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RESISTENCIA ANTI-HELMINTICA EM EQUINOS NA REGIAO OESTE DO ESTADO
DE SAO PAULO

RESUMO - Dentre todos os fatores que devem ser levados em consideracdo no
qguesito sanidade dos equinos, o0 parasitismo ocupa lugar de destaque devido aos
prejuizos consequentes causados pelos parasitos gastrintestinais. O uso
indiscriminado de drogas na tentativa do controle desses parasitos podem levar ao
surgimento da resisténcia anti-helmintica, o que representa um problema crescente
para a saude, bem-estar e produtividade dos equinos. Tendo em vista a caréncia de
informacdes relacionadas aos tratamentos anti-helminticos em rebanhos de equinos
no estado de Sao Paulo, o presente estudo teve como objetivo avaliar a eficacia das
principais classes dos anti-helminticos utilizados no mercado: benzimidazois
(Fenbendazole), avermectinas (ivermectina) e milbemicinas (moxidectina), determinar
0S géneros e espécies de helmintos mais abundantes e investigar as medidas de
controle parasitario praticadas em diferentes rebanhos de equinos na regido oeste do
estado de S&o Paulo / Brasil. As avaliagbes coprologicas foram realizadas em animais
de 10 propriedades através do teste de redu¢do na contagem de ovos por grama de
fezes (R-OPG) e coproculturas para a identificacdo das larvas de terceiro estagio (L3)
dos estrongilideos. As medidas adotadas no controle parasitario foi investigada
através de um inquérito aplicados aos criadores contendo perguntas sobre o manejo
adotado na propriedade. Os resultados analisados por meio do teste de reducédo na
contagem de ovos por grama de fezes (R-OPG) determinaram a presenca da
resisténcia anti-helmintica ao fenbendazol e a alta efichcia da ivermectina e
moxidectina na regido oeste de estado de Sao Paulo. A identificagdo das larvas (L3)
revelaram a prevaléncia dos ciatostomineos entre as larvas de estrogilideos
encontradas e o maior aparecimento do Strongylus vulgaris em propriedades com
intervalo de vermifugacédo longo. O questionario aplicado revela que a ivermectina &
atualmente a droga mais utilizada pelos produtores, e os intervalos de aplicacao
variaram entre quatro vezes ao ano e uma vez a cada dois anos. Dessa forma, o
conhecimento gerado pelo estudo pode contribuir em estratégias de controle mais
sustentaveis colaborando para o monitoramento da resisténcia anti-helmintica.

Palavras-chave: Resisténcia, anti-helminticos, equinos, ciatostomineos



ANTHELMINTIC RESISTANCE IN HORSES IN THE WESTERN REGION OF THE
SAO PAULO STATE

ABSTRACT: Among all the factors that must be considered regarding health of
horses, parasitism occupies a prominent place due to damage caused by
gastrointestinal parasites. The indiscriminate use of drugs to control these parasites
can lead to the development of anthelmintic resistance, which is increasing problem on
the health, welfare and productivity of equines. Given the lack of research related to
anthelmintic treatment in herds of horses in the Sdo Paulo state, the objective of the
present study was to evaluate the efficacy of major classes of anthelmintics used by
the most farmers: benzimidazoles (Fenbendazole), avermectin (ivermectin) and
milbemycin (moxidectin) then determine the genus and species of main abundant
helminths and also investigate the parasite control measures practiced in different
herds of horses in the western region of the Sao Paulo state/Brazil. The evaluations
were performed using animals from 10 properties through the technique of fecal egg
counts reduction test (FECRT) and stool cultures for third stage larvae identification
(L3) of strongyles. Measures adopted in parasite control were investigated through a
survey applied to breeders containing questions about the property management. The
results of the fecal egg counts reduction test (FECR T) determined the presence of
anthelmintics resistance when fenbendazole was used whereas the use of ivermectin
and moxidectin showed high efficacy in the western region of the state of Sdo Paulo.
Regarding the larvae identification (L3), properties where the range of worming was
greater showed that the most strongyles larvae found were cyathostomin and higher
incidence of Strongylus vulgaris on farms with long-interval worming. However, the
survey showed that currently ivermectin is the main drug used by the farmers and the
application interval ranged in four times per year and once every two years. Thus, this
study suggests that strategies of control more sustainable can contribute to the
monitoring of anthelmintic resistance.

Keywords: Resistance, anthelmintics, horses, cyathostomins
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CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS

1. 1 Introducéao

O complexo do agronegocio equino brasileiro movimenta valor econémico
superior a R$ 7,5 bilhdes, gerando aproximadamente 3,2 milhdes de empregos
diretos e indiretos. O setor da equinocultura envolvido em atividades esportivas
movimenta cerca de R$ 705 milhdes e emprega aproximadamente 20.500 pessoas,
com a participacdo estimada de 50 mil atletas (LIMA et al., 2006).

No Brasil, os equinos possuem importancia fundamental na agricultura,
pecuario e na ultima década, este seguimento vem apresentando um crescimento
expressivo de competicoes, leildes e turismo (ANUALPEC 2012). Deste modo, a
saude e bem estar destes trabalhadores e legitimos atletas de alta performance
deve ser preservada.

Dentre todos os fatores que devem ser levados em consideracdo quando o
assunto € sanidade animal, o parasitismo ocupa lugar de destaque devido aos
prejuizos consequentes da infeccdo parasitaria, tais como perda de desempenho
dos animais, colicas gastricas e intestinais além da diarreia em potros. Dependendo
da carga parasitaria, os helmintos podem causar desde um pequeno desconforto
abdominal acompanhado ou né&o de fragueza, pelagem aspera, retardo de
crescimento, hiporexia, anemia, diarreias ou constipacdes até episodios fulminantes
de cdlica e morte (LAGAGGIO et al., 2007).

Os cavalos, herbivoros por natureza, sdo muito susceptiveis ao parasitismo
interno. Isso se da pelas formas de criacdo dos equideos que favorecem a grande
incidéncia de infeccbes parasitarias, ja nas primeiras semanas de vida. A fauna
parasitaria € vasta e compreende varias familias/géneros distintos (MOLENTO,
2005).

Os parasitos mais importantes para os equideos na atualidade, pela sua
onipresencga, patogenicidade e prevaléncia, sdo o0s neméatodes da familia
Strongylidae, nomeados comumente por estrongilideos, estando repartidos pelas
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subfamilias Strongylinae (nome comum: estrongilineo) e Cyathostominae (nome
comum ciatostomineo) (DUNCAN, 1982; LOVE, 1988; LICHTENFELS, 1980, 2008).

A estrongilidose equina (enfermidade causada pelos estrongilideos) é uma
das parasitoses mais frequentes dos equinos, sendo especialmente importante a
sindrome conhecida como ciatostominose, quer pela sua elevada taxa de
morbilidade, quer pela mortalidade que pode ocasionar em equideos jovens (cerca
de 50%). Essa sindrome € provocada pelos estrongilideos da subfamilia
Cyathostominae, considerados os de maior relevo, devido a diversidade de géneros
e espécies, periodos pré-patentes, especificidade do seu ciclo-biolégico com formas
hipobitticas e responsabilidade em situagbes de resisténcia aos anti-helminticos
(MADEIRA DE CARVALHO, 2006).

O controle parasitario dos estrogilideos, desde o inicio do século XX, vem
sendo baseado quase exclusivamente pela administracdo de compostos anti-
helminticos, os quais diminuem a populag¢do parasitaria nos equinos, a eliminacéo
de ovos nas fezes e a contaminagdao do ambiente (LYONS.; TOLLIVER; DRUDGE,
1999).

Téticas tradicionais de controle baseiam-se principalmente na aplicacdo
estratégica de anti-helminticos, atualmente representado por trés principais classes
de medicamentos: as lactonas macrociclicas (ex: ivermectina e moxidectina), as
pirimidinas e imidazotiazois (ex: pamoato de pirantel e levamisol) e o grupo dos
benzimidazdis (ex: albendazol, oxibendazol e fenbendazol) (SAMSON-
HIMMELSTJERNA, 2012).

Existem varias associacdes de bases quimicas utilizadas no controle
parasitario dos equinos. Essas formulacdes deveriam apresentar eficacia elevada
guando testadas isoladamente. No entanto, a eficacia das drogas diminui
consideravelmente devido a seu carater seletivo, favorecendo a permanéncia de
organismos resistentes e a eliminacao de individuos susceptiveis. Esse fenbmeno é
conhecido como resisténcia parasitaria, ele ocorre quando uma droga nédo consegue
manter a mesma eficacia contra os parasitos, apés um determinado tempo de
utilizacdo. A selecdo de helmintos resistentes € praticamente inevitavel, e esta
caracteristica é transferida para as proximas geracbes (CONDER; CAMPBELL,
1995; MOLENTO, 2005).
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A questdo da resisténcia aos anti-helminticos tornou-se muito importante no
campo veterinério nos Ultimos anos, e isso é uma realidade que envolve a medicina
equina (KAPLAN, 2002; KAPLAN, 2004; WOLSTENHOLME et al., 2004,
MATTHEWS, 2014).

Embora negligenciado na maioria das condi¢cdes, a deteccdo precoce da
resisténcia € emergente e vital para a conservacao da eficacia anti-helmintica e para
0 controle parasitario eficiente. Infelizmente, seu reconhecimento ndo € observado
até que se torne um problema clinico, devido a incapacidade para avaliacao
subclinica no campo (TAYLOR; HUNT, 1989).

Estudando a epidemiologia e controle das estrogilidoses, Madeira de
Carvalho (2006), evidenciou a importancia de uma maior intensificacdo no rastreio
da resisténcia aos anti-helminticos, promovendo uma utilizacdo mais frequente dos
métodos “in vivo” e “in vitro” para o seu diagndstico, incluindo um numero expressivo
de propriedades. Além disso, a execucdo de estudos programados de eficacia e
manejo antiparasitario alargados no tempo, associando anti-helminticos, fungos
nematofagos e medidas de manejo que permita adequar melhor estas “ferramentas”
de controle antiparasitario aos diferentes tipos de criagdo equina.

Medidas inovadoras de controle parasitario precisam ser instituidas para que
a resisténcia anti-helmintica seja desacelerada, e as drogas que ainda possuem
eficacia sejam preservadas por um periodo prolongado. Estratégias sustentaveis de
controle devem ser aplicadas de maneira racional, e a participacdo de meédicos
veterinarios no controle parasitario € de extrema importancia. O objetivo é levar os
conhecimentos epidemioldgicos e de controle parasitario até os produtores, visando
desta maneira, reduzir a dependéncia e o uso indiscriminado de anti-helminticos.
(CANEVER, 2013)

A regido oeste do estado de Sao Paulo possui uma populacdo de equinos
com grande representatividade nacional. No entanto, € de grande importancia
adquirir conhecimento da real situacdo em relacao eficacia dos diferentes principios
ativos testados isoladamente, investigando essa eficacia dentro de diferentes
caracteristicas das propriedades.

A determinacdo dos géneros e espécies de helmintos mais abundantes na

regido através de identificacdo de larvas de terceiro estadio (L3), pode ser de grande
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importancia. Desde modo, é possivel revelar informagfes relevantes sobre a atual
condicao da resisténcia anti-helmintica na regido e quais subfamilia/género/espécies
envolvidas. Esse conjunto de dados permitira a criacdo de estratégias eficientes

para a conservacao da eficacia das drogas e controle parasitario.

1.2 Revisao de Literatura

1.2.1 Principais estrogilideos gastrintestinais de equideos

Helmintos gastrointestinais de equinos sdo organismos realmente
onipresentes. Estudos em propriedades de criacdo de equinos em diversas partes
do mundo tém demonstrado que as populacdes de helmintos estdo presentes em
uma vasta gama de diferentes condicdes geograficas e climaticas, esses animais
estdo sujeitos a serem infectados pelas mesmas espécies de helmintos em todas as
partes do mundo (NIELSEN, 2012).

Os equideos (cavalo, zebras, jumento e seus hibridos) sdo hospedeiros de
uma grande variedade de nematdides, alguns dos quais podem causar morbidade
ou mortalidade significativa se os animais ndo forem tratados. Em todo o mundo, os
nematoides parasitos de cavalos pertencem a 7 subordens, 12 familias, 29 géneros
e 83 espécies. A grande maioria (19 de 29 géneros e 64 espécies de 83) sdo
membros da familia Strongylidae, que inclui os nematdides parasitos mais comuns e
patogénicos de cavalos (LICHTENFELS, 1975, 2008).

Os nematodides da familia Strongylidae, conhecidos comumente como
estrongilideos, sdo normalmente assinalados como endoparasitas do intestino
grosso dos equideos, onde atingem a forma adulta e a maturidade sexual. As suas
formas larvais de desenvolvimento exdgeno encontram-se na pastagem e o0s
animais infectam-se durante o pastoreio, embora também possam infectar-se no
estabulo por ingestdo da cama e feno contaminados (OGBOURNE, 1978; MADEIRA
DE CARVALHO, 2001, 2006).

Os estrongilideos possuem ciclo biolégico direto (sem hospedeiro
intermediario). Esses estdo divididos em fases: ovo, larvas de primeiro a quinto

estadios (L1 a L5) e parasitos adultos. Quando as condicbes ambientais se tornam
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favoraveis (calor e umidade) o ovo embrionado passa a se desenvolver dando
origem a L1. A L1 desenvolve-se e muda para L2 e esta para L3. A L3 migra para a
pastagem que circunda a massa fecal num raio maximo de cerca de 30 cm e a um
maximo de 10 cm de altura, em funcdo da umidade e da temperatura (ENGLISH,
1979a e 1979b; MADEIRA DE CARVALHO, 2001).

Em uma populagéo de helmintos, os estrongilideos constituem 67 a 100% do
total de nematoides que podem ser encontrados no intestino de qualquer espécie de
equideo, formando uma comunidade parasitaria estavel dominada por interacdes
positivas e poucas negativas, sugerindo uma auséncia de competicdo entre si
(MADEIRA DE CARVALHO, 2006).

O parasitismo dessas espécies apresentam uma distribuicdo binominal
negativa, isso significa que em uma populacdo infectada, os parasitos estdo
concentrados em uma pequena parte dos animais, estando a maioria dos cavalos
albergando uma baixa carga parasitaria (NIELSEN; HAANING; OLSEN, 2006).

Os estrongilideos, considerados os parasitos internos mais comuns dos
equideos, estdo divididos em grandes estréngilos e pequenos estréngilos, seus
géneros e espécies foram classificados recentemente segundo a Sistematica de
Lichtenfels, Kharchenko e Dvojnos (2008)

1.2.1.1 Grandes estréngilos

Os grandes estrongilos compreendem 14 espécies englobadas em 5 géneros:
Strongylus (14,5 a 46 mm comp.), Triodontophorus (8,1 a 20,1 mm), Bidentostomum
(8 a 10 mm), Oesophagodontus (15 a 24 mm), Craterostomum (5,7 a 10,6 mm),
(Subfamilia: Strongylinae, denominagdo comum: estrongilineos) (LICHTENFELS;
KHARCHENKO; DVOJNOS, 2008).

1.2.1.1.1 Strongylus vulgaris

Os S vulgaris, € considerado o mais patogénico dos grandes estréngilos,
devido a sua extensa migracdo no sistema arterial mesentérico. A Presenca
de larvas de S. vulgaris no sistema arterial causa endoarterite e trombose com um
risco de infartos intestinais (ANDERSEN et al., 2013a).
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Morfologicamente, o S. vulgaris tem o corpo retilineo, € de cor cinza escuro,
apresenta dois grandes dentes com &pice arredondado, os machos variam de 12 a
16 mm e as fémeas de 20 a 25 mm (FORTES, 2004).

O periodo pré-patente € de 6 a 7 meses (URQUHART et al.; 1998). No
entanto, as larvas em migracdo sao as principais responsaveis pelas acodes
patogénicas em propriedades onde nao € realizado o tratamento anti-helmintico, e
podem ser responsaveis por cerca de 20% das cdlicas mortais nos equideos,
comumente mencionadas como célicas tromboembdélicas (DUNCAN, 1990; AUSTIN,
1994). No Brasil, a prevaléncia de formas imaturas de S. vulgaris e das lesbes
presentes no sistema arterial mesentérico foram motivos de varios estudos (SOUTO

et al. 1999), comprovando sua patogenicidade.

1.2.1.1.2 Strongylus edentatus

Esse nematdide adquiriu esse nome por possuir uma capsula bucal
desprovida de dentes, a cabeca € larga e bem distinta do corpo por uma constricao.
Os machos variam entre 23 a 28 mm de comprimento, e as fémeas de 33 a 44 mm
(FORTES, 2004).

As L3 de S. edentatus migram para o parénquima hepatico, efetuam muda
para L4, e em cerca de 14 dias e continuam a sua migracdo no orgao até as 6-8
semanas poés-infecgdo, alojando-se na zona do ligamento hepato-renal. As larvas
migram pelo peritbnio, com preferéncia pela regido peri-renal e ligamentos
hepaticos. A muda final ocorre 4 meses apos a infecgéo e as L5 migram no peritdnio
para a parede do intestino grosso, local onde se forma nodulo purulento que ao
romper libera o parasita adulto no limen intestinal 10 a 12 meses apos a infecgao
(URQUHART et al.; 1998).

1.2.1.1.3 Strongylus equinus

Os machos desta espécie medem entre 24-36 mm e as fémeas 39-46 mm de

comprimento. Estes possuem como caracteristica Unica a existéncia no de um
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grande dente dorsal bifido e dois dentes ventrais pontiagudos menores no fundo da
capsula bucal (LICHTENFELS; KHARCHENKO; DVOJNOS, 2008).

Comparado com as outras duas espécies de Strongylus, muito pouco se
conhece da migracdo larval de S. equinus. Aparentemente as L3 perdem as
capsulas enquanto penetram na parede do ceco e do célon ventral e dentro de até 7
dias, provocam a formacao de ndédulos nas camadas mucosas e submucosas do
intestino. A muda para L4 ocorre nesses nodulos, as larvas seguem pela cavidade
peritoneal chegando até o figado, onde migram no parénquima por 6 semanas ou
mais. ApOs esse periodo, as L4 e L5 sédo também s&o encontradas na regido do
pancreas antes do seu aparecimento na luz do intestino grosso. O periodo pré-
patente dessa espécie € de 8 a 9 meses (URQUHART et al.; 1998).

1.2.1.1.4 Géneros Triodontophorus, Oesophagodontus e Craterostomum

Os helmintos pertencentes ao género Triodontophorus sdo de tamanho
pequeno e médio e possuem trés pares de dentes dispostos em duas placas na sua
base, com uma goteira esofagica bem desenvolvida, e ainda uma cépsula bucal
globular, cujo seu comprimento ndo ultrapassa os 250 um. Este género compreende
7 espécies das quais 4 tém como hospedeiro o cavalo (Equus caballus): T. serratus;
T. nipponicus; T. brevicauda; T. tenuicollis; (LICHTENFELS; KHARCHENKO;
DVOJNOQOS, 2008).

Os nematdides do género Craterostomum Sa0 pequenos e possuem
caracteristicas idénticas aos do género Triodontophorus, diferenciando do mesmo
pela coroa externa que possui 6 a 8 elementos. A espécie C. acuticaudatum é um
parasito deste género que pode ser encontrado em diversas partes do mundo
(LICHTENFELS; KHARCHENKO; DVOJNQOS, 2008).

Os helmintos do género Oesophagodontus, sdo parasitos grandes, as suas
capsulas bucais possui a forma de funil, a goteira esofagica € sutil e os dentes néo
se distendem & capsula bucal. A Unica espécie descrita € O. robustus
(LICHTENFELS; KHARCHENKO; DVOJNOS, 2008).

O desenvolvimento interno destes estrongilideos ndo é bem definido, embora

seja considerado iguais para os trés géneros e similar ao dos Cyathostominae. A
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migracdo larval encontra-se limitada entre a parede do ceco e do colon. Nestes
locais ddo origem a formacdo de pequenos nédulos onde ocorre 0 seu
desenvolvimento (URQUHART et al, 1987). Sugere-se que o0 periodo de
desenvolvimento na mucosa seja curto, pois as L4 sdo encontradas frequentemente
no lumen do célon (LICHTENFELS, 1975). O desenvolvimento de L3 para L4 do O.
robustus tarda aproximadamente 48 dias, o que demostra uma variabilidade de

periodos pré-patentes neste grupo de estrongilideos (CHAPMAN et al, 1996).

1.2.1.2 Pequenos estrongilos

Os pequenos estrongilos pertencem a subfamilia Cyathostominae,
conhecidos como ciatostomineos, esses sdo considerados 0s helmintos de maior
importancia, isso se da pela sua atual prevaléncia, potencial patogénico e
capacidade de desenvolver resisténcia anti-helmintica (LESTER, et al. 2014).

Segundo a classicacdo de Lichtenfels; Kharchenko; Dvojnos (2008), essa
subfamila é composta por com 50 espécies englobadas em 14 géneros:
Gyalocephalus, Caballonema, Cylindropharynx, Tridentoinfundibulum, Cylicocyclus,
Cyathostomum, Coronocyclus, Petrovinema, Cylicostephanus, Skrjabinodentus,
Cylicodontophorus, Hsiungia, Poteriostomum e Parapoteriostomum. Devido a dificil
identificacdo desses géneros e o grande numero de espécies (LICHTENFELS;
KHARCHENKO; DVOJNOS, 2008), ndo sera realizada a descri¢do individual de
cada género/espécie, referindo-se apenas a subfamilia Cyathostominae
(Ciatostomineos).

Os Ciatostomineos apresentam tamanho pequeno a médio com uma capsula
bucal cilindrica, sendo a sua diferenciacdo mais dificil que nos da subfamila
Strongylinae. O ciclo de vida € direto e n&o-migratério (LICHTENFELS;
KHARCHENKO; DVOJNQOS, 2008).

O ciclo de vida dos ciatostomineos tem inicio na vegetacdo, no momento em
gue as larvas atingem o terceiro estadio (L3-Infectante). ApOs serem ingeridas,
promovem aderéncia ha mucosa intestinal, podendo causar sintomatologia clinica e
em alguns casos até a morte dos animais (LYONS et al., 1999). As larvas

permanecem aderidas a mucosa por periodos variados, esse tempo esta
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correlacionado a estacao climatica, com média aproximada de 30 dias na primavera
e 4 a 6 meses no outono e inverno. Posteriormente essas larvas retornam a luz
intestinal onde promovem a postura dos ovos dando sequencia no ciclo direto
(REINEMEYER, 1986).

A maioria das infeccdes por ciatostomineos sdo bem tolerada, no entanto, a
grande incidéncia de larvas encistadas na parede do intestino grosso pode resultar
em ciatostominose larval, caracterizada por diarreia, perda de peso rapido e edema,
podendo levar o animal a 6bito em até 50% dos casos (LOVE et al, 1999 ).

Comprovando alta incidéncia patolégica no Brasil, a frequéncia de infeccéo e
a distribuicdo de larvas de ciatostomineos encistadas na mucosa intestinal de
equinos, Carvalho et al., (2001) necropsiaram 30 animais naturalmente infectados,
oriundos de apreensdo no Estado do Rio de Janeiro Brasil, sendo encontradas
larvas encistadas em 100% dos animais com média de 43.584,7 larvas por equino.

A ciatostominose larval € normalmente dignosticada em equinos jovens (1-3
anos de idade), é frequentemente associado a fraqueza, diarreia, perda de peso,
edema subcutaneo e célica (PEREGRINE et al. 2006).

Contudo, ha muito por investigar acerca da sua identificacdo, ciclo biolégico,
patogenia da infeccdo e estratégias de controle inovadores para combater o
crescente desenvolvimento da resisténcia aos anti-helminticos (LYONS et al, 1999).

1.2.2 Evolucéo epidemiologica do parasitismo helmintico dos equinos

Durante décadas apenas o0s helmintos do género Strongylus, foram
considerado altamente patogénicos, sendo considerados os “Matadores de
Cavalos”, devido a sua alta incidéncia em casos de cdlicas (KESTER, 1975).
Entretanto, um fendmeno interessante foi constatado no mundo dos parasitos no
inicio dos anos 1990: apdés o0s ciatostomineos tornarem-se 0s estrongilideos
preponderantes nos equideos, sendo considerados também como importante causa
de célicas nesses animais, relegando para segundo plano os do género Strongylus
(UHLINGER, 1990; HERD, 1990).

Segundo Dipietro, Klei e French, (1990); Love e Duncan, (1991); Madeira de
Carvalho (2006) este fenOmeno deveu-se aos seguintes fatores:
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1. Elevada capacidade de adaptacéo dos ciatostomineos as drogas e estratégias de
tratamentos anti-helminticos, comprovada na sua resisténcia aos benzimidazois.
2. Maior sensibilidade dos nematdides do género Strongylus a maioria dos
compostos anti-helminticos (em particular as lactonas macrociclicas)
3. Grande habilidade de prevaléncia em todos os equideos nas mais diversas
regides geograficas.
4. Grande numero de géneros e espécies.
5. Diversidade na sua biologia e patogenia

Ciatostomineos muitas vezes compreendem 95-100% da carga parasitaria
total. Dependendo da idade, o restante da carga de vermes €& dominada por
espécies tais como Parascaris equorum, Strongyloides westeri, Oxyuris equi e as
espécies dos grandes estrongilos: S. wvulgaris, S.edentatus, S.equinus,
Triodontophorus spp. Além disso, as espécies de ténia, especialmente
Anoplocephala perfoliata tem sido relatada frequentemente, com prevaléncia entre
20% e 80% dos equinos (GASSER et al., 2005; MOLENTO, 2005).

1.2.3 Modo de acao dos principais anti-helminticos

Nas ultimas décadas o controle anti-helminticos vem sendo representado por
guatro principais classes de medicamentos: as lactonas macrociclicas (ex:
ivermectina e moxidectina), as pirimidinas e imidazotiazéis (ex: pamoato de pirantel
e levamisol) e o grupo dos benzimidazéis (ex: albendazol, oxibendazol e
fenbendazol). As diferengas entre essas classes esta no modo de agdo (MARTIN,
1997; SAMSON-HIMMELSTJERNA, 2012). Seréo discutidas a seguir, 0 modo de
acao as duas classes de drogas utilizadas nesse estudo.

Benzimidazol: os benzimidazoéis se ligam a tubulina e impedem sua polimerizacéo
em microtubulos, o que resulta na ruptura de diversas funcdes na célula, pois estas
organelas polimerizadas s&o exigidas para divisdo celular, transporte de
neurotransmissores nos neurdnios, transporte de substrato e metabdlito através da
célula e membranas mitocondriais e outras atividades associadas a membrana.
Lactonas macrociclicas: O mecanismo de acdo das lactonas macrociclicas ainda

nao foi totalmente elucidado. Acredita-se que os principios ativos das avermectinas
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e milbemicinas tém um modo de acdo comum contra os parasitos (SHOOP et al.,
1995). Este modo de acdo é baseado nas interacbes da droga com 0s canais
receptores para a inibicdo da neurotransmissdo nos invertebrados, que séo
atribuidos ao acido gama amino butirico (GABA) e o glutamato, conhecidos por sua
acdo no bloqueio da atividade elétrica das células musculares e nervosas, pelo
aumento da conducao dos ions de cloro. Os receptores idnicos do glutamato estédo
localizados em sua maioria em células musculares e sométicas, na faringe e no
Gtero, o que afeta a motilidade, a capacidade de alimentacdo e reproducdo do
parasito (MOTTIER; LANUSSE, 2001).

1.2.4 Desenvolvimento da resisténcia anti-helmintica

Mundialmente, o aparecimento da resisténcia aos antiparasitarios se tornou
uma séria ameaca para o controle das infeccdes por nematoides. Esta resisténcia é
resultado do uso intensivo, bem como das dosagens impréprias (sub ou super
dosagem) sem embasamento epidemiolégico, havendo assim, uma crescente
selecdo de populagdes de parasitos resistentes. Outro motivo importante para a
selecdo de nematdides resistentes € o tratamento dos animais quando ha uma
pequena propor¢dao da populacdo total de parasitas em “refugia”, o que
provavelmente contribui para uma maior pressao de selecdo de parasitas resistentes
ao tratamento anti-helmintico. Consideram-se como parasitos em “refugia” aqueles
gue ndo sao expostos ao tratamento anti-helmintico, tais como os estadios de vida
livre que se encontram na pastagem, ou mesmo aqueles presentes em animais que
nao receberam o tratamento (LOVE, 2003).

De acordo com (PRICHARD,1980), a resisténcia, que é hereditaria, esta
presente quando hd uma maior frequéncia de individuos dentro de uma populagéo,
que sao capazes de tolerar as doses de um composto que nao seriam toleradas por
uma populacdo normal da mesma espécie. A resisténcia lateral ocorre quando a
resisténcia parasitaria a um composto quimico resulta da selecdo promovida por
outro composto com um modo similar de acdo. A resisténcia cruzada assemelha-se
a resisténcia lateral, mas envolve compostos quimicos com diferentes modos de

acao. Resisténcia multipla ocorre quando ha individuos em uma populacéo, que sao
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resistentes a dois ou mais grupos de anti-helminticos diferentes, como resultado da
selecéo de cada grupo, ou como resultado da resisténcia cruzada.

No processo de selecdo de parasitas resistentes, a droga remove
seletivamente os individuos susceptiveis de uma populacdo geneticamente
heterogénea. Isto provoca aumento no numero de individuos portadores de genes
gue conferem resisténcia, 0os quais sao herdados pelos descendentes. ApGs Vvarias
geracbes, 0s genes que conferem resisténcia predominam, o que possibilita a
sobrevivéncia de um numero significativo de helmintos resistentes em uma
determinada populacdo apds o tratamento com anti-helmintico (KOHLER, 2001). Ja
o fenbmeno da reversao da resisténcia (PRICHARD et al., 1980) é o decréscimo da
frequéncia de individuos resistentes em uma populacédo apdés a remocdo do agente
de selecdo. Porém, uma vez que a resisténcia tenha se instalado em uma
populacdo, a reversdo ou a perda desta caracteristica nunca foi observada
(SANGSTER; DOBSON, 2002).

A deteccéo da resisténcia, numa fase precoce € importante, podendo permitir
gue a eficacia da classe das respectivas drogas possa ser mantida através de
medidas adequadas, tais como frequéncia de tratamento e preservacao da reflgia.
Vérias investigacbes demonstraram que, uma vez desenvolvida a resisténcia anti-
helmintica em nematodides, ela permanecer4d, e mesmo com a suspensdo da
utilizacdo do respectivo medicamento por muitos anos ndo ocorrera a eliminagéo da
resisténcia (LIND et al., 2007; LYONS et al., 2007; SLOCOMBE et al., 2008).

1.2.5 Métodos de deteccao da resisténcia anti-helmintica

Para detectar a reduzida eficdcia da droga em populacdes de nematodides
uma variedade de métodos e abordagens diferentes podem ser aplicadas. Estes
incluem teste “in vivo” e “in vitro” (WOLSTENHOLME et al., 2004). Porém em
equinos, o teste de resisténcia anti-helmintica adequado para avaliar a eficacia de
todas as classes de medicamentos disponiveis no campo, é o teste de reducéo de
ovos por grama de fezes (R-OPG) (VON SAMSON-HIMMELSTJERNA et al., 2012).
O teste “in vivo” tem sido usado ha muitos anos, principalmente com base em

procedimentos descritos nas diretrizes da Associacdo Mundial para o Avanco da
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Parasitologia Veterinaria (WAAVP) publicado por Coles et al. (1992). Este teste de
reducdo de ovos por grama de fezes (R-OPG) é baseado na contagem de ovos por
gramas de fezes (OPG) no pré e pés-tratamento dos mesmos equinos (COLES et
al.,1992).

Segundo Von Samson-Himmelstjerna (2006), protocolos de Reacdo em
Cadeia da Polimerase-PCR (diagndstico molecular) apresentam alta precisdo e
sensibilidade quando se investiga um anico parasito. Porém, resultados significativos
dependem de se testar um numero representativo de individuos (por exemplo, 100).
Consequentemente tornam-se testes de elevado custo, 0 que representa uma

desvantagem da tecnologia molecular.

1.2.6 Relatos de resisténcia anti-helmintica em equinos.

A resisténcia anti-helmintica em equinos foi determinada primeirante em
pequenos estrongilos frente aos benzimidazois, pamoato de piratel e piperazia
(CHAPMAN et al.,, 1996). Algum tempo depois, Young et al. (1999) também
relataram a reducdo da eficacia do fenbendazol (32%) contra ciatostomineos. No
Brasil o pamoato de pirantel, benzimidazéis, ivermectina e moxidectina obtiveram
eficacia de 42,3%, abaixo de 50%, 98% e 100%, respectivamente, na regido de
Curitiba, PR (MERCADANTE et al., 1997). A coprocultura revelou a presenca de
85% das larvas sendo de pequenos estréngilos, 12% de grandes estrongilos e 3%
de Trichostrongylus axei. De acordo com inumeros estudos, a resisténcia de
benzimidazois em ciatostomineos esta presente na maioria dos haras, e na maioria
dos paises industrializados (KAPLAN, 2004; KUZMINA; KHARCHENKO, 2008; LIND
et al., 2007; TRAVERSA et al., 2007; TRAVERSA et al., 2009).

Existem alguns relatos iniciais de casos isolados de eficicia reduzida de
ivermectina em cyathostominos em outros paises (EDWARD; HOFFMANN, 2008;
LYONS et al., 2008; TRAWFORD et al., 2005; VON SAMSON-HIMMELSTJERNA et
al., 2007; TRAVERSA et al., 2009). No Brasil, Molento et al., (2008), avaliado a
eficacia da abamectina 2%, ivermectina 1,8 e 2%, moxidectina 2% observaram
eficacia de 84%, 5%, 65% e 16%, respectivamente.
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Tao importante quanto esses relatos de eficacia reduzida de ivermectina em
ciatostomineos, € o aumento do niumero de observagdes de tratamentos ineficazes
de lactonas macrociclicas contra P. equorum (HEARN; PEREGRINE, 2003;
SCHOUGAARD; NIELSEN, 2007; SLOCOMBE, 2003; VON SAMSON-
HIMMELSTJERNA et al., 2007; VON SAMSON-HIMMELSTJERNA., 2012). Também
observada, neste contexto, € a constatacdo de que a ineficacia das lactonas
macrociclicas contra P. equorum, encontrada principalmente em fazendas onde é
realizado o tratamento anti-helmintico frequente de potros (VAN DOORN et al.,
2007).

N&do h& no Brasil, nenhum estudo amplo a respeito da frequéncia de
tratamento anti-helminticos realizada em equinos, porém, ha algumas
recomendacdes técnicas de esquemas supressivos, técnicas de esquemas de
tratamentos a cada dois meses. Isso poderia levar rapidamente a selecdo de
parasitos resistentes no Brasil (BORGES, 2010).

1.2.7 Controle do desenvolvimento da resisténcia parasitaria

A erradicacdo de endoparasitas através de tratamentos frequentes foi
considerada uma meta realista de mais de 60 anos, quando as primeiras
formulacbes de fenotiazina foram estudadas (TAYLOR; SANDERSON, 1940).
Infelizmente, o tratamento supressivo tem levado a niveis crescentes de resisténcia
anti-helmintica, agora presentes na maioria das espécies de helmintos, e na direcao
praticamente de todos os produtos disponiveis no mercado equino (KAPLAN, 2002,
2004). Em 1999, a Dinamarca foi o primeiro pais do mundo a restringir as drogas
anti-helminticas, sendo aplicadas somente através de receitas, ap6s um diagnostico.
Desta forma os médicos veterinarios dinamarqueses se tornaram 0S Unicos
responsaveis pela escolha da estratégia de controle de nematoides, o que contrasta
com a situagdo da maioria dos outros paises ocidentais, onde os anti-helminticos
estavam disponiveis para os proprietarios e os médicos veterinarios raramente se
envolviam no controle parasitario. Recentemente, a Suécia (2007), Holanda (2008) e
Finlandia (2009) aplicaram restricbes semelhantes em relacdo ao uso de drogas
anti-helminticas e outros paises da unido européia provavelmente seguirdo essa
estratégia (NIELSEN, 2012).
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1.2.8 Controle sustentavel da verminose em equinos

Através do desenvolvimento cientifico, pesquisadores do mundo todo
tornaram-se capazes de diagnosticar inUmeras infec¢des parasitarias. Em busca de
exceléncia no desempenho dos animais, foram desenvolvidas estratégias de
combate a esses parasitas, dentre elas, a utilizacgdo de compostos organicos
sintéticos (SAMSON-HIMMELSTJERNA, 2012).

De fato, nas ultimas décadas, ocorreram mudancas drasticas na forma de
criagcdo e controle desses parasitas, a fauna dos helmintos mudou, os citostomineos
se tornaram prevalentes devido a capacidade de adaptacdo de algumas espécies e
consequentemente transformaram a ciatostominose em uma enferminadade
preocupante. Porém, quando se leva em consideracdo que todos 0s seres vivos Sao
parasitados por algum tipo de microorganismo e em seguida, observar as
consequéncias caudadas pelo uso continuo dessas drogas, a solugdo parece estar
na criacdo de estratégias sustentaveis onde se possa ter um o equilibrio parasita-
hospedeiro.

A baixa infeccdo por ciatostomineos (ou seja,> 10.000 larvas encistadas)
pode ser tolerada sem qualquer impacto significante de morbidade (LOVE et al.
1999; NIELSEN et al. 2010).

Segundo Gersdo (2010), a diferenca entre um hospedeiro assintomatico
saudavel e um animal portador de afeccdo subclinica, pode estar no grau de
equilibrio entre parasito-hospedeiro.

Apéds anos de utilizagdo de compostos quimicos, as consequéncias dos fatos
inicia a busca de novas adaptagfes estratégicas, reavaliando a intensa utilizacao
dos compostos quimicos, buscando em um manejo equilibrado a solucdo para o

controle do parasitismo.
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ABSTRACT

Infections for gastrointestinal nematodes affect virtually every horse herd raised on pasture.
These nematodes particularly the strongyles, are a constant threat to the health, welfare, and
performance of these animals. The prophylaxis of these infections is based on the use of
anthelmintic drugs. However due to the indiscriminate and inappropriate use of these drugs,
strongyles are showing signs of resistance to anthelmintic drug action, hampering the control
of these parasites. The objective of the present study was to evaluate the efficacy of major
classes of anthelmintics used by the most farmers: benzimidazoles (Fenbendazole),
avermectin (ivermectin) and milbemycin (moxidectin) then determine the genus and species
of helminths and also investigate the main abundant parasite control measures practiced in
different herds of horses in the western region of the Sao Paulo state/Brazil. The study was
conducted from February to December/2013 on 10 properties in the region. The stool cultures
ratings were determined by the fecal egg counts reduction test (FECRT) technique and stool
cultures for the third stage of larval identification (L3) of strongyles. The measures adopted in
parasite control were investigated by a survey about the management and characteristics of
each property. The results analyzed by the reduction by the fecal egg counts reduction test
(FECRT) technique determined the presence of anthelmintic resistance to fenbendazole and
high efficacy of ivermectin and moxidectin in the western region of Sao Paulo state. The
identification of larvae (L3) revealed the high prevalence of cyathostomin between larvae and
equine strongyles found higher incidence of Strongylus vulgaris in properties where the range
is extensive worming. The survey revealed that ivermectin is currently the most used drug by
producers and interval of application ranged from four times a year and once every two years.
Information monitoring and detection of anthelmintic resistance obtained in this study
indicate the requirement to develop new strategies for the control of resistance in equine
strongyles.

Keywords: Resistance, anthelmintics, horses, cyathostominis
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RESUMO

As infeccBes por nematoides gastrintestinais acometem praticamente todo o rebanho equino
criado a pasto. Esses nematddeos, em particular os estrongilideos, sdo uma ameaca constante
para a sua saude, bem-estar e desempenho desses animais. A profilaxia destas infec¢cdes é
baseada no emprego de drogas anti-helminticas. Entretanto, devido ao uso indiscriminado e
inadequado dos produtos, existem sinais de resisténcia dos estrongilideos a acdo anti-
helmintica das drogas, comprometendo o controle desses parasitos. O presente trabalho teve
como objetivos a avaliacdo da eficacia das principais classes dos anti-helminticos utilizados:
benzimidazois (Fenbendazole), avermectinas (ivermectina) e milbemicinas (moxidectina), a
determinacdo dos géneros e espécies de estrogilideos mais abundantes e a investigacdo das
medidas de controle parasitario praticadas em diferentes rebanhos de equinos na regido oeste
do estado de S&o Paulo / Brasil. O estudo foi realizado de fevereiro a dezembro/2013 em 10
propriedades da regido. As avaliacdes coprolégicas foram determinadas através do teste de
reducdo na contagem de ovos por grama de fezes (R-OPG) e coproculturas para a
identificacdo das larvas de terceiro estagio (L3) dos estrongilideos. As medidas adotadas no
controle parasitario foram investigadas através de um inquérito sobre o0 manejo e
caracteristicas de cada propriedade. Os resultados analisados por meio do teste de reducédo na
contagem de ovos por grama de fezes (R-OPG) determinaram a presenca da resisténcia anti-
helmintica ao fenbendazol e a alta eficacia da ivermectina e moxidectina na regido oeste de
estado de Sdo Paulo. A identificacdo das larvas (L3) revelaram a grande prevaléncia dos
ciatostomineos entre as larvas de estrogilideos encontradas e o maior aparecimento do
Strongylus vulgaris em propriedades onde o intervalo de vermifugacdo é longo. O
questionario aplicado revela que a ivermectina é atualmente a droga mais utilizada pelos
produtores, e os intervalos de aplicacdo variaram entre quatro vezes ao ano e uma vez a cada
dois anos. As informagdes de monitoramento e detec¢do de resisténcia anti-helmintica obtidas
neste estudo demostram a necessidade de novas estratégias para o controle da resisténcia dos
estrogilideos em equinos.

Palavras-chave: Resisténcia, anti-helminticos, equinos, ciatostomineos
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2.1 Introducéo

A populagdo brasileira de equinos é a quarta maior do mundo, com cerca de 5.514.250
animais, e tem se mantida estavel na ultima década. A regido sudeste, possui a segunda maior
populacdo de equinos do pais, com cerca de 1.359.087 cabecas, sendo 379.379 cabecas no
estado de S&o Paulo e a maior parte localizada na regido oeste (IBGE, 2010).

As infecgOes parasitarias sao muito frequentes nos equinos, isso se da pelas formas de
criacdo desse animais que favorecem a grande prevaléncia dessas infec¢des, ja nas primeiras
semanas de vida. A fauna parasitaria é vasta e compreende varias familias/géneros distintas,
entre elas: os Pequenos estrongilos ou ciatostomineos: Cyathostomum spp., Cylicostephanus
spp., Cylicostephanus spp., os Grandes estrongilos: Strongylus vulgaris, S equinus, S
edentatus e ainda, Parascaris equorum, Oxyuris equi, Strongyloides westeri, Trichostrongylus
axel, Gasterophilus spp., Habronema spp., Dictyocaulus arnfield, Anoplocephala spp
(MOLENTO, 2005).

Dentre esses, 0s parasitos gastrintestinais pertencentes a familia Strongylidae,
vulgarmente designados por estrongilideos, adotam, atualmente, um lugar de destaque na
parasitologia equina pela sua frequéncia, distribui¢do geografica e patogenicidade (FROUCO,
2011). Uma alta massa de infeccdo desses parasitos, principalmente em animais até trés anos
de idade, pode ocasionar uma sindrome clinica conhecida por ciatostominose larval. Essa
enfermidade leva a animal a apresentar diarreia cronica e célicas com uma alta taxa de
mortalidade (LYONS et al. 1999). Contudo, o controle dos estrongilideos proporcionam uma
melhora no desempenho e bem estar dos animais.

Atualmente o controle da verminose em cavalos se baseia em trés principais classes de
anti-helminticos, os benzimidazéis (por exemplo fenbendazole) e as lactonas macrociclicas —
avermectina e milbemicinas ou seja, a ivermectina e moxidectina. Porém, nas ultimas décadas
0 uso indiscriminado dessas drogas colaborou para o surgimento de populagdes de nematoides
resistentes ao anti-helminticos, ameacando seriamente a salde, bem-estar e producao equina
em diversas localidades do mundo (TRAVERSA et al. 2009). Tais praticas de tratamento,
resultaram principalmente na sele¢do de parasitos pertencentes a subfamilia Cyathostominae,
comunmente conhecidos como ciatostomineos (LOVE et al., 1999; KAPLAN;
VIDYASHANKAR, 2012; PEREGRINE et al., 2014). Os ciatostomineos conseguem infectar
a maioria dos cavalos a pasto, e devido a sua prevaléncia, capacidade de resisténcia a drogas e
patogenia, sdo considerados os parasitos mais importantes dos equinos (LOVE et al. , 1999.
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LICHTENFELS et al. 2001; KAPLAN, 2002; PEREGRINE et al. 2014).

O aumento de relatos de resisténcia anti-helmintica dos parasitos de equinos em todo o
mundo levaram a recomendac@es de controle sustentaveis através de programas baseados na
vigilancia sistematica do grau de verminose dos animais. Regulamentos a nivel da Unido
Européia recomendam que a aplicagcdo de drogas anti-helminticas sé podera ser realizada
através de receita médica veterinaria e ndo mais como tratamento profilatico (NIELSEN,
HAANING; OLSEN, 2006; ANDERSEN et al. 2013b). Isso enfatiza a situacdo preocupante
com a resisténcia anti-helmintica em outras partes do mundo.

Normalmente a utilizacdo dos medicamentos e a frequéncia de sua utilizacdo é feita de
forma supressiva: tratamentos a cada 4-8 semanas, estratégica: tratamentos regulados pelas
condicdes climaticas da regido e pelo aumento do nimero de parasitas no animal, ou curativa:
tratamentos quando o animal apresenta alta contagem de ovos nas fezes ou sinais clinicos
(SANGSTER, 2003).

O controle parasitario de uma propriedade € complexo, envolvendo diversos fatores
como avaliacdo financeira do proprietario, infra-estrutura das instalacdes, histérico da
propriedade, resisténcias a drogas, localizacdo geografica e clima, manejo adotado com
alimentacdo, numeros de cavalos, sistema de criacdo, peso e idade de cada animal, periodo
gestacional das éguas, etc. A realizacdo de um exame parasitologico de fezes (OPG) indicara
se a base utilizada esta sendo eficiente e se h4 um nivel alto de infeccdo, facilitando na
elaboracdo ou mesmo na alteragdo de um calendario profilatico (VELHO et al., 2007,
OLIVEIRA, 2010).

O controle da verminose vem sendo ameacado pela selecdo de populacbes de
helmintos resistentes, cujo nimero de relatos vem crescendo a cada ano em diversas partes do
mundo (KAPLAN, 2004; TRAVERSA, 2009). Contudo, a preocupacdo que agrava ainda
mais a situacdo € a pouca perspectiva de surgimento de uma nova molécula anti-helmintica
para equinos (NIELSEN et al., 2007).

Um estudo sisteméatico da eficacia de drogas podera apresentar informacdes para
implantacdo de medidas mais eficazes no controle do parasitismo, diminuindo gastos
desnecessarios com produtos inadequados, reduzindo as perdas causadas pelos parasitos e
minimizando o desenvolvimento da resisténcia anti-helmintica

O presente estudo teve como objetivos avaliar a eficacia das principais classes dos

anti-helminticos utilizados no mercado: benzimidazois (Fenbendazole), avermectinas
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(ivermectina) e milbemicinas (moxidectina); determinar as subfamilias/ géneros/ espécies de
helmintos mais abundantes e investigar as medidas de controle parasitario adotadas pelas

propriedades criadoras de equinos na regido oeste do estado de Sao Paulo / Brasil.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Localizacdo e animais e drogas utilizados

Foram avaliadas 10 propriedades com criag&o de equinos, localizadas na regido oeste
do estado de S&o Paulo, Brasil, tendo como municipios sedes Andradina (latitude 20°53'56.9"
sul , longitude 51°22'41.1" oeste), Castilho (latitude 20°52'09.0" sul, longitude 51°29'22.9"
oeste), Nova Independéncia (latitude 21°06'22.5" sul, 51°29'29.4" oeste), Panorama (latitude
21°21'36.2" sul, 51°51'26.2" oeste) Birigui (latitude 21°17'28.7" sul, longitude 50°20'34.8"
oeste), Sdo José do Rio Preto (latitude 20°48'58.1" sul, longitude 49°23'09.6" oeste),
Catanduva (latitude 21°08'01.2" sul, logitude 48°58'11.5" oeste).

Todas as propriedades selecionadas apresentaram animais portadores de nematodiose
gastrintestinal (igual ou acima de 150 OPG) e sem histérico de tratamento com anti-
helminticos nas Ultimas doze semanas.

O estudo foi realizado no periodo de fevereiro a dezembro de 2013, periodo no qual
foram selecionados 285 equinos, machos e fémeas.

As drogas utilizadas no experimento pertencem a grupos quimicos diferentes e foram
administradas por via oral nas taxas e doses recomendadas pelo fabricante de cada produto
conforme o peso do animal, aferido por balanca ou fita toracica. Foram avaliadas: Ivermectina

0,2 mg/kg (Egvalan®), Moxidectina 0,4mg/kg (Equest®), Fenbendazol 5mg/kg (Panacur®).

2.2.2 Obtencgéo das amostras fecais e distribui¢éo dos tratamentos

Os animais foram identificados através do nome, nimero e resenha. Posteriormente,
foram coletadas individualmente amostras fecais diretamente da ampola retal, acondicionadas
em sacos plasticos, transportadas em geladeira de transporte (Mini Fridge) a 4°C, e
encaminhadas para o Laboratério de Parasitologia da Faculdade de Zootecnia UNESP /

Dracena - SP.
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No periodo de até 24 horas, foram realizadas as contagens de ovos por grama de fezes
(OPG), sendo descartados os animais que apresentaram os OPGs extremos. A distribuicédo
dentro dos tratamentos foi feita de forma homogénea, conforme os valores de OPG e
categoria animal (Potros jovens de 1 a 3 anos em fase pds desmane e cavalos e éguas adultos
de 3 a 17 anos) obtendo ao final trés tratamentos com mesmo numero de animais de cada
categoria e média de OPG semelhantes. Apo6s a distribui¢do, os anti-helminticos foram
sorteados aleatoriamente para cada grupo e administrados por via oral apds 6 horas de jejum.
Dez dias apds o tratamento com os anti-helminticos, amostras fecais foram novamente
coletadas de cada animal para nova quantificacdo de OPG. Coproculturas também foram
realizadas para cada um dos grupos, pré e pés tratamento, em ambas as coletas.

2.2.3 Coprologia quantitativa

A técnica coproldgica quantitativa foi realizada através da contagem de ovos por
grama de fezes (OPG), utilizando-se o método de MacMaster (GORDON E WHITLOCK,
1939) modificado, com um limiar de deteccdo de 25 ovos/gramas de fezes (OPG)
(CANEVER, 2013a). A técnica laboratorial constitui-se em diluir 4 gramas de fezes,
previamente homogeneizadas, em 56 ml de solucéo salina hipersaturada para a suspenséo dos
ovos. Em seguida a suspensdo e filtrada e colocada nas quatros células das duas camaras de
McMaster. A contagem foi efetuada nas quatro células, multiplicando o nimero de ovos
contados por 25 e expressando o resultado em nimero de ovos por grama de fezes (OPG).
Todas as analises foram efetuadas sequencialmente da mesma maneira e observadas pelo

mesmo operador.

2.2.4 Coproculturas

Foram realizadas 3 coproculturas para cada grupo de animais, antes e depois da
aplicacdo das drogas. A tecnica consiste em colocar 50-60 gramas de fezes em copos de
plastico descartaveis. Estes foram umedecidos, cobertos por uma gaze de algodéo,
permanecendo durante 14 dias em uma temperatura aproximada a 28°C. Apos este periodo de
tempo, o copo com fezes foi preenchido por agua, invertido sobre uma placa de Petri, e
igualmente preenchido por agua. O liquido contendo as larvas foi recolhido para um tubo de

ensaio apds 24 h, os quais foram tampados e armazenados em refrigerador a 4-5°C até



42

contagem e identificacdo larvar (MADEIRA DE CARVALHO, 2001). As L3 foram
concentradas por sedimentagdo natural durante 24 h, observadas a fresco ou fixadas com
soluto de Lugol, e identificadas nos diferentes géneros e/ou espécies. Foi determinada ainda, a
abundancia proporcional de cada subfamilia e no caso dos grandes estrongilos, identificado o
género e a espécie presente. Sempre que possivel, essas determinagdes foram feitas com base
na contagem de 100 exemplares.

Os grandes estrongilos foram classificados de acordo com suas espécies, ja 0S
pequenos estrongilos foram considerados somente a subfamilia (Cyathostominae), devido ao
seu complicado estudo taxonémico e muitas espécies ainda ndo terem sido descritas na
literatura (LYONS E DRUDGE, 2000; OGBOURNE, 1976).

Para diferenciacdo das L3 das diferentes subfamilias/géneros/espécies de
estrongilideos foi utilizada uma chave dicotdbmica proposta por (MADEIRA DE
CARVALHO, 2001) baseada na observagdo do nimero e forma das células intestinais,
comprimento total da larva, incluindo a bainha, presenca ou auséncia de bainha perilarvar e
aspecto da cauda da bainha em que as diferentes subfamilia/géneros/ espécies foram
agrupadas e identificadas.

Todas estas analises foram realizadas no Laboratério de Parasitologia da Faculdade de
Zootecnia UNESP / Dracena - SP.

2.2.5 Questionario

Foram aplicados questionarios aos criadores contendo perguntas sobre as
caracteristicas da propriedade, manejo e tipos das pastagens, raca, aptiddo, nimero de animais
na propriedade, anti-helminticos utilizados nos altimos anos e frequéncia de aplica¢do. Desta
forma, ap0s a avaliacdo da eficacia dos anti-helminticos de todas as propriedades
selecionadas, as informac6es obtidas possibilitardo uma investigacdo das possiveis causas e

praticas de prevencdo da resisténcia anti-helmintica em equinos.

2.2.6 Andlise Estatistica

O percentual da reducdo do numero de ovos por grama de fezes (R-OPG) para cada

grupo foi estimado comparando o OPG pre-tratamento com o pos-tratamento, utilizando-se as
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médias aritméticas das contagens de OPG antes e apds o tratamento, por meio do programa
‘Reso’ FECRT Analysis Program, version 2.0 (WURSTHORN & MARTIN, 1989).
A presenca de resisténcia anti-helmintica foi confirmada quando a porcentagem de R-

OPG foi menor que 95%, e quando o limite de confianca inferior (LCI) foi menor que 90%.

2.3 Resultados

Conforme o questionario aplicado nas propriedades avaliadas, a ivermectina foi o
principio ativo mais utilizado, pois 90% dos produtores utilizaram esse composto nos ultimos
cinco anos. A frequéncia de tratamentos variou entre duas vezes ao ano e uma vez a cada dois
anos, sendo que, a maioria 40% utilizou o esquema de desparasitacdo a cada trés meses.

A maioria das propriedades adota o sistema de pastejo continuo 70%, apenas 30% dos
criadores utilizam o sistema de pastejo rotacionado como estratégia de controle da verminose
(TABELA 1).

Considerando os valores de reducdo de ovos e limite de confianca inferior (LCI), os
resultados encontrados em oito das dez propriedades analisadas apontaram sinais claros de
resisténcia anti-helmintica ao fenbendazol, somente variando a frequéncia em funcdo da
propriedade. Somente na fazenda 2 o fenbendazol apresentou eficicia no teste R-OPG
(95,53), j& que na fazenda 3 apontou suspeita de resisténcia com reducdo de 96,25 %
(TABELAS 2), porém LCI= 87% (menor que 90%). Ja a ivermectina e a moxidectina foram
eficazes em todas as propriedades estudas (TABELA 3).

A reducéo dos valores de ovos por grama de fezes (R-OPG) inferior a 90% ocorreu em
9 fazendas apds o tratamento com fenbendazole, comprovando que a resisténcia aos
benzimidazois ja se encontra disseminada. Por outro lado, moxidectina propiciou 100% de R-
OPG em 9 propriedades, somente em uma delas a R-OPG deste grupo foi de 99,33%. A
ivermectina promoveu R-OPG de 100% em sete propriedades, em outras trés obteve 99, 81,
99,52% e 98%, respectivamente (TABELA 3).

A identificagéo das larvas infectantes obtidas das coproculturas possibilitou identificar
larvas L3 da Familia Strongylidae (estrogilos): grandes estrongilos (Subfamilia. Strongylinae,
denominacdo comum: estrongilineo) e pequenos estrongilos (Subfamilia Cyathostominae,
denominacdo comum: ciatostomineo), presentes antes e depois dos tratamentos com anti-
helminticos (TABELA 4).
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Apos a identificacdo das larvas de terceiro estadio (L3), pdde ser observado que 0s
ciatostomineos constituiam a maioria dos estrongilideos presentes, com 97,96% de média
entre as propriedades no dia do tratamento.

Na Tabela 3 podem ser observados os percentuais médios de larvas de estrongilideos
infectantes obtidos nas dez propriedades no dia do tratamento. Deste modo, os resultados
obtidos foram de: Ciatostomineos (97,83%), S. equinus (0,13%), T. serratus (0,77%), C.
acuticaudatum (0,30%), S. vulgaris (1,03%) T. axei (0,93%).

Os ciatostomineos foram encontrados em todas as propriedades estudadas, ja o T.
serratus foi o segundo mais prevalente, sendo encontrado em 9 das 10 propriedades
estudadas. Seguido pelo C. acuticaudatum (5/10), T. axel (4/10), S wulgaris (3/10) e S
equinos (1/10).

As propriedades 9 e 10, onde foram encontradas as maiores proporcdes de larvas de S.
vulgaris 4% e 5,66% respectivamente, demostraram uma correlacdo positiva com seus
intervalos de tratamento, efetuados somente a cada 2 anos. Nas duas propriedades onde o
fenbendazol obteve R-OPG acima de 95%, os dados de manejo demonstram que 0s animais
eram introduzidos ao plantel somente apds a quarentena, acdo que nao foi observada em
nenhuma outra propriedade. Estas fazendas também estavam inclusas dentre as trés que
realizavam a rotacdo de pastagem/piquete e entre as sete propriedades que criavam bovinos
em consorciacdo de pastagens com os equinos. Nenhuma das propriedades avalia a eficacia

dos tratamentos anti-helminticos

2.4 Discussao

Os resultados obtidos indicam que a resisténcia aos ciatostomineos envolvendo o
fenbendazol foi encontrada na maoria das propriedades estudadas. Era de se esperar que a
resisténcia aos benzimidazois (fenbendazol) fosse evidenciada, ja que esta classe de droga
esta disponivel no mercado ha muito mais tempo que as lactonas macrociclicas (ivermectina e
moxidectina). A resisténcia parasitaria de estrongilideos de equinos frente aos benzimidazois
ja foi observada em diversos paises (KAPLAN, 2002, 2004; KUZMINA e KHARCHENKO,
2008; LIND et al., 2007; TRAVERSA et al., 2007; TRAVERSA et al., 2009).

No Brasil, a resisténcia dos ciatostomineos aos benzimidazdis foi relatada por LUZ
PEREIRA et al. (1994) em trés propriedades em Londrina, Parana. MERCADANTE et al.
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(1997) notaram eficicia reduzida dos benzimidazois (menor que 50%) em Curitiba.
Posteriormente MOLENTO et al., (2008) e CANEVER et al., (2013) também diagnosticaram
a baixa eficacia dessa classe de drogas em outros estados, comprovando que a resisténcia aos
benzimidazois também est4 disseminada no Brasil. Contudo, os resultados encontrados nesse
estudo indicam que, em duas propriedades (2/10) o fenbendazol obteve reducdo de OPG
acima de 95%, e uma delas o fenbendazol foi considerado eficaz, apresentando reducao
OPG= 95,53% e LCI acima de 90%. As duas propriedades eram dirigidas pelo mesmo
administrador. Observando o inquérito realizado nestas propriedades, pode-se evidenciar que,
dentre todas outras propriedades avaliadas, estas foram as Unicas que utilizavam a estratégia
de quarentena com pré tratamento anti-helmintico, fato que pode ter colaborado para
preservacao da eficacia desse principio ativo.

A manutencdo da eficacia anti-helmintica dos benzimidazois passa a ter uma
importancia ainda maior quando analisamos o efeito de resisténcia cruzada. 1sso ocorre
quando uma populacdo de parasitas desenvolve resisténcia a uma droga pertencente a classe
dos benzimidazobis, essa mesma populacdo sera resistente para todas as moléculas dessa
classe, com possivel exce¢do do oxibendazol (HERD, 1995; LYONS et al.,1996).

Esse processo de resisténcia cruzadas dos benzimidazois diminui ainda mais a
disponibilidade de moléculas eficazes no tratamento anti-helmintico, tornando ainda mais
dificil o controle da verminose.

Outros resultados indicam que as lactonas macrociclicas (ivermectina e moxidectina)
ainda possuem alta eficacia em criagdes de equinos na regido oeste do estado de Sdo Paulo.
Esses compostos de uma Unica classe de drogas também séo eficazes contra ciatostomineos
em varios locais do mundo. Outros autores relataram a continuacdo da alta eficacia
(KAPLAN 2002, SLOCOMBE et al.,, 2008; BORGES 2010), porém, alguns estudos
mostraram ciatostomineos resistentes as lactonas macrociclicas (TRAWFORD et al., 2005;
TRAVERSA et al., 2009).

No Brasil, a resisténcia dos ciatostomineos as lactonas macrociclicas foi encontrada
por Molento et al., 2008, que avaliaram abamectina 2%, ivermectina 1,8 e 2%, moxidectina
2% e observaram eficacia de 84%, 5%, 65% e 16%, respectivamente. Apesar da resisténcia a
essa classe de drogas ter sido diagnosticada no Brasil, ainda existem poucos relatos de
resisténcia no mundo. Mas, Traversa et al. (2009), por meio de testes de reducdo na contagem

de OPG, suspeitaram do inicio de seu desenvolvimento.
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Antes da ado¢do do uso das lactonas macrociclicas para controle anti-helmintico, a
prevaléncia do S vulgaris era de 80% a 100% (SLOCOMBE, 1973). Essa prevaléncia
diminuiu de maneira drastica ao decorrer dos anos de utilizacdo de compostos anti-
helminticos (MADEIRA DE CARVALHO, 2006; CANEVER, 2013a), contribuindo para o
predominio e consequente resisténcia dos ciatostomineos. No presente estudo, 0s
ciatostomineos foram encontrados em todas as propriedades estudadas, j& o S. wulgaris,
considerados sensiveis as lactonas macrociclicas, estiveram presentes em apenas trés. Entre
elas, duas dessas propriedades utilizavam os maiores intervalos entre tratamentos, uma vez a
cada 2 anos. Esses resultados revelam que grandes intervalos na utilizagcdo dos tratamentos
anti-helminticos, podem favorecer o reaparecimento do S. vulgaris, considerado um parasito
de alto grau patogénico (AUSTIN, 1994; ANDERSEN et al., 2013a). Isso pode ter ocorrido
devido ao longo periodo pré-patente dessa espécie, 6 a 7 meses (DUCAN; LOVE, 1990;
RODADA, 1969; ANDERSEN et al., 2013a), tempo menor que o intervalo entre tratamentos
realizado nas propriedades. Esses resultados podem ser um importante alerta para utilizacéo
das novas propostas de tratamentos seletivos em animais com alta contagem de OPG
(NIELSEN, 2006), considerando que, 0s animais que estiverem se mantendo com baixa carga
parasitaria, sem tratamento anti-helmintico, podem estar sendo um reservatorio desse
parasitos de maior patogenicidade. A conservacdo da reflgia também pode contribuir para o
reaparecimento do S vulgaris.

Os resultados do inquérito apontam uma grande variabilidade entre as épocas
escolhidas pelos proprietarios para vermifugacdo dos seus cavalos. No entanto, nas
propriedades onde foi encontrada a criagdo em consorcio com bovinos de corte, existia uma
tendéncia de administracao de anti-helminticos junto a vacinagdo dos bovinos (Maio- Outono/
Novembro - Primavera). Apenas 30% das propriedades promoviam o tratamento anti-
helmintico no inverno, periodo de estiagem, favoravel para a infec¢do por larvas infectantes,
no qual o valor do OPG médio possivelmente € mais elevado (COUTO et al. 2009).

Apesar dos proprietarios utilizarem uma frequéncia de vermifugacdo considerada
baixa, algumas praticas de manejo que podem favorecer o desenvolvimento de resisténcias
foram identificadas na avaliacdo dos questionérios: 1) em nove propridades, a vermifugacao
dos animais era realizada em conjunto para todos equinos, independentemente do OPG; 2) em
duas fazendas foram utilizados compostos farmacéuticos comercializadas somente para

ruminantes; 3) Somente trés (3/10) realizavam as rotacOes de pastagens, e quando eram
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executadas, ndo eram realizadas com critério, préatica que poderia selecionar populacGes
vermes resistentes; 4) o tratamento anti-helmintico, de um modo geral, ndo tinha fundamento
estratégico, sendo realizado na maioria das vezes em meses onde a aplicacdo néo
corresponderia necessariamente as épocas de maior eliminacdo de ovos nas fezes; 5) em
nenhuma propriedade foi observado o monitoramento da eliminagdo de ovos nas fezes e de
eficacia dos tratamentos anti-helminticos.

A resisténcia anti-helmintica pode resultar em prejuizos significativos na
equinocultura. Os proprietarios, ainda utilizam um produto comercial sem avaliar a sua
eficacia. Para que sejam evitadas perdas é imprescindivel que a eficicia dos anti-helminticos
seja avaliada por exames coproparasitologicos periddicos. Esses devem ser selecionados de
acordo com a sua eficacia em relacdo aos grandes e pequenos estrongilideos, e potencial de
acao em larvas encistadas. A avaliacdo do poder larvicida ira reduzir as futuras populagdes de
ciatostomineos adultos, diminuir a contaminacdo ambiental, proporcionar um melhor satde
intestinal, melhorar a imunidade do hospedeiro, evitar o desenvolvimento da resisténcia anti-

helmintica e reduzir os gasto com tramentos anti-helminticos. (REINEMEYER, 1998)

2.5 Conclusédo

Foi possivel detectar a presenca da resisténcia anti-helmintica ao fenbendazol e ainda a
alta eficacia da ivermectina e moxidectina em rebanhos de equinos na regido oeste de estado
de S&o Paulo. A identificacdo das larvas L3 revelou a prevaléncia dos ciatostomineos entre 0s
estrogilideos encontrados na regido, com um maior aparecimento do S wulgaris nas
propriedades com maiores intervalos entre tratamentos. Os resultados dos inqueritos
demonstram uma necessidade de mudancas no manejo de tratamento anti-helmintico das
propriedades, podendo ser introduzidas medidas de controle seletivo, tratando somente o0s

animais com OPG elevado.
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TABELA 3. Percentual de redugéo de ovos por grama de fezes (R-OPG) e limite de
confianca inferior (LCI) de fenbendazol, ivermectina e moxidectina contra helmintos
de equinos em propriedades da regido oeste do estado de sdo paulo.

Prop. Fenbendazol Moxidectina Ivermectina

R-OPG (%) LCI R-OPG (%) LClI  R-OPG (%) LCI
1 79,59 46 100 100 100 100
2 95,53 92 100 100 99,81 99
3 96,25 87 99,33 94 100 100
4 27,23 -96 100 100 99,52 96
5 19,06 -58 100 100 100 100
6 60,34 20 100 100 100 100
7 53,08 -16 100 100 100 100
8 42,21 1 100 100 100 100
9 68 31 100 100 100 100
10 67,00 38 100 100 98 92

Variagdo 19,06-96,25 99,33-100 98-100

Prop= Propriedade
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CAPITULO 3 - CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos indicam que a resisténcia ao fenbendazol é grave
em equinos na regido oeste do estado de S&o Paulo, envolvendo
especialmente os ciatostomineos, que além de resistentes demostram uma alta
prevaléncia sob a fauna helmintica da regido. O conhecimento prévio desse
deste fato é de extrema importancia para os criadores, que muitas vezes,
buscam um produto comercial ao qual os parasitas de seu rebanho ainda nao
apresentam resisténcia, nesse caso, momentaneamente, a ivermectina e a
moxidectina. Dessa forma, o conhecimento gerado pelo estudo podera indicar
uma estratégia mais sustentavel, diminuindo os prejuizos causados pelas
infeccBes parasitarias, proporcionando maior desempenho, salude e bem-estar
aos animais. No entanto, recomenda-se que periodicamente seja realizado um
exame parasitologico de fezes (OPG), este indicard se a base utilizada esta
sendo eficiente e se ha um nivel alto de infeccéo, facilitando na elaboracédo de

uma estratégia profilatica.



APENDICE

58



Figura 1: Sele¢éo dos animais por categorias
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Figura 2: Pesagem dos animais com fita toracica
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Figura 3: Coleta de amostras fecais dos equinos
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Figura 4: Aplicagcdo dos anti-helminticos
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Figura 5: Pesagem das amostras
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Figura 6: Larvas de terceiro estadio (L3) da espécie Strongylus

vulgaris (») e da subfamilia Cyathostominae (™).
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Figura 7: Identificagéo de larvas de terceiro estadio através do aparelho de

microscopia eletronica.




