestinais de equinos e ruminantes (GORDON & WHITLOCK, 1939).

Para identificacdo de larvas infectantes de nematddeos gastrintestinais de grandes animais,
é utilizada uma técnica qualitativa denominada técnica de Roberts & O’Sullivan (1950), a
qual promove o crescimento através da incubacdo das fezes de forma a permitir a ecloséo in
vitro das larvas de terceiro estagio (L3). Como existem varios nematodides da ordem
Strongylida nessas espécies animais e 0s ovos sdo muitos semelhantes, ha a necessidade de
realizacdo desse segundo exame coprolégico a fim de se realizar a identificacdo larval
(MONTEIRO, 2010).

Contudo, existe uma dificuldade na padronizacdo dessa técnica para identificacdo larval
de parasitos em equinos e sua baixa sensibilidade limita a sua utilizacdo. Foi demonstrado em
um estudo que larvas de S. vulgaris foram observadas em 39% de artérias examinadas post
mortem enquanto que sua taxa de detecgdo em coproculturas foi de apenas 4% (PILO et al.,
2012).

2.3.2. Auvaliacao hematoldgica e bioquimica

A relacdo existente entre altas infestacGes parasitarias e alteracdes hematologicas é
amplamente estudada, sendo ja bem estabelecidas a anemia e eosinofilia nessas condi¢fes
(DUNCAN; PIRIE, 1975; SCRUTCHFIED, 1978; DENNIS et al., 1988; SIPRA et al., 1999).
Segundo Drudge et al. (1966), durante as primeiras trés semanas de infestacdo aguda ou
subaguda por S. vulgaris, foi verificado que a porcentagem de hemoglobina (Hb%), heméacias
por mm? e volume globular médio (VCM%) podem diminuir ligeiramente indicando uma

anemia moderada. Hubert et al. (2004) encontraram mudancas significativas na contagem de
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hemécias (/uL), volume globular médio (VCM%), valores de proteinas sericas e de
fibrinogénio em poneis que ndo tinham historico prévio de infecgéo.

Em um estudo comparando as mudancas hematoldgicas e contagens de ovos fecais de
estrongilideos em asininos no Quénia, Lewa et al. (1999) demonstraram presenca de anemia
normocitica ou macrocitica, embora em alguns casos, ndo tenha ocorrido anemia grave
mesmo quando as contagens de ovos foram relativamente altas e a condicdo clinica
extremamente desfavoravel. Round (1968) observou que anemia devido a nematodeos tende a
ocorrer em cavalos mais jovens. Em equinos, anemia persistente com baixo grau de
normocitose ou macrocitose sem ictericia indica uma possibilidade de hemorragia cronica, a
causa mais comum de uma anemia atribuida a estrongilideos (DIXON; ARCHER, 1974).

A alteracdo mais consistente observada na infeccdo precoce foi um aumento rapido na
contagem de leucdcitos totais. Foi verificado aumento significativo nesses valores durante as
trés primeiras semanas de infeccio a niveis de 17.000 a 22.700 leucécitos/mm® (DRUDGE et
al, 1966; DUNCAN, 1973; DUNCAN; PIRIE, 1975). Os grandes estrongilideos em
infestacbes elevadas foram incriminados como causadores de leucocitose, neutrofilia e
eosinofilia por Drudge et al. (1989). Round (1968) relatou que animais expostos a altos
niveis de larvas de nematddeos no pasto, geralmente tém contagem de leucdcitos totais mais
elevadas do que aqueles mantidos em estabulos onde a exposicao a parasitos é baixa.

O aumento na contagem de eosindfilos pode ser explicado devido aos niveis
extremamente elevados de imunoglobulina E (IgE) em individuos parasitados. Essas
imunoglobulinas medeiam a desgranulacdo dos mastécitos, assim, estimulando a liberacdo do
fator quimiotatico da anafilaxia. Esse material, por sua vez, mobiliza o pool de eosinéfilos do
organismo, resultando na sua liberacdo em grande numero para a circulacdo (TIZARD, 2009).

No entanto, Rotting et al. (2008) avaliando os efeitos do parasitismo por Strongylus
vulgaris na distribuicdo e acimulo de eosinéfilos na mucosa do intestino grosso, verificaram
que ndo houve diferenga entre pbneis infectados e aqueles que cresceram em um ambiente
livre de parasitos. A migracdo de eosinéfilos para a mucosa do intestino grosso no equino
parece ser independente da exposicdo a parasitos e essas células podem ter mais funcoes além
do seu papel na defesa contra parasitoses.

Round (1968) observou padrdes anormais de proteinas séricas em cavalos expostos a
infeccbes naturais macicas de parasitos nematodeos. Foi observado que animais
permanentemente infectados desenvolveram hiperproteinemia e uma inversdo da proporgéo
albumina:globulina (DENNIS et al., 1992). As perdas intestinais de albumina podem ser

geradas pelo parasitismo gastrintestinal, tanto pela absor¢do de nutrientes pelo parasito e
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privacdo da absor¢do de aminoacido para producdo de proteinas, quanto pela fixagdo na
parede gastrica ou intestinal seguido de hematofagia. Raramente o parasitismo gastrintestinal
resulta em deficiéncia grave o suficiente de aminoacidos que induza a hipoglobulinemia
(LASSEN, 2007).

A mensuracdo do fibrinogénio em equinos tem sido utilizada para o diagndstico de
infeccoes (MURATA et al.,, 2004). Aumento discreto do fibrinogénio ocorre em equinos
durante enfermidades inflamatorias (LASSEN, 2007; STOCKHAM; SCOTT, 2011).
Entretanto, quando ocorre inflamacdo simultaneamente com um processo de coagulacdo e
fibrindlise, 0 aumento no consumo do fibrinogénio pode mascarar elevagdo na produgdo dessa
proteina e vice-versa (STOCKHAM; SCOTT, 2011).

Aumento na atividade sérica de aspartato-transaminase (AST) ocorrera quando houver
lesdo hepatocelular, pela liberacdo da enzima de origem mitocondrial (THRALL, 2007;
STOCKHAM; SCOTT, 2011). Algumas espécies de parasitos gastrintestinais de equinos tais
como P. equorum, S. equinus e S. edentatus realizam migracdo hepética, entretanto, ha uma
escassez de estudos avaliando se a migracdo nesse Orgdo é capaz de causar dano celular.
Hadwen (1925) sugeriu que a migracdo hepatica do P. equorum causou degeneracdo em
hepatdcitos, mas ndo houve recuperacdo das larvas no figado que pudesse sustentar essa ideia.
A impossibilidade de recuperacdo das larvas nesse estagio, como mencionado por Clayton e
Duncan (1979) pode ter sido devido ao pequeno tamanho dos parasitos em relacdo as
espécimes de tecido hepéatico relativamente maiores. Caso essa degeneracdo fosse
comprovada, a mensuracdo de AST poderia ser Gtil para avaliar presenca de lesdo hepética
induzida por esse parasito e estabelecer um progndéstico. Deve-se considerar que é uma
enzima de extravasamento e ndo hepato-especifica, apresentando aumento em sua atividade
também em lesdo muscular, hemolise e outros processos (THRALL, 2007; STOCKHAM;
SCOTT, 2011).

A fosfatase alcalina (FA) é uma enzima de indugdo sintetizada no figado, nos
osteoblastos, nos epitélios intestinal e renal e na placenta. Porém, os hepatdcitos respondem
pela maior parte da atividade sérica normal de FA. O aumento da producao dessa enzima e de
sua atividade sérica pode ser notado em casos de maior atividade osteoblastica, colestase,
inducdo por farmacos e varias doencas cronicas, inclusive neoplasias (THRALL, 2007).

De acordo com Valente (2009), a mucosa do intestino delgado de muitas espécies animais,
incluindo os equinos, é extremamente rica em FA, enguanto que a mucosa do intestino grosso
possui pequena quantidade dessa enzima. Tal fato faz com que a FA seja considerada

especifica para o diagnostico de lesdes localizadas no intestino delgado.
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2.3.3. Avaliagéo do fluido peritoneal

Dentre os meios e métodos diagnosticos auxiliares em situacfes de lesdes abdominais, a
abdominocentese é um dos mais Uteis no estabelecimento e classificagdo do tipo e grau de
lesdo do trato gastrintestinal (WHITE 11, 1990).

O fluido que se encontra presente na cavidade abdominal, especificamente na cavidade
peritoneal, trata-se de um dialisado plasmatico (BROWNLOW et al., 1981; DEHEER et al.,
2002) que, em condi¢cbes normais, contém células mesoteliais, adiposas, sanguineas e da linfa.
Normalmente, a quantidade de fluido é suficiente para lubrificar o peritonio, assegurando
movimentacao livre das visceras abdominais (KOPCHA; SCHULTZE, 1991).

As condicdes que ocorrem na superficie mesotelial da cavidade abdominal sdo refletidas
pelo liquido peritoneal (BACCARIN et al., 1995) e o estudo de suas caracteristicas fisico-
quimicas tem papel importante e indispensavel na avaliagdo de equinos com lesdes
abdominais (MALARK et al., 1992). Para a obtencdo de um diagndstico precoce, devem-se
associar os achados do exame do fluido peritoneal ao histoérico, exames clinicos e
complementares, com o0 objetivo de instaurar a terapia adequada (BACH ; RICKETTS, 1974;
BROWNLOW, 1982; DAVIES et al.,, 1984; ALLEN JR. et al., 1986; KOPCHA;
SCHULTZE, 1991; MALARK et al., 1992; MACORIS, 1995; VALADAO et al., 1996).
Através da abdominocentese é possivel monitorar pacientes que apresentam célica, diarreia,
ascite e ruptura de bexiga em potros (BARRELET, 1993), além de animais com peritonite
priméaria ou secundaria a intervencdes cirargicas abdominais (BLACKFORD et al., 1986), ou
ainda, com ruptura intestinal (HAWKINS et al., 1993). Além disso, a técnica é de grande
utilidade diagndstica em potros com colica devido, neste caso, as dificuldades impostas a
realizacdo da palpacdo transretal (WHITE 1I, 1990). Pode ser necessario realizar
abdominocenteses seriadas, particularmente quando os resultados da colheita inicial sejam
inconclusivos ou que a condi¢do clinica do animal se altere ao longo do tempo, especialmente
em casos de lesdes abdominais (DEHEER et al., 2002).

Como demonstrado por Williamson (1987), a abdominocentese com instrumentos rombos
(canula maméria ou cateter), apesar de exigir maior tempo, preparacdo e equipamentos
quando comparada aquela realizada com instrumentos perfurantes, revela-se satisfatoria em
funcdo do reduzido risco de enterocentese acidental (SWANWICK; WILKINSON, 1976;
BARRELET, 1993).

Tulleners (1983) estudando equinos com desconforto abdominal demonstrou que a

abdominocentese é uma técnica de baixo risco e com poucas possibilidades de complicagdes.
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Nesse ensaio, 0 autor reporta que de um total de 850 pacientes submetidos & paracenteses
seriadas com intervalos de 24 horas durante cinco dias consecutivos, somente quatro animais
(0,4%) apresentaram sérias complicacdes consequentes a enterocentese acidental. Outro
estudo descreve oito ocorréncias de enterocentese em um total de 190 procedimentos de
paracentese em equinos (LOPES, 1995).

Estudos do perfil citoldgico e bioquimico do liquido peritoneal de animais sadios estdo
bem documentados tanto para racas especificas (ADAMS et al., 1980; SANTSCHI et al.,
1988; MENDES, 1995; MACORIS, 1995) como para equinos sem raca definida (NEVES et.
al., 2000). Existe, porém, pouca informagdo disponivel para a interpretacdo da andlise do
liquido peritoneal nas avaliacfes pds-operatdrias e nas doengas abdominais. A escassez desses
conhecimentos traz complicacdo para a interpretacdo correta dos exames, uma vez que 0
perfil dos achados laboratoriais varia conforme a dinamica da evolucédo clinica. Portanto, se
faz importante a descricdo do perfil de dados laboratoriais no decorrer das doengas, uma vez
que o estudo de amostras seriadas de liquido peritoneal, juntamente com o exame fisico,
facilita e permite ao profissional distinguir e avaliar as medidas clinicas mais adequadas
(FARIA et al., 1999).

O liquido peritoneal normal é claro, levemente amarelado e de consisténcia serosa. O total
de células nucleadas e de proteinas do liquido peritoneal de equinos normais foi relatado
como menor que 5.000 células por microlitro (/uL) e 2,5 g/dL, respectivamente, com 24 a
60% das células sendo neutrofilos (NELSON, 1979). Bach (1973) cita como normais valores
até 8.000 leucdtcitos/uL e chama atencdo para casos onde a contagem de células pode se
apresentar elevada devido a uma reacdo fisiologica a desidratacdo. Apesar desses valores
descritos, Dabareiner (2006) observou que 0s equinos normais geralmente apresentam
concentracdo proteica menor que 1,0 g/dL. Também foi verificado que a aparéncia citolégica
dos leucocitos e das células mesoteliais deve ser normal, embora ndo seja incomum a
observacdo de células mesoteliais ativadas.

A composicdo celular que foi descrita na literatura em situacdo de normalidade da
cavidade e visceras abdominais (BACH; RICKETTS, 1974; MCGRATH, 1975;
SWANWICK; WILKINSON 1976; NELSON 1979; BROWNLOW et. al., 1981) caracteriza-
se por uma porcentagem maior de neutrofilos e de células mononucleares, raros eosinofilos e
um pequeno numero de linfocitos.

Os processos inflamatdrios na cavidade abdominal sdo classificados em agudos,
subagudos ou cronicos baseando-se na duracdo do processo inflamatorio e/ou na avaliagdo do
tipo celular predominante (KOPCHA; SCHULTZE, 1991).
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A inflamacdo do peritonio ou peritonite pode ocorrer em resposta a uma variedade de
estimulos tanto infecciosos (bactérias, virus, fungos e parasitas) quanto ndo infecciosos
(traumas, agentes quimicos e neoplasias). Independentemente da causa, esse processo provoca
sensiveis alteracbes no exame do liquido peritoneal. O periténio inflamado apresenta
permeabilidade aumentada, o que resulta em aumento do volume do fluido e da concentracéo
de proteinas. A liberacdo local de substdncias quimiotaxicas promove a migracdo de
leucdcitos para a cavidade peritoneal e 0 nimero de hemacias também pode estar aumentado,
quando a lesdo for muito severa (RICKETTS, 1987; MENDES et al., 1999).

Segundo Adams et al. (1980), nas inflamagdes agudas observa-se no fluido peritoneal
aumento da contagem total de células nucleadas, sendo os neutrofilos o tipo celular
predominante (80 a 85%). Os outros componentes celulares do processo inflamatério (15 a
20%) sdo representados por linfocitos, eosindfilos, macrofagos, células mesoteliais ativadas e,
raramente, baséfilos e mastdcitos (KOPCHA; SCHULTZE, 1991).

Nas inflamac6es subagudas a proporcao de células neutrofilicas ndo degradadas é de 50 a
70% enquanto a de macrofagos é de 20 a 50% e, em inflamagdes cronicas, os macréfagos
representam mais de 50% das células encontradas no fluido peritoneal de equinos (KOPCHA,
SCHULTZE, 1991).

A avaliacdo do liquido peritoneal deve ser realizada criteriosamente em equinos apos
laparotomia, paricdo, castracdo ou abdominocentese multipla. No 5° dia apos a realizacéo de
laparotomia exploratéria em seis equinos normais, observou-se concentracdo de células
nucleadas entre 85.000 e 418.000 ceélulas/uL e concentracdo proteica de 4,7 a 6,5 g/dL
(SANTSCHI et al., 1988).

O liquido turvo pode refletir aumento da celularidade ou da concentracdo proteica. A
presenca de liquido opaco sugere a ocorréncia de efusdo linfatica e o liquido floculado com
filamentos de fibrina é indicativo de processo inflamatério abdominal exsudativo. A
quantidade do liquido varia entre 0s equinos e pode estar aumentada na peritonite aguda
(transudato ou exsudato) ou ausente na peritonite crénica com excessiva producdo de fibrina
(DABAREINER, 2006).

E relatado que em equinos com célica ou lesbes intestinais, a atividade de fosfatase
alcalina pode aumentar (LOVE et al. 1992). Entretanto foi demonstrado que a mensuragao
dessa enzima no liquido peritoneal permitiu detectar inflamagéo na cavidade abdominal mais
precocemente (VALENTE et al., 2009).

A contagem global de hemacias no fluido peritoneal € baixa em cavalos sadios (DEHEER

et al., 2002), porém, torna-se um indicador valioso na avaliacdo de processos obstrutivos
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estrangulativos e ndo estrangulativos, além de indicativo de lesdes abdominais iniciais em
animais assintomaticos (HUNT et al., 1986).

Em um estudo realizado com 100 amostras de liquido peritoneal de equinos com doengas
abdominais (GARMA-AVINA, 1998), dos 26 cavalos cujo liquido abdominal conteve
eosindfilos, 20 tinham eosinopenia absoluta no sangue periférico no mesmo dia. Em trés dos
seis cavalos restantes, a contagem absoluta de eosindfilos foi ainda maior no liquido
abdominal do que na corrente circulatoria. Algumas amostras continham apenas eosinofilos
com ndcleos cariorréticos e picnoticos, os quais foram encontrados livres no liquido ou

fagocitados por macréfagos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

e Avaliar os parametros hematimetricos, bioguimicos e de liquido peritoneal em
equinos de tracdo urbana naturalmente parasitados e ap0s tratamento com anti-

helmintico.

3.2. Objetivos especificos

e Verificar o grau de infestacdo parasitaria dos equinos de tracdo urbana utilizados
no experimento;

e Comparar os resultados hematimétricos, de bioquimica sérica e de liquido
peritoneal obtidos de animais parasitados e apds tratamento com anti-helmintico;

e Verificar se 0o exame do liquido peritoneal pode ser uma ferramenta auxiliar

diagndstica e progndstica nos transtornos parasitarios.
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4. CAPITULO II
ARTIGO CIENTIFICO
Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de

artigo cientifico. As secfes Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias

encontram-se no proprio manuscrito.

Influéncia do parasitismo intestinal sobre os parametros hematologicos e de
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Influéncia do parasitismo intestinal sobre os parametros hematolégicos e de
liquido peritoneal em equinos de tracéo

Cibele L. Lhamas, Claudia A. Duarte, Irina Libeck

ABSTRACT. - Lhamas C.L., Duarte C.A., Libeck I. 2013. [Influence of intestinal
parasitism on hematological parameters and peritoneal fluid in horses used for traction]
Influéncia do parasitismo sobre parametros hematoldgicos e de liquido peritoneal em equinos
de tracdo. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00 (0): 00-00. Hospital Universitario Veterinario,
Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal do Pampa, Br 472,

Km 585, Uruguaiana, RS, 97500-970, Brazil. E-mail: claudiaduarte@unipampa.edu.br

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the influence of intestinal parasitism on
hematological parameters and peritoneal fluid by comparing these features in horses used for
traction naturally parasitized and after the administration of anthelmintic. Twenty one horses,
between two and nineteen years old, mixed breed and with results of parasitological
examination more than 300 eggs per gram of feces were studied. It was conducted physical
assessment and samples of feces, as well as blood and peritoneal fluid in the two phases of the
experiment (DO and D15), having been made antiparasitic treatment in D0O. The peritoneal
fluid was evaluated for physical and biochemical features, and also total count of nucleated
cells and cell differentiation. The blood was determined for erythrocyte, leukocyte and
biochemical values, which included total protein, glucose, fibrinogen, albumin, AST and
ALP. No significant differences were observed in the comparison between DO and D15, and
the values remained within the reference ranges, except for total count of nucleated cells in
the peritoneal fluid in DO. In the peritoneal fluid, there was a predominance of segmented
neutrophils, followed by macrophages, lymphocytes and eosinophils in both time points.
Trend was observed in erythrocyte frame to keep close to the lower limits and mild
leukocytosis in DO. Parasitic infestation of the animals studied was predominantly moderate,
which offered minimal clinical risks. Thus, it is concluded that natural parasitism was not able

to directly influence the evaluated parameters.

INDEX TERMS: Equine, parasitic diseases, hematological evaluation, parasitological

evaluation, peritoneal fluid.
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RESUMO. - O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia do parasitismo intestinal
sobre pardmetros hematoldgicos e do liquido peritoneal por meio da comparagdo dessas
caracteristicas em equinos naturalmente parasitados e apos administracdo de anti-helmintico.
Utilizaram-se 21 cavalos de tracdo urbana, entre dois e 19 anos, sem raca definida e com
resultado de exame parasitologico superior a 300 ovos por grama de fezes. Foi realizada
avaliacdo fisica e colheita de fezes, liquido peritoneal e sangue em dois momentos do
experimento (DO e D15), sendo efetuado tratamento antiparasitario no DO. No fluido
peritoneal foram avaliadas caracteristicas fisicas, bioquimicas, bem como contagem de células
nucleadas e diferenciagdo celular. No sangue foram determinados valores eritrocitarios,
leucocitérios e bioquimicos que incluiram proteinas totais, glicose, fibrinogénio, albumina,
AST e FA. Néo foram observadas diferencas significativas na comparacao dos parametros
entre os DO e D15, e os valores mantiveram-se dentro dos intervalos de referéncia, com
excecdo da contagem total de células nucleadas do liquido peritoneal no DO. No liquido
peritoneal, houve predominadncia de neutrdfilos segmentados, seguida por macrofagos,
linfocitos e eosinofilos em ambos os momentos de avaliacdo. Observou-se tendéncia do
quadro eritrocitario em se manter proximo aos limites inferiores e leve leucocitose no DO. A
infestacdo parasitaria nos animais estudados foi predominantemente moderada, o que oferece
poucos riscos clinicos. Dessa forma conclui-se que o parasitismo natural ndo foi capaz de

influenciar diretamente os parametros avaliados.

TERMOS DE INDEXAGCAO: Equino, doencas nparasitarias, avaliacdo hematoldgica,

avaliacdo parasitoldgica, liquido peritoneal.

INTRODUCAO

As afeccOes gastrintestinais compreendem um dos problemas mais frequentes em
equinos, sendo destacada a sindrome célica causada por obstrucdes, rupturas e deslocamentos
intestinais (Baker & Ellis 1981, Pierezan 2009). Os cavalos de tracdo também sdo muito
afetados pelas afeccdes do sistema digestorio, porém, a principal causa € a parasitose
(Naviaux 1998, Oliveira et al. 2007, Andrade et al. 2009) que tem sua ocorréncia facilitada
pelas condic¢des higiénico-sanitarias as quais a maioria desses animais € submetida.

A relacdo existente entre altas infestacdes parasitérias e alteragdes hematologicas sao
amplamente estudadas. Nessas condigdes, sdo relatadas anemia e eosinofilia (Duncan & Pirie

1975, Sipra et al. 1999, Hubert et al. 2004). No entanto, existe ainda escassez de informagdes
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sobre a interpretacdo da analise do liquido peritoneal nas doencas abdominais, incluindo nas
parasitoses gastrintestinais.

O fluido peritoneal reflete as alteracbes que ocorrem na superficie mesotelial da
cavidade abdominal (Baccarin et al. 1995) e o estudo de suas caracteristicas fisico-quimicas
permite avaliar a condigéo da cavidade em equinos com lesdes abdominais (Malark et al.
1992). A inflamacdo do peritbnio provoca sensiveis alteracbes no exame do liquido
peritoneal, apresentando permeabilidade aumentada, o que resulta em aumento do volume do
fluido e da concentracdo de proteinas. Essas alteragdes culminam com a liberacdo local de
substancias quimiotéaxicas, promovendo a migracao de leucdcitos e hemécias (Ricketts 1987,
Mendes et al. 1999).

Segundo Trent (1995), essa inflamacao pode ocorrer em resposta a uma variedade de
estimulos tanto infecciosos (bactérias, virus, fungos e parasitos), quanto ndo infecciosos
(traumas, agentes quimicos e neoplasias). Garma-Avifia (1998) sugeriu a migracdo de células
inflamatorias para o liquido peritoneal em condic6es de injuria causadas por helmintos.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia do parasitismo
gastrintestinal sobre parametros hematologicos e de liquido peritoneal por meio da
comparacao dessas caracteristicas em equinos de tracdo naturalmente parasitados e apos a

administragdo de anti-helmintico.
MATERIAIS E METODOS

O protocolo experimental realizado no presente estudo foi aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Pampa (protocolo n° 008-
2012).

Foram utilizados 21 equinos de tracdo urbana (13 machos e oito fémeas ndo prenhes),
sem raca definida, com idades entre dois e 19 anos e peso corporal médio de 317,5 +32,9 kg.
Os cavalos que compuseram o grupo experimental foram aqueles que apresentaram resultado
coproldgico com contagem igual ou superior a 300 ovos por grama de fezes (OPG), no dia
zero (DO0) do experimento e sem alteracGes clinicas detectaveis no momento das coletas.

Os animais foram submetidos a avaliacao fisica e colheita de fezes, liquido peritoneal
e sangue em dois momentos do experimento (dia zero e dia quinze). No primeiro dia de
colheita (dia zero) foi realizada a vermifugacdo com composto® a base de Ivermectina (0,2 mg

kg™) e Praziquantel (2,5 mg kg™).

! lvermectina Ouro Fino Gel Composto 9,6 GR. Cravinhos, SP.
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A avaliacdo fisica dos animais ocorreu no Hospital Universitario Veterinario (HUVet)
da Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA) e incluiu avaliacdo do grau de hidratagéo,
coloracdo das mucosas, tempo de preenchimento capilar (TPC, em segundos), frequéncia
cardiaca (FC, em batimentos/minuto), frequéncia respiratoria (FR, em movimentos/minuto),
temperatura retal (TR, em°C) e movimentos intestinais.

O diagnostico parasitologico foi realizado a partir da coleta das fezes diretamente da
ampola retal, com o auxilio de luvas de palpacdo identificadas, sendo o material
acondicionado em caixa isotérmica com gelo. A andlise quantitativa foi realizada no
Laboratério de Parasitologia da UNIPAMPA, através da técnica de Gordon & Whitlock
(1939) modificada. No dia quinze (D15), a mesma avaliacdo foi efetuada para confirmacéo
da eficéacia do tratamento antiparasitario.

Para colheita do liquido peritoneal, foi realizada a paracentese abdominal segundo a
técnica descrita por Peloso & Cohen (2012). A amostra colhida era fracionada em frascos
estéreis com e sem anticoagulante EDTA (acido etileno-diaminotetracético-potassico), frasco
contendo fluoreto de s6dio/EDTA e outro frasco com citrato trissédico anidro (3,2%).

O fluido peritoneal foi avaliado no Laboratério de Analises Clinicas da UNIPAMPA,
através das andlises fisica, celular e bioquimica. Na avaliacdo fisica, apds homogeneizagéo
das amostras foi observada a coloracdo, grau de turbidez e densidade. A coloragdo foi
classificada em amarelo-palha, alaranjada, avermelhada, amarelo-ouro e transparente. O grau
de turbidez foi categorizado em limpido, ligeiramente turvo e turvo. A densidade e a
concentracdo das proteinas totais ([PTf]) foram realizadas em amostras com anticoagulante
em refratdmetro manual®.

A avaliacdo bioguimica do liquido peritoneal incluiu a mensuragdo da proteina total
[PTrs], albumina, glicose e da enzima fosfatase alcalina (FA) com o auxilio de um conjunto
de reagentes® e leituras espectrofotométricas®. A avaliacdo do fibrinogénio foi feita com
auxilio de um kit coagulométrico®.

A avaliacdo celular foi realizada por meio da contagem total de células nucleadas
(CTCN) e contagem diferencial. A CTCN foi obtida através do método de contagem manual
por camara ou hemocitdmetro de Neubauer, utilizando a metodologia descrita por Schalm
(1970) e Willard et al. (1999). A contagem diferencial de células nucleadas foi realizada

utilizando-se esfregacos das amostras corados de forma rotineira pelo método do corante

2 Refratdmetro manual portétil (proteina/densidade), Instrutherm, Sdo Paulo, SP.
3 Kit Fosfatase Alcalina, Laborclin. Pinhais, PR.

4 Espectrofotdmetro UV visivel, modelo LGS 53.

5 Fibrinogen Hemostasis, Labtest. Lagoa Santa, MG.
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hematologico répido (Panético). Posteriormente, as preparagfes citoscopicas foram
examinadas por microscopia Optica, em aumento de 1000 X (imers&o). Os valores absolutos
das linhagens celulares foram obtidos a partir das contagens global e diferencial das células
nucleadas, por uma regra de trés direta.

Para colheita das amostras de sangue foi realizada venopuncdo da jugular externa e
colheita de aproximadamente 20 ml de sangue em frascos estéreis com e sem anticoagulante
(EDTA), frascos contendo fluoreto de s6dio/EDTA e frascos contendo citrato trissédico
anidro (3,2%). A realizacdo da avaliacdo hematologica foi feita através dos métodos descritos
por Schalm (1970), incluindo leucometria global, hematimetria pelo método do
hemocitdmetro e determinagcdo do volume globular pelo método do microhematécrito. A
contagem diferencial de células foi determinada apos coloracdo pelo método do corante
hematoldgico rapido (Pandtico) do esfregaco sanguineo e revisdo microscopica, incluindo
pesquisa de hemoprotozoarios. Os valores de volume corpuscular médio (VCM) e de
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram calculados segundo as
formulas classicas recomendadas por Jain (1993).

O soro foi imediatamente separado da porcdo sanguinea e mantido congelado para
posterior utilizacdo nos ensaios bioquimicos. Foram realizados testes para as seguintes
enzimas séricas: aspartato-transaminase (AST)®fosfatase alcalina (FA); para as fragbes
proteicas: albumina, fibrinogénio e proteinas plasmaticas totais; e para a mensuragdo de
glicose’. O fibrinogénio foi determinado através do método descrito por Clauss (1957), a
concentracdo de proteinas plasmaticas totais ([PTrs]) por refratometria e a aloumina, enzimas
séricas (AST, FA) e glicose foram mensuradas com o auxilio de um conjunto de reagentes e
leituras espectrofotométricas.

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do pacote estatistico GraphPad
Prism® versdo 2007. Por apresentarem distribuicdo normal, comprovada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov, os dados foram submetidos ao teste t de Student (p < 0,05), para
comparacdo entre grupos. Os dados que ndo assumiram distribuicdes Gaussianas foram
submetidos ao teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para comparacgdo entre os dias zero
(DO) e dia quinze (D15). Para as variaveis qualitativas (coloracdo e turbidez do liquido
peritoneal) foi feita uma distribuicdo de frequéncias para cada momento de avaliagdo. Os

dados foram apresentados como media e £ desvio-padréo da media.

b Kit Aspartato-transaminase, Laborclin. Pinhais, PR.
7 Kit Glicose, Laborlab. Guarulhos, SP.
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RESULTADOS

Na avaliacdo fisica ndo houve diferenca significativa na comparacéo entre as médias
dos DO e D15 para os parametros avaliados (Quadro 1). Na avaliagdo das mucosas, observou-
se a coloragdo rdsea na maioria dos animais, em ambos os tempos experimentais. Apenas
quatro animais (19,0%) apresentaram mucosas palidas no DO, sendo que essa porcentagem
diminuiu para 4,7% (1/21) no D15. Quanto a motilidade intestinal, foi verificada
hipomotilidade em 38% e 67% dos cavalos nos DO e D15, respectivamente. Hipermotilidade
foi observada em 19% dos animais no DO e em 17% no D15. Na avaliagdo do grau de
hidratacdo, constatou-se 42,8% (9/21) dos animais com desidratacdo discreta tanto no DO

guanto no D15 do experimento.

Quadro 1. Valores médios, desvios-padrdo e valor de p da avaliacdo fisica em 21 equinos de
tracdo naturalmente parasitados (DO0) e ap6s vermifugacédo (D15)

Frequéncia Tempo de
Varidveis/Médias Frequéncia guenc preenchimento Temperatura retal
. x . . respiratoria . o
e desvios-padrdo  cardiaca (bat/min) . capilar (°C)
(mov/min)
(em segundos)
Dia zero 42,7 £7,2 24,5 +10,3 1,9 +0,2 37,6 £0,35
Dia quinze 42,4 £5,6 23,6 8,4 2,104 37,4 £0,61
Valor de p 0,877 0,712 0,158 0,334

Valor de p: grau de significancia estabelecido em 5% (p < 0,05). Valores de p maiores que 0,05 ndo
apresentam diferenga significativa.

Nos exames fecais, foi observada a infec¢do por parasitos das ordens Strongylida e
Ascaridida identificados pela morfologia dos ovos, segundo Hoffmann (1987). Os valores de
OPG minimos e méaximos verificados no dia zero (D0) foram 300 e 1.900, respectivamente,
com média aritmética de 796,4 +468,8 e mediana 800,0. Foram encontrados sete (33,33%)
animais com valores inferiores a 500 OPG, nove (42,85%) com carga parasitaria entre 500 e
1.000 OPG, e cinco (23,80%) com um elevado parasitismo, apresentando valores superiores a
1.000 OPG (Figura 1). A média de OPG verificada em animais de até trés anos de idade foi de
1.356 +512,9; animais entre trés e doze anos de idade tiveram média de 661,5 +263,5; e
animais acima de doze anos apresentaram média de OPG de 675 +638,7. Houve eliminagéo

total dos ovos nos animais no D15 do experimento com todos os resultados zerados.
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Figura 1. Perfil parasitario intestinal no primeiro dia de coleta (D0) em 21 (N) equinos de
tracdo naturalmente parasitados
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Os valores das variaveis qualitativas de liquido peritoneal (coloracdo e turbidez) foram
distribuidos em frequéncias, conforme demonstrado no Quadro 2. A maioria dos animais
apresentou a coloragdo amarelo-palha nos DO e D15. A distribuicdo das porcentagens para 0
grau de turbidez foi de 33,3% para cada uma das caracteristicas no DO, entretanto, o aspecto
limpido predominou no D15 (63,1%).

Quadro 2. Variagdes percentuais da coloragdo e turbidez do liquido peritoneal em 21
equinos de tracdo observadas nos DO e D15 de colheita

Coloragéo Turbidez
Variaveis/Momentos Amarelo- Alaranjado  Avermelhado Amarelo- Transparente  Limpido Ligeiramente Turvo
palha ouro turvo
Dia zero 61,90 19,04 9,52 4,7 47 33,33 33,33 33,33
Dia quinze 73,68 15,78 5,26 0 47 63,15 10,52 26,31

Nas analises fisica e bioquimica do liquido peritoneal (Quadro 3), foi realizada a
comparacdo entre os valores de densidade, da [PTrs], fibrinogénio, glicose, FA e albumina
entre os DO e D15. Os valores de densidade no liquido peritoneal ndo variaram
significativamente. Da mesma forma, ndo houve diferengas estatisticamente relevantes entre
as médias dos parametros bioguimicos citados em ambos os momentos de colheita quando o
intervalo de confianca foi estabelecido em 95%. Durante a mensuracao de fibrinogénio, ndo
foi observada coagulacdo pelo método utilizado. Esse resultado indicou que a concentracao
dessa proteina esteve abaixo de 100 mg/dL em todas as amostras avaliadas nos dois
momentos de colheita.

Durante a avaliacdo citoldgica do liquido peritoneal (Quadros 4 e 5), foi observado
que a média encontrada no DO para a contagem total de células nucleadas (CTCN) foi de
2.855 £4.623 células/uL e no D15 foi de 1.273 £960 células/uL. N&o houve diferenca
significativa entre os dois momentos de colheita tanto para a CTCN quanto para eosindfilos,
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linfocitos, macrdfagos e neutrofilos segmentados. Basofilos e celulas mesoteliais ndo foram

observados a avaliacdo citoscopica nos dois momentos de colheita.

Quadro 3. Valores médios, desvios-padrdo e valor de p das analises fisica e bioquimica do
liquido peritoneal em 21 equinos de tracdo naturalmente parasitados (DO) e apds

vermifugacao (D15)
A’,‘?"SG Analise bioquimica
fisica
Variaveis/Médias idad Prote|r|1a Glicose Folsfalt_ase Albumina

e desvios-padrao Densidade Tota (mg/dL) Alcalina (g/dL)

(g/dL) (UI/L)
Dia zero 1.015 2,381 91,8 115 0,78
+0,003 +0,6 +13,1 +19,6 +0,36
Di . 1.013 2,237 98,2 19,7 0,71
1a quinze +0,002 +0,4 +20,8 +47,5 +0,3
Valor de p 0,099 0,164 0.285 0,372 0,309

Valor de p: grau de significancia estabelecido em 5% (p < 0,05). Valores de p maiores que
0,05 ndo apresentam diferenca significativa.

Quadro 4. Valores médios e desvios-padrdo de valores relativos de leucdcitos (%) no liquido
peritoneal em 21 equinos de tragdo naturalmente parasitados (DO) e apds vermifugacdo (D15)

Variaveis/Médias e Neutréfilos

A 0 1 ACT 0 inHofi 0
desvios-padrio segmentados (%) Macrdéfagos (%) Linfocitos (%) Eosinofilos (%)
Dia zero 64,8 £21,4 31,3+20,1 2,225 15+2,7

Dia quinze 60,5+17,1 32,0144 5,145,6 2,055

Quadro 5. Valores médios, desvios-padréo e valor de p de contagem total de células
nucleadas e dos valores absolutos de leucdcitos (/L) no liquido peritoneal em 21 equinos de
tracdo naturalmente parasitados (DO0) e ap6s vermifugacdo (D15)

Variaveis/Médias CTCN* S':e;tggggjs Macréfagos  Linfocitos Eosindfilos

e desvios-padrao (/uL) g (L) (/uL) (/uL) (/uL)
Dia zero 2.855 1.671 1.043 34,3 103
+4.623 +2.282 +2.310 +55,2 +396
Dia quinze 1.273 776 411 52,8 22,7
g +960 1637 +352 46,4 +45,2
Valor de p 0,232 0,147 0,683 0,075 1,00

*CTCN: contagem total de células nucleadas

Valor de p: grau de significancia estabelecido em 5% (p < 0,05). Valores de p maiores que 0,05
ndo apresentam diferenca significativa.

A avaliacdo dos parametros hematimétricos (hematdcrito, contagem de hemécias,
hemoglobina, VCM e CHCM) demonstrou que ndo houve alteragcbes significativas

comparando-se animais infestados e apos vermifugacio (Quadro 6). A avaliagio citoscopica,
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ndo foi observada presenca de hemoprotozoarios nos esfregagos sanguineos dos animais

estudados.

Quadro 6. Valores médios, desvios-padréo e valor de p dos valores hematimeétricos em 21
equinos de tracdo naturalmente parasitados (D0) e apds vermifugacéo (D15)

Variaveis/Médias Hematocrito Hemacias Hemoglobina VCM CHCM
e desvios-padréo (%) (/uL) (g/dL) (fL) (%)
. 7,095 10,1 43,8 33,1

Dia zero 304248 +1,9 1,6 115 +0,13
. . 6,781 10,0 45,7 33,1

Dia quinze 30,1 3,5 +13 +11 +77 +0,08
Valor de p 0,803 0,4439 0,834 0,577 0,727

Valor de p: grau de significancia estabelecido em 5% (p < 0,05). Valores de p maiores que 0,05 ndo apresentam
diferenca significativa.

Na avaliacdo dos parametros leucométricos, ndo foi observada diferenca significativa
na concentracdo de leucdcitos entre os dois momentos de colheita nos animais estudados.
Também nédo houve diferenca significativa para os valores de eosinéfilos e para as demais
linhagens celulares quando comparadas entre os animais parasitados e vermifugados (Quadro
7).

Quadro 7. Valores médios, desvios-padrdo e valor de p dos valores absolutos de leucdcitos
plasmaéticos (/pL) em 21 equinos de tracdo naturalmente parasitados (DO0) e ap6s

vermifugacdo (D15)
Variaveis/Médias Le?gt(; ci:;tos Segmentados  Linfécitos Mondcitos  Eosinofilos Basdfilos
e desvios-padrao (x109L) (/uL) (/uL) (/uL) (/uL) (/uL)
Dia zero 12.124 7.874 3.197 584,2 351,6 127,3
+3.648 +2.928 +1.684 +426,2 +319,1 +197,8
Dia quinze 11.538 7.242 3.078 640,7 315,1 90,8
a +2.860 +2.895 +1.103 +584,8 +273,7 +114
Valor de p 0,4521 0,3252 0,6797 0,6911 0,579 0,5883

Valor de p: grau de significancia estabelecido em 5% (p < 0,05). Valores de p maiores que 0,05 ndo
apresentam diferenca significativa.

Durante avaliacdo da bioquimica sérica, demonstrada no Quadro 8, a mensuracdo de
proteinas plasmaticas totais ([PTrs)], [glicose] e avaliacdo das fraces proteicas de albumina e
fibrinogénio ndo apresentaram diferencas significativas entre os DO e D15 do experimento.
As atividades de AST e FA ndo tiveram diferencas significativas na comparacdo das médias

obtidas entre os animais parasitados e apos administracdo de anti-helmintico.
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Quadro 8. Valores médios, desvios-padréo e valor de p dos valores de bioguimica sérica em
21 equinos de tracdo naturalmente parasitados (DO) e apds vermifugacao (D15)

Variaveis/Médias ~ Albumina AST Fosfatase  Proteinas Fibrinogénio  Glicose

e desvios-padréo (g/dL) (UIlL) A(‘Ilj?/lll_r;a é%ﬁ (mg/dL) (mg/dL)

Dia zero 3,24 141,6 160,7 8,840 309,5 84,0
+0,48 +45,3 +48,5 0,42 +184,1 +14,4

Dia quinze 3,35 1442 1443 8,829 257,1 88,5
+0,41 +47.1 +53,2 0,46 +112,1 +20,8

Valor de p 0,3128 0,769 0,276 0,774 0,192 0,443

Valor de p: grau de significAncia estabelecido em 5% (p < 0,05). Valores de p maiores que 0,05 ndo
apresentam diferenga significativa.

DISCUSSAO

A avaliacdo do exame fisico ndo denotou alteracdes significativas nas fungdes vitais
ao comparar animais parasitados e apds a vermifugacdo. McCraw e Slocombe (1976) citam
que a gravidade dos sinais clinicos é relacionada ao nimero de larvas ingeridas, a idade e
experiéncia prévia do hospedeiro. No presente experimento, os animais utilizados eram
cavalos de carroca, sem histérico de controle parasitario. Dessa forma, a infestacdo tem
possibilidade de ter sido permanente e mista. Além disso, tendo em vista que a média de idade
dos animais estudados era de 7,9 +5,0, muitos deles podem ter experimentado infestacdes
parasitarias anteriores, o que pode ter gerado uma resposta clinica mais branda.

Na maioria dos animais avaliados foi evidenciado mucosas roseas. Contudo, 19% dos
cavalos no DO e 4,7% no D15 apresentaram mucosas palidas, o que pode indicar anemia. A
espoliagcdo sanguinea causada por parasitos gastrintestinais gera um quadro de perda cronica
de sangue que resulta em anemia por deficiéncia de ferro. Dados clinicos que sustentam que a
anemia se deve a perda externa cronica de sangue incluem palidez das mucosas, presenca de
ovos de parasitos nas fezes e anemia microcitica normocrémica a microcitica hipocrémica
(Stockham & Scott 2011). Entretanto, € mais provavel que a palidez das mucosas observada
nos animais deste ensaio se deva a nutricdo inadequada, justificada pela auséncia de
microcitose entre os valores medios.

Tanto frequéncia cardiaca quanto frequéncia respiratéria estavam acima dos valores
descritos para a normalidade (Feitosa 2004). DeLay et al. (2001) descreveram o relato de um
potro, infectado por S. vulgaris, com dor abdominal, em que foi observado aumento na FC
(88 batimentos/minuto). Porém, nos animais deste ensaio nao foram verificados outros sinais

clinicos compativeis com coélica. Possivelmente, 0s aumentos desses parametros decorreram
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do fato dos cavalos terem sido transportados ao HUVet em caminhdo, ou devido a contencéo,
situacdo incomum que pode ter causado estresse e alterado esses valores.

Nos animais com OPG superior a 1.000, foram verificadas alteracdes na motilidade
intestinal. Assim como citado por DeLay et al. (2001), a hipomotilidade, principalmente na
regido do ceco pode estar associada com infestacdo por S. vulgaris. Por outro lado, os cavalos
que apresentaram hipermotilidade podem estar vinculados com infestacdo por estrongilideos
ou ascarideos.

A infestacdo parasitaria foi moderada na maioria dos animais estudados, 0 que
corrobora com Schuster et al. (2011) e difere do encontrado por Andrade et al. (2009), no qual
animais com menor carga parasitaria (até 500 OPG) foram predominantes. A faixa etaria dos
animais avaliados reforca a relacdo existente entre animais jovens e o elevado parasitismo
(Tizard 2009), tendo sido observado que a maior média de OPG (1.356 £512,9) foi verificada
em cavalos de até trés anos de idade.

Pela morfologia dos ovos, foram identificados parasitos da ordem Strongylida e
Ascaridida. Naviaux (1988) e Radostits et al. (2010) citam que 0s equinos Sdo mais
susceptiveis a esses vermes e que esses possuem alta capacidade de proliferacao e resisténcia
no meio ambiente, podendo sobreviver por longos periodos nas pastagens. A transmissao de
P. equorum € sazonal (Lindgren et al. 2008), mas como 0s ovos s&0 muito resistentes, 0s
equinos podem, na auséncia de condic¢Ges higiénicas adequadas, infectar-se em qualquer
periodo do ano. Ja a alta infestacdo por estrongilideos pode ser favorecida pelos habitos
alimentares dos cavalos e pela falta de controle de verminoses.

Neste ensaio, a técnica de abdominocentese mostrou-se adequada, ndo sendo
observadas complicacGes apds sua realizacdo. O procedimento realizado com canula mamaria
mostrou-se de facil execucdo, seguro e eficiente, a exemplo do relatado por Swanwick &
Wilkinson (1976), Tulleners (1983), Neves (2000) e Di Filippo (2009).

A avaliacdo do exame fisico do liquido peritoneal demonstrou que a maioria dos
animais apresentou a coloragdo amarelo-palha tanto nos DO e D15. McCraw & Slocombe
(1985) relataram liquido peritoneal de coloracdo marrom escura em animais infectados com
larvas de S. equinus. Esses parasitos causam migracdo peritoneal, e esse seria o principal
motivo de alteracdo pronunciada na coloragdo das amostras.

Os animais que apresentaram coloracao alaranjada e avermelhada poderiam ter tido a
amostra contaminada por sangue no momento da colheita, situacdo que ndo é incomum
(Malark et al. 1992, DeHeer et al. 2002). Entretanto, Malark et al. (1992) observaram que néo

ocorre um aumento significativo na proteina total e CTCN de amostras contaminadas. Em
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casos em que ndo ha contaminacdo, a presenca de hemécias e neutréfilos fagocitados no
liquido peritoneal pode levar a suspeita de hemorragia em alcas intestinais, causada por leséo
de vasos sanguineos devido a migracdo parasitaria (Marinkovi'c et al. 2009). Foi verificada
presenca de leucofagia e eritrofagocitose mesmo em animais com liquido peritoneal com
coloragdo amarelo-palha indicando hemorragia na cavidade abdominal, provavelmente néo
recente.

A distribuicdo das porcentagens para o grau de turbidez foi de 33,3% para cada uma
das caracteristicas no DO, entretanto, o aspecto limpido predominou no D15 (63,1%). Em um
estudo avaliando quatro cavalos com intussuscep¢des cecais associadas a ciatostomiase larval,
a avaliacdo do liquido peritoneal de dois animais demonstrou caracteristicas de exsudato
baseando-se em aspectos de turbidez e CTCN. Intussuscepcdes intestinais associadas a
ciatostomineos sdo raramente relatadas (Lyons et al. 1994, Love 1995) sendo Anoplocephala
perfoliata reconhecido como um dos principais causadores desse disturbio (Mair et al. 2000).
Ciatostomiase larval e outras doencas causadas por estrongilideos sdo responsaveis por danos
na parede intestinal na fase de migracdo larval. Ambas as condi¢cdes podem provocar lesdes
intestinais e consequentemente, levar a alteracdes no exame do fluido peritoneal.

Os valores de densidade, assim como 0s bioquimicos ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre os dias experimentais. Contudo, as médias da [PT.] apresentaram-se
maiores do que os valores de referéncia descritos por Swanwick & Wilkinson (1976),
Grindem et al. (1990), DeHeer et al. (2002) e Dabareiner (2006), que sao de 1,1 g/dL, e de
acordo com o observado Nelson (1979) e Brownlow et al. (1981) que citam valores até 2,8
g/dL. Qualquer condigdo que comprometa a integridade da parede intestinal, a exemplo do
que ocorre nas parasitoses gastrintestinais, pode levar a uma alteracdo vascular que favorece o
extravasamento de elementos plasmaticos para o liquido peritoneal (Mosier 2009). Contudo, o
aumento da [PT] no fluido peritoneal é mais comumente observado em condicdes
inflamatorias agudas da cavidade (Faria et al. 1999).

Valores de fibrinogénio no liquido peritoneal maiores que 100 mg/dL indicam leséo
em visceras abdominais (Mendes 1995), entretanto as médias dessa proteina nos dois
momentos de avaliacdo ficaram abaixo desse valor. A dosagem do fibrinogénio apresenta
limitagdes com relagdo as quantificagdes inferiores a 40 mg/dL e o método utilizado por
coagulometria mostrou pouca sensibilidade. A técnica de dosagem por precipitacdo com
sulfato de amonio, utilizado por Faria et al. (1999) e Neves et al (2000) evidenciou
confiabilidade e eficiéncia, permitindo quantificacdo de valores menores do que 100 mg/dL

que é o limite inferior da técnica de precipitacdo por aquecimento, utilizada pela maioria dos
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autores. Concentragdo aumentada de fibrinogénio pode ocorrer por contaminagdo da amostra
com sangue ou quando o liquido for classificado como um exsudato (DeHeer et al. 2002).
Entretanto, duas amostras deste estudo que possuiam caracteristicas de exsudato néo
coagularam, pois fatores de desfibrinizacdo podem ter consumido o fibrinogénio presente
(Stockham & Scott 2011).

As médias das concentracbes de albumina no liquido peritoneal (g/dL) n&o
apresentaram diferencas significativas quando estabelecidas comparacfes entre 0s momentos
de avaliacdo, e tampouco mostraram alteracdes nos seus valores de referéncia (DeHeer et al.
2002). A albumina plasmética no equino pode variar entre 2,6-3,7 g/dL (Kaneko 1997), sendo
considerada uma substancia grande o suficiente para impedir sua passagem pelos poros
interendoteliais, por isso a sua baixa concentracdo no intersticio (Mosier 2009). Entretanto,
estimulos locais, como a inflamagdo causada na parede intestinal e em vasos sanguineos
devido a migragdo de formas larvares, podem causar contracdo de células endoteliais
permitindo a passagem de grandes moléculas (Mosier 2009). Contudo, nos casos de
infestacOes parasitarias naturais, existe um equilibrio entre o hospedeiro e o parasito e, dessa
forma, possivelmente o estimulo inflamatério local seja crbénico, ndo ocorrendo o
extravasamento dessa molécula.

O aumento da atividade da fosfatase alcalina no liquido peritoneal sugere
desvitalizacdo do intestino delgado de equinos com lesdes abdominais, entretanto, essa
enzima também pode originar-se dos célons maior e descendente, rim, figado e leucdcitos
granuldcitos (Jain 1993). Silva (2005) observou aumento seis vezes maior na atividade da FA
no grupo de equinos com cdlica sugerindo que o aumento observado possa ser atribuido a
destruicdo de leucdcitos granuldcitos peritoneais ap6s procedimento cirdrgico realizado no
colon descendente, coincidindo com os achados de Froscher e Nagode (1981).

As médias das concentracdes de FA no liquido peritoneal (U/L) em nosso estudo
permaneceram dentro dos valores de referéncia e ndo houve diferenca significativa entre os
dois momentos de colheita. Entretanto, foi observado valor aumentado em um animal no DO.
Valente et al. (2009) verificaram que a inflamacdo da cavidade abdominal em animais
submetidos a enterorrafias foi evidenciada precocemente com a avaliacdo de FA no liquido
peritoneal. Segundo os autores, a mensuracdo dessa enzima foi Util no acompanhamento da
resolucéo do processo inflamatorio intra-abdominal.

Durante avaliagdo citoscopica do fluido peritoneal desse animal, foi verificada
presenca de granulacdes toxicas e fagocitose em neutrdfilos. Neutrofilos com alteragdes

toxicas sdo comumente associados a infec¢Bes bacterianas graves (Stockham & Scott 2011),
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portanto, os demais exames complementares devem ser avaliados de forma conjunta para
verificacdo de alteracdes sistémicas e investigacdo das causas dessas alteragdes. Visto que
esse cavalo apresentou alta atividade de FA no liquido peritoneal e uma leve leucocitose por
neutrofilia, acompanhamento clinico foi exigido nessa situacdo, pois poderia indicar infeccéo
em estagio inicial ou processo infeccioso em fase de resolucéo.

As lesdes causadas pela infestacdo parasitaria podem ser uma das causas de peritonite
(Davis 2003, Toth et al. 2011) e a mensuracdo da concentracdo de glicose ([glicose]) no
liquido peritoneal com o conhecimento da [glicose] plasmatica é importante nesse diagndstico
(Stockham & Scott 2011). Como observado nos Quadros 3 e 8, a [glicose] no liquido
peritoneal encontrava-se ligeiramente maior do que a [glicose] plasmética com valores de
p=0,004 no DO e p=0,0003 no D15. A ocorréncia de diferenca significativa entre as médias de
[glicose] no liquido peritoneal e [glicose] plasmaética é esperada em situacOes fisioldgicas,
como mencionado por DeHeer et al. (2002). A investigacdo de caracteristicas como contagem
de células nucleadas (CTCN) (> 10.000 cél/uL) e concentracdo de proteina total [PT] (> 2
g/dL) deve ser também considerada para que a peritonite seja diagnosticada (Davis 2003).

A CTCN apresentou média no DO superior ao descrito para a normalidade. Segundo
DeHeer et al. (2002), uma efusdo cavitéria é considerada normal ou transudato simples
quando possui CTCN de até 1.500 células/pL. A média encontrada pode classificar as efusGes
do DO como um transudato modificado. Contudo, foi constatada uma grande variagdo entre
esses valores, que pode ser verificada pelo amplo desvio-padrdo obtido. Ao se avaliar dois
animais neste ensaio com valores elevados e discrepantes de CTCN, pode-se inferir que esses
resultados decorreram de uma fase de migracdo larval de estrongilideos ou, na auséncia de
valores elevados de OPG, parasitose por A. perfoliata. Por outro lado, no D15 a média da
CTCN encontrou-se dentro do padrdo de transudato simples e o desvio-padrdo foi
consideravelmente menor do que o observado para o DO, indicando menores discrepancias.

O fato de ndo ter havido uma diferenca estatistica significativa entre os valores médios
de CTCN ndo descarta a evidente divergéncia entre 0s momentos experimentais. A auséncia
de diferenca estatistica pode ter sido causada devido ao baixo nimero de amostras estudadas,
tendo sido inferido que uma amostragem maior pudesse deixar evidente uma tendéncia ou a
propria diferenca estatistica atraves do teste utilizado.

Em relacdo as linhagens celulares observadas, houve uma predominancia no DO de
neutréfilos segmentados, seguida por macrofagos, linfocitos e eosinoéfilos, em ordem
decrescente. No D15, a mesma proporcao foi verificada a contagem relativa (Quadro 4). Esses

achados se assemelham aos observados por Brownlow et al. (1981) e Neves et al. (2000),
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avaliando caracteristicas do liquido peritoneal em equinos sadios. A maior contagem absoluta
de eosinofilos no DO em relagdo ao D15 foi atribuida & presenca de valores discrepantes,
tendo sido observado em um animal contagem desse tipo celular igual a 1.800 eos/uL. Esse
achado pode ser devido a infestacdo parasitaria, corroborando com Garma-Avifia (1998).
Eosinofilos sdo importantes na resposta contra nematddeos por se ligarem aos parasitos e
liberar varias substancias, dentre elas a proteina béasica principal, uma substancia capaz de
danificar a parede dos helmintos (Slausson & Cooper 1990).

A avaliacdo do hemograma demonstrou que, quando comparados a valores de
referéncia para equinos de tragdo citados por Jain (1993), h4 uma tendéncia do quadro
eritrocitario em se manter proximo aos limites inferiores de normalidade nos dois momentos
de colheita. A presenca de anemia nos animais deste trabalho pode estar relacionada tanto a
deficiéncia de nutrientes provocada por uma alimentacdo de baixa qualidade, como
demonstrado por Silva Filho et al. (2004), quanto ao parasitismo apresentado por grande parte
deles. Segundo Fighera & Graca (2011), eritropoiese defeituosa por problemas na sintese do
heme e hemorragia crbnica sdo 0s mecanismos de instalacdo da anemia nas respectivas
causas.

Hematologicamente, a anemia hemorragica crénica é observada com grande
frequéncia na forma de anemia por deficiéncia de ferro. A perda crbnica de sangue leva a
eritropoiese compensatdria que acaba por exaurir as reservas organicas desse mineral. Dessa
forma, espera-se que a maioria dos equinos com sangramento crdnico demonstre anemia
microcitica hipocrémica, pois a perda de sangue torna-os ferropénicos (Fighera & Graca
2011). Esse padrdo foi observado em um animal que apresentou valores discrepantes ao
hemograma. Seu hematdcrito no dia zero era de 16%, VCM de 17,9 fL e Hb igual a 5,3 g/dL.
Considerando valores de referéncia para equinos de tracdo (Jain 1993), foi observado que o
mesmo apresentava anemia microcitica hipocrdmica. Além disso, o grau de infestacdo
parasitaria era considerado elevado, apresentando OPG superior a 1.000.

Os parametros de hemograma corroboram os achados por Reichmann et al. (2001)
onde se verificou uma tendéncia a ocorréncia de anemia, e em parte com Drudge et al. (1989)
gue constataram anemia normocitica. Esses valores divergem dos encontrados por Sartori
Filho et al. (1993) e Andrade et al. (2009) onde ndo foram observadas alteracdes
hematoldgicas associadas a infec¢do natural por estrongilideos. Provavelmente a divergéncia
dos resultados citados seja decorrente das diferentes respostas imunoldgicas relacionadas com

a dose infectante, gerando uma agdo ndo té&o intensa do parasito sobre o hospedeiro. Essa acéo
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parasitaria discreta é evidenciada por sinais clinicos mais brandos e pouco especificos quando
relacionados a menor resisténcia ao esforco fisico e ao quadro de emagrecimento.

Em relacdo ao quadro leucocitario, foi observada uma tendéncia a leucocitose nos dois
momentos de avaliacdo, sendo que houve uma leve leucocitose no DO quando comparado aos
valores de referéncia (Jain 1993). Leucocitose por neutrofilia também foi observada por
Reichmann et al. (2001) e por Drudge et al. (1989).

Apesar de alguns autores relatarem aumento na concentracdo de leucécitos no inicio
da infeccdo parasitaria (Drudge et al. 1966, Duncan 1973, Duncan & Pirie 1975, Drudge et al.
1989), ndo foi observada diferenca significativa entre os dois momentos de colheita nos
animais estudados. E provavel que o grau de infestacio parasitaria detectada no DO do
experimento ndo ofereca riscos aos animais, pois a média de OPG foi de 796,4, indicando um
parasitismo moderado na maioria dos equinos avaliados. Mesmo expostos a condi¢cdes
higiénico-sanitarias inadequadas, a carga parasitaria verificada em sua maioria manteve-se
entre discreta a moderada, sugerindo equilibrio na relacdo hospedeiro-parasito.

A relacdo entre altas infestacOes parasitarias e eosinofilia ja foi bem relatada (Duncan
& Pirie 1975, Dennis et al. 1988, Sipra et al. 1999), no entanto, o papel da migracdo dessas
células para os tecidos ainda ndo foi bem estabelecido. Rotting et al. (2008) avaliando os
efeitos do parasitismo por S. vulgaris na distribuicdo e acimulo de eosindfilos na mucosa do
intestino concluiram que a exposi¢do a parasitos intestinais ndo significa um pré-requisito
para a presenca dessas células na mucosa intestinal. Porém, como estabelecido por Cohen et
al. (1992), parasitos sdo frequentemente incriminados como causa de enterite eosinofilica.
Essa contradicdo assinala a importancia de que mais pesquisas sejam realizadas para a
compreensdo da migracao de eosinéfilos na doenca parasitaria.

Nos animais estudados, ndo foram observadas diferencas significativas para os valores
de eosindfilos e as médias tanto do DO quanto do D15 permaneceram dentro do intervalo de
referéncia (Jain 1996). Esses achados reforcam a hipdtese de que o estimulo parasitéario a que
esses animais estavam submetidos ndo era suficiente para alterar de forma proeminente os
achados leucomeétricos. Infestacbes experimentais macicas puras por S.vulgaris (Duncan &
Pirie 1975, Dennis et al. 1992), geraram quadro de eosinofilia por terem ocorrido
particularmente como uma consequéncia da migracédo dos parasitos em fase larval.

As outras linhagens celulares mantiveram-se dentro dos intervalos de referéncia, néo
havendo diferencas significativas entre animais parasitados naturalmente e apos a
vermifugacdo. Esses resultados foram semelhantes aos observados por Sartori-Filho et al.

(1993) que nédo encontraram diferencas significativas no leucograma entre animais parasitados
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e apos tratamento com anti-helmintico. Da mesma forma, se assemelham com os achados por
Reichmann et al. (2001), que observaram leve leucocitose por neutrofilia e valores normais de
linfocitos e eosindfilos.

No que tange aos valores de bioquimica sérica, notou-se que as médias de proteinas
plasmaéticas totais, em ambos 0s momentos permaneceram proximo ao limite superior dos
intervalos de referéncia citados. Segundo DeHeer et al. (2002), os valores referenciais para
proteinas plasmaticas de equinos variam entre 4,7 — 8,9. Kaneko (1997) cita como intervalo
de referéncia valores entre 5,8 — 8,7 g/dL. O aumento da proteina plasmatica pode ocorrer na
desidratacdo, devido & perda de liquido e, na estimulacdo da resposta imune devido ao
aumento de imunoglobulinas (Campelo 2008).

E mais provavel que o discreto aumento observado nos animais deste ensaio seja
devido principalmente a desidratacdo leve e, secundariamente, ao estimulo da resposta imune.
A premissa de que a ingestdo hidrica era inadequada em muitos dos animais estudados e que
alguns estavam levemente desidratados pode ser a hipdtese mais provavel para justificar a
maior concentracdo da proteina plasmatica.

E relatada hipoalbuminemia na infestacdo por ciatostomineos (Reinemeyer 1986,
Lyons et al. 2000), entretanto as médias encontradas na avaliacdo dessa porcdo proteica
mantiveram-se dentro do intervalo de referéncia citados por Kaneko (1997). As perdas
intestinais de albumina podem ser geradas pelo parasitismo gastrintestinal, tanto pela
absorcdo de nutrientes pelo parasita e privacdo da absorcdo de aminoacido para producdo de
proteinas, quanto pela fixacdo na parede gastrica ou intestinal seguido de hematofagia.
Raramente o parasitismo gastrintestinal resulta em deficiéncia grave o suficiente de
aminoacidos que induza a hipoglobulinemia (Lassen 2007).

Os equinos podem apresentar aumento nos valores de AST em consequéncia de lesao
hepéatica (Stockham 1995). P. equorum, S. equinus e S. edentatus realizam migracdo no
figado, entretanto ha uma escassez de estudos avaliando se essa migracdo é capaz de causar
dano celular. Hadwen (1925) sugeriu que a migracdo hepatica do P. equorum causou
degeneracdo em hepatocitos, mas nao houve recuperacdo das larvas nesse 6rgdo que pudesse
sustentar essa ideia. A impossibilidade de recuperacdo das larvas nesse estagio, como
mencionado por Clayton & Duncan (1979) pode ter sido devido ao pequeno tamanho dos
parasitos em relacdo as espécimes de tecido. Caso a degeneracdo fosse comprovada, a
mensuracdo de AST poderia ser Util para avaliar lesdo hepética induzida por esse parasito,

mas lesdo muscular, hemolise e outros processos também aumentam a atividade sérica dessa
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enzima (Stockham & Scott 2011). Um equino no presente estudo com elevada infestacéo por
P. equorum néo apresentou elevacdo na atividade de AST.

A andlise conjunta dos resultados desta investigacdo permite inferir que equinos
naturalmente parasitados possuem uma relacdo parasito-hospedeiro simbidtica, possivelmente
devido a constante exposicdo aos agentes parasitarios. Sob essas circunstancias, € possivel
que o hospedeiro elabore uma resposta mais efetiva contra os parasitos e, consequentemente,
altere de forma menos pronunciada seus parametros fisiologicos.

Diante do exposto, concluiu-se que o parasitismo intestinal natural ndo foi capaz de
influenciar diretamente os parametros hematologicos e do liquido peritoneal avaliados, tendo
em vista que ndo houve diferenca estatistica entre as anélises de equinos parasitados e apos a

administracdo de anti-helmintico.
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5. CONCLUSOES

Nas condicdes de realizacdo do ensaio exposto e, com base nos resultados obtidos,

analisados e interpretados, conclui-se que:

A média da avaliacdo parasitologica quantitativa demonstrou que a infestacéo
parasitaria nos animais estudados foi predominantemente moderada.

A comparacdo de todos os parametros avaliados ndo demonstrou diferenca
significativa entre animais naturalmente parasitados e apds administracdo de anti-
helmintico.

Os valores médios da avaliacdo hematoldgica e de liquido peritoneal mantiveram-
se dentro dos intervalos de referéncia, exceto a contagem total de células nucleadas
no liquido peritoneal dos animais parasitados.

O liquido peritoneal ndo se mostrou uma ferramenta diagndstica conclusiva em
infestacOes parasitarias cronicas, ndo demonstrando alteracfes importantes nos

parametros avaliados.
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