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Parasitismo gastrointestinal em asininos da Racga de Miranda. Epidemiologia e controlo
seletivo da infecdo por estrongilideos.

RESUMO

Em Portugal os equideos apresentam um parasitismo caracterizado por cargas parasitérias e
biodiversidade helmintica elevadas, fatores potencialmente muito patogénicos para 0s seus
hospedeiros. Considerando o reduzido efetivo de asininos existente no nosso pais e a escassa
informacdo disponivel sobre o seu parasitismo, foi considerado este estudo epidemioldgico
com o objetivo geral de contribuir para o estudo e protecdo do gado asinino em Portugal, e em
particular da Raca Asinina de Miranda no Planalto Mirandés. Assim, com este trabalho
pretendeu-se observar o estatuto parasitoldgico desta populacdo de asininos de forma a
contribuir para um melhor conhecimento do parasitismo gastrointestinal envolvido, em
particular os estrongilideos, e da adoc¢éo de medidas terapéuticas adequadas.

Considerando a realizacao de técnicas parasitarias adequadas para o estudo epidemiologico do
parasitismo gastrointestinal em equideos, este trabalho pretendeu observar o nivel de infecdo e
biodiversidade parasitaria no hospedeiro assim como observar a contaminacdo ambiental.
Durante cinco anos procedeu-se a monitorizacdo de uma populacdo de 62 asininos sujeitos ao
controlo seletivo, no solar da Raca Asinina de Miranda.

O estudo observou uma diminuicdo da taxa de prevaléncia média anual de infecdo por
estrongilideos gastrointestinais, de 35,1% para 23,0%, evidenciando uma distribuicdo do tipo
binominal negativa dos estrongilideos parasitas de asininos sujeitos ao controlo anti-
helmintico seletivo. A taxa de prevaléncia de infecdo foi superior nas fémeas (39,5%), em
animais com idade inferior a quatro anos (46,7%) e com menor condicdo corporal (40,8%).
Ocorreu maior excrecdo de ovos nos jovens (901,6 OPG) e nas fémeas (779,9 OPG) assim
como maior média da frequéncia de novas infecdes nas fémeas (6,9). Durante o estudo,
observou-se um namero médio de desparasitacbes maior mas fémeas (3,3) do que em machos
(2,7) e intervalos médios entre desparasitagdes de 16,2 meses (fémeas) e de 22,4 meses
(machos).

Este estudo evidenciou o papel dos lameiros e da influéncia climéatica na epidemiologia da
estrongilidose asinina no Planalto Mirandés e permitiu observar a curva anual de excre¢édo de
ovos de estrongilideos parasitas de asininos desta regido transmontana, verificando-se um
aumento progressivo de dezembro até junho, més que se atinge um pico maximo na
eliminacdo de ovos, decrescendo depois progressivamente até dezembro.

Foi observada uma baixa biodiversidade de parasitas gastrointestinais, sendo Cyathostomum
sensu lato o género mais prevalente com ocorréncia dos morfotipos A (35,0 a 85,7%) e D
(15,6 a 30,8%), C (15,7 a 15,2%), G (11,02 12,1%) e B (8,7 a2 9,1%), E (2,22 1,5%), F (2,2 a
1,6%) e H (0,8%). Strongylus wvulgaris (2,0%) foi o estrongilineo mais observado.
Trichostrongylus axei (0,8%) e Parascaris sp. (0,8%) foram outros dos nematodes observados.
Em stmula, verificou-se uma elevada prevaléncia de parasitismo por estrongilideos que foi
diminuindo progressivamente ao longo do estudo assim como a biodiversidade, sendo 0s
ciatostomineos os mais prevalentes. O controlo anti-helmintico seletivo permite utilizar os
recursos disponiveis com maior racionalidade, revelando-se uma estratégia com eficacia no
controlo dos estrongilideos e outros parasitas gastrointestinais de asininos.

Palavras-chave:
Asininos da Raca de Miranda, controlo seletivo, Strongylidae, Cyathostominae, Portugal
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Gastrointestinal parasitism in Miranda donkeys. Epidemiology and selective control of
strongyles infection.

ABSTRACT

In Portugal equine parasitism is characterized by high parasitic burdens and high helminthic
biodiversity, both factors potentially high pathogenic for their hosts. Considering the reduced
donkey numbers in our country, and the scarce information available regarding their
parasitism, we considered this epidemiologic study with the general goal of contributing to
the study and protection of donkey population in Portugal, particularly the Miranda donkey
breed in the Miranda do Douro highland. Hence, the current work intends to assess the
parasitological status of this donkey population in order to contribute to a better knowledge of
the involved gastrointestinal parasitology, particularly strongyles, and to evaluate the adoption
of adequate therapeutic measures.

Considering the use of adequate parasitological techniques for the epidemiologic study of
gastrointestinal parasitism in equines, this work sought to observe the prevalence, levels of
infection and the host parasitic biodiversity, as well as the environmental contamination.
During a period of five years a population of 62 donkeys were selectively dewormed and
regularly monitored in the home region of Miranda Donkey breed.

The study observed a reduction of the average annual prevalence rate of infection by
gastrointestinal strongyles from 35,1% to 23,0%, showing a negative binomial distribution of
parasitic strongyles in asinines subjected to selective anthelminthic control. The prevalence
rate of infection was higher in females (39,5%), in animals with less than 4 years of age
(46,7%) and in those physically less fit (40,8%). There was a higher egg shedding in younger
animals (901,6 eggs per gram, EPG) and in females (779,9 EPG), as well as a higher average
rate of new infection in females (6,9). During the study there was a higher average number of
dewormings in females (3,3) than in males (2,7) and an average interval between dewormings
of 16,2 months (females) and 22,4 months (males).

This study revealed the role of sloughs and of the climatic influence in the epidemiology of
donkey strongylidosis in the Miranda do Douro highland and allowed perceiving the annual
epidemiological curve of donkey strongyle egg shedding in this region, with a progressive
increase from December to July, when a maximum peak of egg elimination is attained, which
then decreases progressively until December.

A low biodiversity of gastrointestinal parasites was observed, with Cyathostomum sensu lato
being the most prevalent genus, showing occurrence of the morphotypes A (35,0-85,7%) and
D (15,6-30,8%), C (15,7-15,2%), G (11,0-12,1%) and B (8,7-9,1%), E (2,2-1,5%), F (2,2-
1,6%) and H (0,8%). Strongylus vulgaris (2,0%) was the most commonly observed
strongyles. Trichostrongylus axei (0,8%) and Parascaris sp. (0,8%) where other two
nematodes also observed.

In summary, there was a high prevalence of parasitism by strongyles that progressively
diminished throughout the study, as well as their biodiversity, with cyathostomins being the
most prevalent. Targeted selective treatment allows a more rational use of available resources
in anthelminthic control, revealing efficacy in the control of donkey strongyle and other
gastrointestinal parasites.

Keywords:
Miranda donkeys, targeted selective treatment, Strongylidae, Cyathostominae, Portugal
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I. INTRODUCAO

A populacdo de asininos sofreu uma regressdo acentuada nas Gltimas quatro décadas. No
entanto, atualmente tem-se observado um crescimento global da populacdo mundial de
asininos. Segundo dados da FAOSTAT (2015), em 2013 a populacdo mundial de asininos
aumentou para cerca de 43,5 milhdes, encontrando-se 98,7% desta populacdo, nos paises em
desenvolvimento de Africa (44,5%), Asia (38,7%), América (15,5%) e apenas 1,2% na
Europa.

No continente europeu 0 numero de asininos declinou cerca de 78% entre 1970 e 2013. Em
Varios paises europeus as racgas asininas autéctones correm o risco de extin¢do devido ao
reduzido nimero de exemplares existentes (Kugler et al., 2008; Blakeway, 2014). Segundo
Arsenos & Papadopoulos (2006) e Kugler et al. (2008), a maioria da populacdo de asininos na
Europa encontra-se em paises mediterranicos como Portugal, Espanha, Franca, Italia e Grécia.
Em Portugal ocorreu uma reducgéo acentuada do numero de asininos, tendo desaparecido cerca
de 60% dos animais durante a década 1999 a 2009 (FAO, 2010), no entanto, observou-se um
aumento de 5000 animais entre 2010 e 2013 (FAOSTAT, 2015). Barbosa (2003) refere que
este decréscimo encontra-se relacionado com mecanizacao da agricultura, assim como com 0
abandono do mundo rural e da agricultura de subsisténcia, com o0 consequente
desaparecimento de valores culturais e tradicionais no nosso pais.

Atualmente os burros adquirem uma renovada utilidade e importancia associada as profundas
alteracdes sociais, culturais e econdmicas, ocorridas no mundo rural. O interesse pelo gado
asinino em novas funcgdes relacionadas com atividades de lazer e ecoturismo, assim como
com atividades ludico-terapéuticas, de manutencdo da biodiversidade e de utilizacdo como
animal de companhia, tem vindo a aumentar no nosso pais (Bacelar, 2006; AEPGA, 2015a).
Em resultado da importancia dos efetivos asininos em Tras-os-Montes, foram realizadas
algumas ac¢des direcionadas para o estudo e preservacdo do gado asinino da regido (Barbosa,
2003). Com o proposito de desenvolver um projeto multidisciplinar e sustentavel,
preservando o valioso patrimonio genético do Burro de Miranda mas também a sua heranca
historica e cultural, foi criada, em Maio de 2001, a Associacdo para o Estudo e Protecdo do
Gado Asinino (AEPGA). Desde entdo esta associacdo tem promovido novas funcionalidades
do burro na sociedade atual, procurando estimular o interesse publico para a problematica da
sua extingdo (AEPGA, 2015c).

Apesar da sua resisténcia e robustez, os asininos sdo animais vulneraveis as parasitoses

(Hosseini et al., 2009; Chitra et al., 2011), sendo o parasitismo por helmintes a principal
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causa de morbilidade e mortalidade destes animais (Swann, 2006; Chitra et al., 2011; Waqgas
et al., 2015). Yilma et al. (1991), Bucknell et al. (1996), Lyons et al. (2000) e Ayele et al.
(2006), referem a ocorréncia de infe¢cGes mistas, com mais de 20 espécies diferentes de
estrongilideos num mesmo hospedeiro, considerando que as estrongilidoses, causadas pelos
estrongilineos e ciatostomineos, sdo as que mais debilitam o estado geral dos asininos.
Contudo e surpreendentemente, os estudos sobre doengas parasitarias em asininos tém sido
negligenciados e, consequentemente, ndo existem muitas publicacGes detalhadas sobre a
biodiversidade parasitaria assim como a sua prevaléncia, incidéncia e efeitos na salde dos
asininos, pelo que o conhecimento atual continua a ser muito reduzido (Wagas et al., 2014;
2015).

Embora ainda seja reduzida a informacgdo sobre a biodiversidade, prevaléncia de infecéo e
modo de transmissdo de parasitas gastrointestinais em asininos, diversos autores consideram
importante conhecer a biodiversidade parasitaria dos asininos, assim como a sua distribuicdo
na populacdo hospedeira, para que se possa adotar medidas terapéuticas adequadas (Medica et
al., 2001; Morriss et al., 2004).

Segundo Javed et al. (2014), a negligéncia das medidas de maneio adequadas e a auséncia de
programas de controlo parasitario eficazes, aumentam a importncia das parasitoses em
asininos. Wagas et al. (2015) referem que o parasitismo interno associado ao trabalho
forcado, stresse e méa nutricdo pode prejudicar gravemente a salde, causando a morte dos
asininos.

O tratamento das infecBes parasitarias € particularmente importante em asininos por ter um
efeito benéfico na sua capacidade de trabalho e atividade reprodutora (Curran et al., 2005;
Krecek & Waller, 2006; Swann, 2006; Krecek, 2014a).

Os estrongilideos parasitas de asininos sdo frequentes em regides do mundo com
caracteristicas geograficas e climaticas muito diversas. Surpreendentemente, os autores
referem prevaléncias de infecdo consistentemente elevadas e biodiversidade semelhante,
observando-se as mesmas espécies dominantes independentemente da ampla diferenca de
climas, continentes e regides do globo (Asefa et al., 2011; Nielsen, 2012; Wagas et al., 2015).
Em Portugal os equideos apresentam um parasitismo caracterizado por cargas parasitarias e
biodiversidade elevadas e potencialmente muito patogénico (Madeira de Carvalho, 2006). O
autor refere que embora os anti-helminticos tenham sofrido um grande desenvolvimento nos
altimos 20 anos, ndo eliminaram o0s parasitas, particularmente os gastrointestinais. O
conhecimento da populacao parasitaria envolvida, assim como a conjugacdo da administracdo
de anti-helminticos com medidas de maneio, higiene e sanidade basicas, constituem a chave

para um controlo integrado das parasitoses em equideos.
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Considerando o estatuto parasitologico dos animais da Raca Asinina de Miranda, observado
no solar da raca até 2008, em que a populacdo foi sujeita ao tradicional controlo anti-
helmintico estratégico, foi delineada uma nova abordagem de controlo parasitario seletivo
para esta populacéo.

Assim, com este trabalho pretende-se observar o estatuto parasitolégico dos animais da raca
Asinina de Miranda sujeitos ao controlo parasitologico seletivo. Com ele pretende-se
contribuir para um melhor conhecimento do parasitismo gastrointestinal envolvido, em
particular por estrongilideos, e das consequéncias da adocdo de diferentes medidas
terapéuticas antiparasitarias, concorrendo para o estudo e protecdo do gado asinino, em
particular da Raca de Miranda, a Unica raca asinina autdctone registada e reconhecida em

Portugal.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. ORIGEM, DISTRIBUICAO E IMPORTANCIA DOS ASININOS

Os equideos terdo surgido ha cerca de 60 milhdes de anos, durante o Eoceno inferior, no
continente americano, onde hoje é o México. Durante o Plistoceno, o primeiro representante
dos equideos, Hyracotherium, ter-se-a dispersado e adaptado a varios ambientes originando
varias formas evolutivas até ao género Equus (Groves & Ryder, 2000; MacFadden, 2013).

Ao longo de 55 milhdes de anos surgiram adaptacdes evolutivas, condicionadas pelas
alteracBes climaticas e geograficas, melhor adequadas a vida em espacos abertos, como
estepes e pradarias, desenvolvendo formas evolutivas cada vez mais semelhantes aos equideos
atuais. Os equideos foram aumentando de estatura, diminuindo o nimero de dedos e
fortalecendo as mandibulas e molares, de modo a se adaptarem melhor as grandes planicies de
erva seca (Groves & Ryder, 2000; Famoso & Davis, 2014).

O género Equus tera desaparecido do continente americano ha cerca de um milh&o de anos,
provavelmente devido a ultima era glaciar. No entanto, sobreviveram os seus descendentes
europeus, asiaticos e africanos (Groves, 1995; Groves & Ryder, 2000).

Os atuais equideos sdo mamiferos herbivoros ungulados da ordem Perissodactyla e subordem
Hippomorpha. Estes apresentam casco com um s6 dedo funcional e incluem a familia
Equidae com o género Equus que abrange os cavalos (Equus caballus e Equus przewalskii),
os burros (Equus asinus e Equus hemionus) e as zebras (Equus grevyi, Equus quagga e Equus
zebra) (Vila et al., 2006; Hugler et al., 2008; MacFadden, 2013; Vilstrup et al., 2013).

1.1. Origem dos asininos domésticos

Sabe-se que os asininos emergiram do tronco comum dos equideos, mas desconhece-se 0
momento exato em que se terdo separado das outras espécies do género Equus. Alguns
autores consideram que a separagdo tera ocorrido durante a era terciaria, no Plioceno
Superior, ha cerca de dois milhdes de anos, outros defendem que se terd iniciado na era
quaternaria, no Plistoceno, ha aproximadamente um milhdo de anos (Davézé & Raveneau,
1994; Eisenmann, 1995 Kimura et al., 2011).

A domesticagdo do gado asinino ter-se-4 iniciado no final da Idade do Bronze, ha cerca de

6000 a 6500 anos, no nordeste de Africa, a partir do burro selvagem africano (Equus
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africanus) (Beja-Pereira et al., 2004; FAO, 2007).

Beja-Pereira et al. (2004) e Kimura et al. (2011) demonstram, por estudos de DNA
mitocondrial, que o asinino doméstico atual (Equus asinus) tem duas linhagens genéticas
derivadas de duas subespécies africanas, o burro selvagem da Nuabia (Equus africanus
africanus) e o burro selvagem da Somalia (Equus africanus somaliensis).

Segundo uma das teorias aceites sobre a filogenia dos asininos domésticos, estes terdo
divergido em dois grandes grupos, troncos ou tipos primarios. As racas do tronco ou tipo
africano, Equus asinus africanus, originarias da bacia do rio Nilo no Egipto, difundiram-se
por todo o mundo pela sua aptiddo ao trabalho. As ragas do tipo europeu, Equus asinus
europeus, originarias da Europa Mediterranica, permaneceram confinadas nesta area
geogréafica apresentando uma forte aptiddo mulateira (Denel, 2001; Aranguren-Mendez et al.,
2001, 2002).

A domesticacdo dos asininos podera ter sido uma resposta a desertificacdo do Sahara, iniciada
ha& cerca de 7000 a 5000 anos. As populacdes desta regido foram obrigadas a deslocacfes
frequentes, e cada vez maiores, em busca de fontes de dgua e de pasto para 0s seus animais
(Beja-Pereira et al., 2004; FAO, 2007). Os asininos terdo sido 0s primeiros animais
domesticados utilizados no transporte (Orhan et al., 2012), o que tera permitido migracdes de
longo curso, em direcdo ao Crescente Feértil e Eurasia (Hugler et al., 2008; Kimura et al.,
2011).

1.2. Distribuicdo geogréfica da populagdo de asininos

1.2.1. No mundo

Apobs a sua domesticagdo, ocorrida entre 6000 a 6500 anos, o burro domestico migrou do
nordeste de Africa, em direcdo ao Crescente Fértil e Eurasia. Ha 4000 anos, ja era utilizado
como animal doméstico na Europa, como documentam as pinturas rupestres encontradas nos
Alpes e Peninsula Ibérica. Ha cerca de 1000 anos foi introduzido na India, arquipélago
malaio, China e Mongdlia. E durante o século XVI foi introduzido na América do Sul pelos
portugueses e espanhdis (Kimura et al., 2011).

Ao longo da histéria a importancia dos asininos, e consequentemente a sua densidade e
distribuicdo geogréfica, tem oscilado por razdes culturais, sociais e econémicas dos povos que
os utilizaram como animais domésticos, frequentemente na agricultura e transporte (Hugler et

al., 2008; Kimura et al., 2011; Yilmaz & Wilson, 2013).
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Nas Ultimas décadas tem-se registado um crescimento global da populacdo mundial de
asininos. Em 1970 a populagdo mundial foi estimada em 39 milhGes de asininos, sendo que
94,0% da populacio se encontrava em paises em vias de desenvolvimento da Asia (45,4%),
Africa (28,9%) e América (19,7%) e apenas 6,0% se encontrava em paises industrializados da
Europa. Em 2013 a populacdo mundial aumentou para cerca de 43,5 milhGes de asininos,
encontrando-se 98,7% desta populacdo, nos paises em desenvolvimento de Africa (44,5%),
Asia (38,7%), América (15,5%) e apenas 1,2% na Europa (FAOSTAT, 2015).

Na Europa, o nimero de asininos declinou cerca de 78,0% entre 1970 e 2013 com a reducéo
de 2,3 milhGes para apenas 535774 animais. Durante este periodo, observou-se um declinio de
74,7% da populacéo de asininos nos paises que atualmente compdem a Unido Europeia, onde
0 numero de asininos registados passou de 1689678 em 1970 para apenas 427782 em 2013
(FAOSTAT, 2015).

Como consequéncia da reducdo do ndmero de asininos na Europa, Varias racas asininas
autoctones, correm o0 risco de extingdo em varios paises europeus (Kugler et al., 2008;
Blakeway, 2014). De entre as razGes para o0 decréscimo a nivel europeu salienta-se a
mecanizacgao da agricultura, o abandono do mundo rural e da agricultura de subsisténcia com
0 consequente desaparecimento de valores culturais e tradicionais (Pearson et al., 2003;
Yilmaz & Wilson, 2013; Blakeway, 2014).

Segundo Arsenos & Papadopoulos (2006) e Kugler et al. (2008), a maioria da populacdo de
asininos na Europa encontra-se em paises mediterranicos como Portugal, Espanha, Franca e

Grécia.

1.2.2. Em Portugal

Durante os altimos anos, o ndmero de asininos tem vindo a diminuir de tal forma que,
frequentemente, se ouve falar no seu desaparecimento ou extin¢gdo no nosso pais. De acordo
com 0s recenseamentos dos ultimos 140 anos, ocorreu um aumento significativo do namero
de asininos em Portugal continental até ao ano de 1934, quando se atingiu um valor de 268
mil animais (Barbosa, 2003). Desde entdo tem-se observado uma diminuig¢do continuada do
nimero de asininos, registando-se um decréscimo de 36,7% do efetivo entre 1972 e 2010,
com reducdo de 181675 para 115000 animais (FAOSTAT, 2015).

Segundo o ultimo recenseamento agricola nacional, entre 1999 e 2009, em Portugal ocorreu
uma quebra acentuada do numero de asininos e muares, tendo desaparecido cerca de 60,0%

dos animais nesta década (FAO, 2010). No entanto, entre 2010 e 2013 observou-se um
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crescimento de 0,004% do namero de asininos em Portugal, correspondendo a um aumento de
5000 animais entre 2010 e 2013 (FAOSTAT, 2015).

Uma das razbes mais apontadas para o declinio do efetivo asinino é a mecanizacdo da
agricultura, que se verificou a partir da década de 1960, e que reduziu a importancia dos
animais de trabalho (Barbosa, 2003).

Ao longo do século XX, o efetivo asinino ndo teve a mesma importancia relativa em todos os
distritos do pais (Figura 1). Verifica-se, em comparagdo com 0s recenseamentos anteriores,
que o gado asinino foi perdendo importancia relativa nas diferentes regides do pais,

aumentando na regido interior de Tras-os-Montes (Barbosa, 2003; FAO, 2010).

Figura 1 - Distribuicdo geografica dos distritos com mais asininos em cada recenseamento
desde 1930 até 2009 (Adaptado de Barbosa, 2003 e FAO, 2010).

> 15000 >15000 > 8000 >4000 >1000 >1000

Na regido de Tras-0s-Montes

De acordo com a evolucdo demografica do gado asinino em Portugal, também em Trés-o0s-
Montes se verificou um decréscimo do nimero de asininos a partir de 1960. Durante a década
de 1990, entre 1989 e 1999, observou-se uma acentuada reducao do efetivo asinino em Tras-
os-Montes, diminuindo 48,0% no distrito de Braganca e 37,0% em Vila Real (Barbosa, 2003).
De acordo com o ultimo recenseamento agricola, em 2009 a importancia de asininos e muares
em Tras-os-Montes é notdria, representando 73,0% do efetivo equideo nesta regido. Os
distritos de Braganca e Vila Real apresentam o maior efetivo asinino da regido, observando-
se, no concelho de Chaves, que uma em cada cinco explorac@es tem efetivo asinino (FAO,
2010).

Na regido de Tras-0s-Montes o decréscimo do nimero de asininos esté associado ao abandono
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do mundo rural e da agricultura de subsisténcia assim como ao envelhecimento da populacédo
humana. Segundo o0s autores, este decréscimo também esta associado ao envelhecimento do
efetivo asinino, assim como a relativa indisponibilidade de machos inteiros, pelo seu nimero
reduzido, e pelas dificuldades no transporte dos animais até aos locais/postos de cobrigdo
(Barbosa, 2003; Bacelar, 2006).

No entanto, é possivel que o aumento do numero de asininos em Tras-0s-Montes, observado
nestes Ultimos anos, esteja associado as novas funcionalidades destes animais na regido, como
0 ecoturismo, atividades ludico-terapéuticas e de lazer, assim como a sua utilizagdo como
animal de companhia (AEPGA, 2015a).

1.3. Importancia do gado asinino

1.3.1. No mundo

Desde a sua domesticacao, 0s asininos sempre assumiram um papel importante na economia
das familias pobres, estando desde sempre associados a forca de trabalho na agricultura
(Kuger et al., 2008; Bogale et al., 2012; Orhan et al., 2012), em particular em zonas aridas
com topografia irregular (Hosseni et al., 2009; Burn et al., 2010).
Em todo o mundo, os asininos também sdo utilizados no comércio de carne, leite e pele
(Dobranic et al., 2008; Polidori & Vincenzetti, 2012, 2013), assim como reprodutores para a
producdo mulateira, para guarda e acompanhamento de rebanhos, em atividades de recreio e
lazer, e como animais de estimacdo (Metz, 1995; French, 1999; FAO/WEP, 2015). Kuzmina
& Kuzmin (2008) e Yilmaz & Wilson (2013), referem ainda a sua utilizacdo no exército, em
circos e escolas de equitacdo, assim como o facto de serem mantidos em reservas naturais e
jardins zooldgicos.
Atualmente os asininos sdo os animais de tracdo mais utilizados em todo o mundo, sendo o
pilar de desenvolvimento da agricultura, transportes, comércio e economia dos paises em vias
de desenvolvimento (Hassan et al., 2013; FAO, 2014; Gobesso, 2014; Upjohn et al., 2014;
FAO/WFP, 2015; Zewdie et al., 2015).
Estima-se que cerca de 50,0% da energia necessaria para a producdo agricola, em todo o
mundo, € originaria de animais sendo o gado asinino a principal fonte (Morriss et al., 2004;
Swann, 2006). Os asininos tém um importante papel socioecondmico nos paises em
desenvolvimento (Tesfaye & Curran, 2005; Van Dijk, 2011; FAO, 2014; Valette, 2014;
Zewdie et al., 2015), sendo a salde e bem-estar destes animais, frequentemente, a Unica
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riqueza familiar da populacdo dos paises pobres de Africa e Asia (Pritchard et al., 2005;
Swann, 2006; Kuger et al., 2008; Valette, 2014; Fitsum & Ahmed, 2015). No entanto, 0s
asininos séo frequentemente negligenciados pela sociedade civil em geral, pela existéncia de
mitos e tabus culturais, assim como pela classe politica que os exclui de estratégias e
programas de desenvolvimento relevantes. A falta de reconhecimento da importancia
socioecondmica dos asininos dificulta a sua inclusdo em sistemas de satde animal adequados,
como campanhas de vacinacdo e de desparasitacdo (Hassan et al., 2013; FAO, 2014; Rahman
& Reed, 2014; Valette, 2014; Upjohn et al., 2014; Fitsum & Ahmed, 2015). Com cuidados
veterinarios insuficientes, 0s asininos encontram-se expostos a numerosos agentes de doencas
que afetam negativamente a esperanca de vida e diminuem a sua capacidade de trabalho
(FAO, 2014; Rahman & Reed, 2014; Regan et al., 2014; Stringer, 2014; Valette, 2014;
Fitsum & Ahmed, 2015; Zewdie et al., 2015).

Considerando o estado atual dos asininos em todo o mundo, e particularmente nos paises
economicamente  menos  desenvolvidos, varias organizacbes ndo-governamentais
internacionais e intergovernamentais tém colaborado de forma a envolver a sociedade civil e
politica locais, no sentido de melhorar a saude e bem-estar destes animais, capacitando o
desenvolvimento local (Jones, 2008; Van Dijk et al., 2011; Hassan et al., 2013; Blakeway,
2014; FAO, 2014; Magistrini, 2014; Rahman & Reed, 2014; Upjohn et al., 2014; FAO/WEP,
2015; Fitsum & Ahmed, 2015; Upjohn et al., 2015).

Nos paises industrializados, assistiu-se a uma perda gradual da funcionalidade dos asininos
(FAO, 2007, 2015).

Por toda a Europa, mas em particular no Caucaso, 0s asininos continuam a desempenhar um
papel importante na agricultura assim como no transporte de bens e pessoas (Kuzmina et al.,
2006; WHW, 2015c). No entanto, pela diminui¢do da utilizacdo do gado asinino, na Europa
Ocidental assiste-se a um esforco de preservacdo das ragas autoctones encontrando-se novas
funcionalidades relacionadas com atividades ecoldgicas de manutencdo da biodiversidade,
assim com atividades de lazer, turismo, ludicas e terapéuticas, valorizando a economia local e
0 bem-estar animal (Rose et al., 2011; WHW, 2015a,c). Na Europa Comunitaria, a
importancia do gado asinino é evidenciada pela existéncia de legislacdo e regulamentacédo
protetoras, resultante da colaboragdo ativa entre instituicbes académicas e organizacGes

governamentais e ndo-governamentais de varios paises (WHW, 2015b).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stringer%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25441116

1.3.2. Em Portugal

Em Portugal o gado asinino tem associado a si um vasto patrimoénio de importancia social,
cultural, econémica e ecoldgica (Barbosa, 2003). A paisagem rural do Douro esta associada
aos asininos, sendo estes muito utilizados no aproveitamento agricola de locais estreitos onde
ndo era possivel a introducao de bovinos ou da mecanizacdo (Samdes, 2000).

No passado, em Portugal, algumas profissdes estavam diretamente relacionadas com o0s
asininos, como por exemplo o carpinteiro que fabricava o jugo, o arado, o carro e a grade; o
moleiro que trabalhava na moagem; o almocreve que conduzia bestas de carga; o carvoeiro
que fazia ou vendia carvdo. Atualmente, no nosso Pais, ainda existem profissdes ligadas ao
gado asinino, tais como a de teceldo de alforges e ferrador de cascos (Samdes, 2000).

O artesanato esta desde ha muito tempo ligado ao gado asinino. Os cestos esterqueiros e as
cangalhas, as albardas, os alforges e as mantas de retalhos sdo pecas Unicas de artesanato
nacional (Samdes, 2000).

Em Portugal, o leite de burra foi muito utilizado pelas populagdes rurais como alimento e por
ser considerado um bom cicatrizante também era utilizado em pomada nas feridas e doengas
de pele (Samdes, 2000). Nos nossos dias, € um produto explorado pela inddstria alimentar e
cosmética (Denel, 2001; Bacelar, 2006).

Em Tras-os-Montes

O gado asinino desempenhou, e continua a desempenhar, um papel fundamental na fragil
economia das populacdes rurais das regides transmontanas desfavorecidas (AEPGA, 2015a).
Segundo Barbosa (2003), atualmente, a importancia social e econémica dos asininos em Tras-
0s-Montes apresenta uma relevancia que vai para além dos trabalhos/fungdes tradicionais,
estando intimamente associada ao envelhecimento da populacéo rural.

O gado asinino sempre teve uma presenca importante nas atividades do meio rural na regido
de Tras-os-Montes (Meirinho, 2000; Barbosa, 2003). Com especial aptiddo para a lavoura
tradicional de minifundio, sdo utilizados nas principais atividades agropecuarias realizadas ao
longo do ano (Bacelar, 2006).

Atualmente, os asininos sdo essencialmente utilizados como animais de tracdo, sela e carga a
dorso, dando resposta eficaz as necessidades de transporte, das pessoas e do alimento para o
gado (AEPGA, 2015a).

Sobrevivendo & mecanizacao agricola, ao éxodo e envelhecimento da populagdo rural gragas a

sua rusticidade, polivaléncia e docilidade, o gado asinino ndo sd conseguiu assegurar as
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tarefas que anteriormente desempenhava, como adquiriu novas fungbes e demonstra
potencialidades para fungdes futuras. Com as profundas alteragcdes sociais, culturais e
econdmicas, ocorridas no mundo rural, os burros adquirem, hoje, renovada utilidade e
importancia. O interesse pelo gado asinino em novas funcdes relacionadas com atividades de
lazer e ecoturismo, assim como com atividades ludico-terapéuticas, de manutencdo da
biodiversidade e de utilizacdo como animal de companhia, tem vindo a aumentar no nosso
pais (Bacelar, 2006; AEPGA, 2015a).

A utilizagdo do burro como recurso ecoturistico é uma atividade recente no nosso pais, onde
existe procura de ambientes naturais e rurais preservados com maior contacto com eventos
culturais e costumes das populacdes locais. A presenca do gado asinino nas paisagens rurais,
surge como um complemento da imagem da regido de Tras-os-Montes contribuindo para a
recuperacdo do seu efetivo e para potenciar um modelo socioeconémico que respeite e
preserve 0s valores culturais e naturais da regido do nordeste trasmontano. As atividades
ludico-terapéuticas assistidas por animais de temperamento ddcil, paciente, atento, curioso,
inteligente e fisicamente robusto e estavel sdo relevantes pela sua importancia terapéutica,
ética e social (AEPGA, 2015a).

A aptiddo que os asininos tém para o pastoreio, fundamental para a preservacdo da
biodiversidade floristica dos lameiros, que se degradam caso ndo sejam pastoreados, previne o
avanco de matos descaracterizados da paisagem rural e facilitadores da propagacéo de fogos
(AEPGA, 2015a,c).

Em resultado da importancia do efetivo asinino em Tras-os-Montes e do decréscimo do seu
numero, verificado nas Gltimas décadas, foram realizadas algumas acdes direcionadas para o
estudo e preservacao do gado asinino da regido (Barbosa, 2003).

Em 1999, o Parque Natural do Douro Internacional promoveu o estudo da caracterizagao
fenotipica dos asininos presentes na regido, identificando-se um tipo local de asinino
conhecido regionalmente como Burro de Miranda. Os dados obtidos permitiram
individualizar um reduzido efetivo de animais, de caracteristicas biométricas idénticas, e
justificaram a criacdo de uma raca autoctone (Samdes, 2000). A Raca Asinina de Miranda é a
Unica raca autoctone portuguesa de asininos e segundo a International Union for the
Conservation of Nature (IUCN) encontra-se em perigo de extingdo, por ser uma raga
doméstica com menos de 1000 individuos (IUCN, 2002).

Com o proposito de desenvolver um projeto multidisciplinar e sustentavel, preservando o
valioso patriménio genético do Burro de Miranda mas também a sua heranca historica e
cultural, foi criada, em Maio de 2001, a Associacdo para o Estudo e Protecdo do Gado

Asinino (AEPGA). Desde entdo esta associagcdo tem promovido novas funcionalidades do
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burro na sociedade atual, procurando estimular o interesse publico para a problematica da sua
extingdo (AEPGA, 2015c¢).

Em Junho de 2002 foi homologado o Regulamento de Registo Zootécnico da Raca Asinina de
Miranda (AEPGA, 2015c).

A homologacdo desta raca autoctone e a existéncia da AEPGA, permitem a realizacdo de
diversas atividades tais como a inscricdo de animais no Registo Zootécnico e a captacdo de
ajudas financeiras para as atividades de preservacgdo e protecdo desta raca autoctone (Barbosa,
2003).

De acordo com AEPGA (2015a), em termos quantitativos, com base em dados de 2012,
estimou-se a existéncia de um maximo de 850 fémeas reprodutoras e de cerca de 40 machos
inteiros disponiveis, jovens e adultos, distribuidos por todo o pais. Contudo o numero de
animais com capacidade reprodutiva é inferior pelo facto de muitas fémeas apresentarem
problemas reprodutivos, principalmente pela idade avancada, e pela indisponibilidade de

machos inteiros adultos.

2. PARASITISMO GASTROINTESTINAL POR HELMINTES EM ASININOS

Apesar da sua resisténcia e robustez, os asininos sao animais vulneraveis e expostos a muitas
parasitoses (Hosseini et al., 2009; Chitra et al., 2011), sendo o parasitismo por helmintes a
principal causa de morbilidade e mortalidade destes animais (Swann, 2006; Chitra et al.,
2011; Wagas et al., 2015). Contudo e surpreendentemente, os estudos de investigacdo sobre
doencas parasitarias em asininos tém sido negligenciados e, consequentemente, ndo existem
muitas publicacbes detalhadas sobre a biodiversidade parasitaria assim como a sua
prevaléncia, incidéncia e efeitos na saude dos asininos, pelo que o conhecimento atual
continua a ser muito reduzido (Wagqas et al., 2014; 2015).

Segundo Krecek (2014a), o primeiro estudo detalhado sobre parasitas de equideos foi
publicado em 1923 por Gertrud Theiler, onde incluiu 48 burros, cavalos e zebras.

Embora ainda seja reduzida a informacgdo sobre a biodiversidade, prevaléncia de infecdo e
modo de transmissdo de parasitas gastrointestinais em asininos, 0s autores consideram
importante conhecer a biodiversidade parasitaria dos asininos, assim como a sua distribuicdo
na populacdo hospedeira, para que se possa adotar medidas terapéuticas adequadas (Medica et
al., 2001; Morriss et al., 2004).

Varios autores, em diferentes regies do mundo, observam prevaléncias elevadas de

parasitismo gastrointestinal por helmintes em asininos. Sendo referidos valores de 93,8 a
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100% de prevaléncia na Etiopia (Asefa et al., 2011; Ibrahim et al., 2011; Mezgebu et al.,
2013; Tsegaye & Chala, 2015), na Turquia (Uslu & Guclu, 2007) e no Iraque (Wannas et al.,
2012), de 79,1 a 82,9% na india (Shrikhande et al., 2009; Chitra et al., 2011), de 77% no
Brasil (Filho et al., 2013), de 56,7 a 70,1% a no Sudé&o (Seri et al., 2004; Angara et al., 2011)
e de 55,7% no Paquistdo (Wagas et al., 2014).

Os asininos sdo hospedeiros de mais de 100 espécies diferentes de helmintes parasitas
gastrointestinais (Trawford & Mulugeta, 2008; Krecek, 2013, 2014a), incluindo platelmintes
(Quadro 1) e nematelmintes das superfamilias Strongyloidea Baird, 1853, Rhabditoidea
Orley, 1880, Ascaridoidea Baird, 1853, Trichostrongyloidea Durette-Desset, 1985,
Oxyuroidea (Quadro 2) e Spiruroidea Railliet & Henry, 1915 como os géneros Habronema
Diesing 1861 e Draschia Chitwood & Wehr 1934 (Bowman et al., 2014; WORMS, 2014).

No entanto o grupo de parasitas internos com maior relevancia na saiude e bem-estar dos
asininos é a classe Nematoda Rudolphi, 1808 que inclui cerca de 70 espécies patogénicas
(Krecek, 2013, 2014a), das quais 64 sdo estrongilideos (Lichtenfels et al., 2008).

Quadro 1 - Platelmintes parasitas intestinais de asininos (Trawford & Mulugeta, 2008;
Krecek, 2013, 2014a; WORMS, 2014; EUNIS, 2015).

Filo Platyhelminthes Gegenbaur, 1859
Classe Subclasse  Ordem Familia Género
Trematoda Digenea Paramphistomatidae  Gastrodiscus Cobbold, 1876
Rudolphi, 1808 Carus, 1863 Fischoeder, 1901

Pseudodiscus Cobbold, 1875
Cestoda Cyclophyllidea Anoplocephalidae Anoplocephala Blanchard, 1848
van Beneden, 1849 van Beneden, 1900 Cholodkovsky, 1902

Paranoplocephala Lihe, 1910
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Quadro 2 - Alguns nematodes parasitas gastrointestinais de asininos (Trawford & Mulugeta,
2008; Lichtenfels et al., 2008; Krecek, 2013, 2014a; WORMS, 2014; EUNIS, 2015).

Filo Nemathelminthes Schneider, 1873

Classe Nematoda Rudolphi, 1808

Ordem Familia Subfamilia Género

Strongylida Strongylidae Strongylinae

Molin, 1861 Baird, 1853 Railliet, 1885 Bidentostomum Tshoijo, 1957

Craterostomum Boulenger, 1920
Oesophagodontus Railliet & Henry, 1902
Strongylus Muller, 1780
Triodontophorus Loss, 1902

Cyathostominae
Nicoll, 1927 Caballonema Abuladze, 1937

Coronocyclus Hartwich, 1986
Cyathostomum Molin, 1861
Cylicocyclus Ihle, 1922
Cylicodontophorus Ihle, 1922
Cylicostephanus lhle, 1922
Cylindropharynx Leiper, 1911
Gyalocephalus Looss, 1902
Hsiungia K’ung & Yang, 1964
Parapoteriostomum Hartwich, 1986
Petrovinema Ershov, 1943
Poteriostomum Quiel, 1919
Skrjabinodentus Tshoijo, in Popova, 1958
Tridentoinfundibulum Tshoijo, in Popova, 1958
Trichostrongylidae  Trichostrongylinae

Leiper, 1912 Leiper, 1908 Trichostrongylus Looss, 1905
Rhabditida Strongyloidoidea
Chitwood, 1933  Chitwood & Mclntosh, 1934 Strongyloides Ihle, 1917
Ascaridida Ascarididae Ascaridinae
Baird, 1853 Baird, 1853 Baird, 1853 Parascaris Yorke & Maplestone, 1926
Oxyurida Oxyuridae
Cobbold, 1864  Cobbold, 1864 Oxyurinae Oxyuris Rudolphi, 1803

Probstmayiinae Probstmayria Ransom, 1917

3. SISTEMATICA E TAXONOMIA DOS ESTRONGILIDEOS

Os estrongilideos constituem um grupo numeroso e diversificado de parasitas (Lichtenfels et
al., 2008). De acordo com Cernea et al. (2008) e Lichtenfels et al. (2008), os estrongilideos
agrupam-se no Filo Nemathelminthes Schneider, 1873, Classe Nematoda Rudolphi, 1808,
Subclasse Secernentea Dougherty, 1958, Ordem Strongylida Molin, 1861, Superfamilia

Strongyloidea Weinland, 1958, Familia Strongylidae Baird, 1853, Subfamilia Strongylinae
14



Railliet, 1885 e Subfamilia Cyathostominae Nicoll, 1927.

De acordo com Madeira de Carvalho (2001) a classificacdo frequentemente utilizada em
trabalhos de sisteméatica e epidemiologia de estrongilideos de equideos baseia-se em
caracteristicas morfoldgicas, em particular da extremidade cefalica ou anterior.

Segundo Cernea et al. (2008), os nematodes da Familia Strongylidae Baird, 1853, que
apresentem capsula bucal sub-globular ou em forma de funil pertencem a Subfamilia
Strongylinae Railliet, 1885 e sdo designados por estrongilineos ou grandes estrongilideos. Os
nematodes com capsula bucal cilindrica ou em forma de anel pertencem a Subfamilia
Cyathostominae Nicoll, 1927 e sdo conhecidos como ciatostomineos ou pequenos
estrongilideos.

A sistematica e a taxonomia dos estrongilideos dos equideos tém sido, contudo, temas
controversos (Cernea et al., 2008). Madeira de Carvalho (2001) Lichtenfels et al. (2002) e
Chapman et al. (2003) observam que a subfamilia Strongylinae tem mantido as designacdes
originais e um reduzido numero de espécies, enquanto a subfamilia Cyathostominae é
frequentemente referenciada com varias designacdes e posi¢Oes taxondmicas.

Na tentativa de explicar a atual instabilidade da posi¢do taxonémica das numerosas espécies
da subfamilia Cyathostominae, Troncy (1980) cit. in Madeira de Carvalho (2001) e Traversa
et al. (2007a) referem a possibilidade de, os ciatostomineos, estarem em “explosdo evolutiva”
com formacéo de novas espécies por mecanismos de hibridacéo interespecifica.

Os sistemas de classificacdo baseados nas caracteristicas morfoldgicas, associados as técnicas
de biologia molecular assim como aos estudos filogenéticos dos estrongilideos dos equideos,
tém permitido progressos significativos na compreensdo da sistematica deste complexo grupo
de nematodes (Gasser, 2001; Hodgkinson, 2006; Traversa et al., 2007b).

Hung et al. (2001) referem que o sistema de classificacdo de Lichtenfels et al. (1998) é o mais
completo e atualizado. Madeira de Carvalho (2001) considera que este sistema de
classificagdo deve ser adotado na identificagdo dos estrongilideos dos equideos. Segundo uma
revisao cuidadosa dos varios sistemas de classificacdo, Madeira de Carvalho (2001) e a mais
recente atualizacdo da chave de classificacdo de estrongilideos de Cernea et al. (2008) e
Lichtenfels et al. (2008), atualmente s&o reconhecidos cinco géneros de estrongilineos e 14

géneros de ciatostomineos e 64 espécies (Quadro 3).
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Quadro 3 - Géneros e espécies da familia Strongylidae parasitas de equideos (Adaptado de
Madeira de Carvalho, 2001; Cernea et al., 2008; Lichtenfels et al., 2008).

Subfamilia Strongylinae

Strongylus Muller, 1780 Triodontophorus Loss, 1902
Strongylus asini Triodontophorus brevicaudata
Strongylus edentatus Triodontophorus burchelli
Strongylus equinus Triodontophorus hartmannae
Strongylus vulgaris Triodontophorus minor
Triodontophorus nipponicus
Bidentostomum Tshoijo, 1957 Triodontophorus tennicollis
Bidentostomum ivashkini Triodontophorus serratus
Oesophagodontus Railliet & Henry, 1902 Craterostomum Boulenger, 1920
Oesophagodontus robustus Craterostomum acuticaudatum

Craterostomum tenuicauda

Subfamilia Cyathostominae

Coronocyclus Hartwich, 1986 Cyathostomum Molin, 1861
Coronocyclus agittatus Cyathostomum alveatum
Coronocyclus coronatus Cyathostomum catinatum
Coronocyclus labiatus Cyathostomum montgomeryi
Coronocyclus labratus Cyathostomum pateratum
Coronocyclus ulambajari Cyathostomum tetracanthum
Cylicocyclus Ihle, 1922 Cylicostephanus lhle, 1922
Cylicocyclus adersi Cylicostephanus asymetricus
Cylicocyclus ashworthi Cylicostephanus bidentatus
Cylicocyclus asini Cylicostephanus calicatus
Cylicocyclus auriculatus Cylicostephanus goldi
Cylicocyclus brevicapsulatus Cylicostephanus hybridus
Cylicocyclus elongatus Cylicostephanus longibursatus
Cylicocyclus gyalocephalodes Cylicostephanus minutus
Cylicocyclus insigne

Cylicocyclus leptostomum Parapoteriostomum Hartwich, 1986
Cylicocyclus nassatus Parapoteriostomum euproctus
Cylicocyclus radiatus Parapoteriostomum mettami
Cylicocyclus triramosus Parapoteriostomum mongolica
Cylicocyclus ultrajectinus Parapoteriostomum schuermanni
Cylindropharynx Leiper, 1911 Skrjabinodentus Tshoijo, in Popova, 1958
Cylindropharynx brevicauda Skrjabinodentus caragandicus
Cylindropharynx intermedia Skrjabinodentus longiconus
Cylindropharynx longicauda Skrjabinodentus tshoijoi
Cylicodontophorus Ihle, 1922 Petrovinema Ershov, 1943
Cylicodontophorus bicoronatus Petrovinema poculatum
Cylicodontophorus reineckei Petrovinema skrjabini
Caballonema Abuladze, 1937 Poteriostomum Quiel, 1919
Caballonema longicapsulatum Poteriostomum imparidentatum

Poteriostomum ratzii
Gyalocephalus Looss, 1902
Gyalocephalus capitatus Hsiungia K’ung & Yang, 1964
Hsiungia pekingensis
Tridentoinfundibulum Tshoijo, in Popova, 1958
Tridentoinfundibulum gobi
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4. BIOLOGIA E PATOGENIA DA INFECAO POR ESTRONGILIDEOS

4.1. Aspectos bioldgicos

Os estrongilideos sdo nematodes parasitas do cego e colon dos equideos, os quais se infetam
por ingestdo da forma larvar infetante juntamente com o alimento ou agua, durante o pastoreio
(Eysker et al., 2007; Bowman, 2009; Bowman et al., 2014).

Os parasitas adultos vivem fixados a mucosa do cego e célon dos equideos (Anjos &
Rodrigues, 2003; Bowman et al., 2014) sendo o seu padrdo de sobrevivéncia caracterizado
pelo parasitismo em grupo com infe¢des mistas e numerosas espécies num mesmo hospedeiro
(Bucknell et al., 1996; Anjos & Rodrigues, 2006), de forma a estabelecer uma comunidade
parasitéaria estavel dominada por interacGes positivas (Warnick, 1992; Matthews, 1998). Esta
aparente auséncia de competicdo entre as varias espécies de parasitas (Warnick, 1992) pode
explicar o elevado numero de formas adultas coexistentes num mesmo hospedeiro (Lyons et
al., 2000; Anjos & Rodrigues, 2006). Um unico hospedeiro pode apresentar infeces com
elevado numero de formas adultas e larvares, que podem atingir entre um a trés milhdes de
espécimes por hospedeiro (Lyons et al., 2000).

A densidade de hospedeiros apresenta uma correlacdo positiva com o nimero de parasitas,
observando-se maior infecdo parasitaria em equideos de populagbes com maior
encabegamento (Arneberg et al., 1998).

Este grupo de parasitas apresenta uma distribuicdo do tipo binominal negativa nos
hospedeiros, em que cerca de 20% dos hospedeiros concentram cerca de 80% dos parasitas,
sendo estes 0s animais com maior poder contaminante da pastagem (Warnick, 1992).

Os estrongilideos dos equideos apresentam ciclos bioldgicos diretos ou monoxenos com duas
fases de desenvolvimento distintas. Uma fase de desenvolvimento exdgeno que corresponde a
estadios de vida livre e uma fase de desenvolvimento enddgeno correspondendo a estadios de

vida parasitaria (Bowman, 2009; Bowman et al., 2014).

4.1.1. Ciclo biolégico

Desenvolvimento exdgeno
O desenvolvimento exdgeno corresponde a uma fase pré-parasitaria comum a todos 0s
estrongilideos parasitas de equideos (Bowman et al., 2014). Esta fase inicia-se com a

eliminacdo de ovos para o exterior juntamente com as fezes do hospedeiro e caracteriza-se
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pelo desenvolvimento larvar de vida livre, até a forma infetante, a larva L3 ou terceiro estadio
de desenvolvimento larvar. Termina com a infecdo do hospedeiro por ingestdo de formas
infetantes juntamente com a pastagem (Madeira de Carvalho, 2006; Eysker et al., 2007,
Bowman et al., 2014).

As fémeas oviparas, dos nematodes das subfamilias Strongylinae e Cyathostominae,
depositam ovos ndo embrionados, nas primeiras fases de desenvolvimento embrionario
(Bowman, 2009; Bowman et al., 2014), geralmente em estadio de mérula (Romero, 1988).

A eliminacdo dos ovos dos estrongilideos para o exterior com as fezes do hospedeiro ocorre
de forma continua, ao longo do dia, com pequenas varia¢Ges de nimero (Bennett, 1999).

O ovo, com forma eliptica regular, apresenta parede fina constituida por uma membrana
externa quitinosa e uma membrana vitelina interna. Normalmente existe uma cavidade fluida
entre a parede do ovo e a morula interior. De morfologia muito semelhante entre todos 0s
estrongilideos ndo é possivel distinguir os diferentes ovos das varias espécies, géneros ou
subfamilias (Bowman et al., 2014).

O desenvolvimento embrionario é imediato e rapido embora dependa de alguns fatores
ambientais como a temperatura, humidade e o teor em oxigénio (Romero, 1988). Segundo
Soulsby (1986), estes fatores abidticos, em particular a temperatura e a humidade,
condicionam o desenvolvimento do primeiro estadio larvar, a L1, assim como a sua ecloséo.
Soulsby (1986) considera que a temperatura O0tima de desenvolvimento da L1 é de 26°C,
temperatura que permite o seu desenvolvimento em apenas 24 horas. Quando séo observadas
as condi¢des Otimas de temperatura e humidade a eclosdo da L1 ocorre em poucos minutos
(Bowman et al., 2014). No entanto a L1 pode desenvolver-se entre os limites minimo e
maximo, respetivamente de 3 e 40°C. Mfitilodze & Hutchinson (1987) referem que as
temperaturas proximas dos 4°C induzem um desenvolvimento embrionério nulo, sendo muito
lento aos 6 ou 7°C. A estas temperaturas a maioria das larvas interrompe 0 seu
desenvolvimento na fase de pré-eclosdo (Mfitilodze & Hutchinson, 1987; Bowman et al.,
2014), podendo sobreviver durante varias semanas a temperaturas baixas (Bowman et al.,
2014). Van Kolk & Kroeze, 2013, refere que ovos embrionados conservados a -10°C podem
originar larvas viaveis ao fim de dez meses. As L1 eclodem quando a temperatura € superior a
8 ou 9°C (Ogbourne & Duncan, 1985; Bowman et al., 2014). Os ovos que ndo iniciaram o seu
desenvolvimento embrionario ndo sobrevivem a temperaturas inferiores a 0°C (Bowman et
al., 2014). Segundo Lucker (1941 cit. in Madeira de Carvalho, 2001), os ovos ndo
embrionados morrem em 47 a 56 dias, quando submetidos a temperaturas de -10 a -6°C de

forma continua.
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Soulsby (1986) considera que a desidratacdo € letal para 0s ovos que ndo iniciaram o seu
desenvolvimento embrionério, no entanto os ovos ja embrionados podem permanecer viaveis
durante varias semanas, num estado de vida latente.

A L1 caracteriza-se por apresentar um esofago rabditiforme, sendo a larva do tipo rabditéide.
Alimenta-se principalmente de bactérias e protozoarios fecais, cresce e entra num estado de
letargia que a prepara para uma primeira muda, formando-se o segundo estadio de
desenvolvimento larvar, a L2. Esta larva do tipo rabditdide alimenta-se de forma semelhante a
L1, cresce rapidamente e torna-se maior do que o estadio de desenvolvimento anterior. Ao
atingir o seu comprimento maximo entra novamente num estado de letargia que a prepara
para uma segunda muda. Durante a segunda muda a cuticula da L2 desprende-se mas ndo se
separa, permanecendo como uma bainha que envolve a larva do terceiro estadio de
desenvolvimento, a L3. Esta larva embainhada é a Unica que pode infetar o hospedeiro, sendo
designada por essa razao larva infetante (Romero, 1988; Bowman et al., 2014).

Quando observadas as condicdes Otimas de temperatura e humidade o periodo de
desenvolvimento do ovo até a larva infetante pode variar entre os cinco e os sete dias (Blood
et al., 1989; Bowman et al., 2014).

A larva infetante do tipo estrongildide, possui uma bainha envolvente, que confere protecéo
contra as condi¢cBes ambientais adversas, mas nao a deixa alimentar-se a partir do exterior,
nutrindo-se através de granulos de reserva alimentar de glicogénio armazenados nas células
intestinais (Romero, 1988; Bowman et al., 2014). Medica & Sukhdeo (1997) observaram que
as reservas de acidos gordos especificos, nas L3 de Strongylus vulgaris, sdo essenciais tanto
para 0 seu movimento no meio ambiente como para a penetracdo da parede intestinal do
hospedeiro. Segundo Soulsby (1986), a L3 morre se ndo infetar um hospedeiro antes de se
esgotarem as suas reservas energéticas.

O comportamento migratério das larvas infetantes, desde a massa fecal até a vegetacdo
circundante, permite aumentar a probabilidade de encontrar um hospedeiro e desta forma
iniciar a fase parasitaria do ciclo bioldgico (Ogbourne & Duncan, 1985; Bowman et al.,
2014). Esta atividade larvar resulta de tropismos, ou seja, respostas de sinal diverso a varios
estimulos externos como a luz, a humidade, a temperatura e a proximidade do solo,
respetivamente, fototropismo, higrotropismo, termotropismo e geotropismo (Bowman, 2009;
Bowman et al., 2014).

E necessario que haja humidade para que as larvas possam realizar as migragdes, visto que
ndo se deslocam sobre superficies secas. Uma pelicula de agua €é suficiente para se
movimentarem, ou seja, apresentam higrotropismo positivo. A L3 & movel e apresenta

simultaneamente um geotropismo negativo e um fototropismo positivo a luz suave. Desta
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forma as L3 sobem a vegetacdo quando a luz é suave, sobretudo durante a alvorada e ao
anoitecer ou durante todo o dia se o tempo estiver coberto com nuvens, expondo-se ao
hospedeiro. As L3 reagem ao aumento da temperatura sendo as migracOes larvares mais
ativas em tempo quente do que em tempo frio, ou seja, ttm um termotropismo positivo
(Bowman et al., 2014).

Segundo Madeira de Carvalho et al. (2005), a maior parte das larvas infetantes (95,0%)
desloca-se cerca de 15 centimetros a partir da massa fecal e apenas 5,0% migram até 30
centimetros de distancia da massa. Hutchinson et al. (1989) referem que 89,0% das larvas
infetantes sobe a vegetacédo até cerca de dez centimetros acima do nivel do solo.

A temperatura e humidade, assim como o teor em oxigénio e luz solar direta sdo fatores
abioticos que condicionam o desenvolvimento larvar exdgeno dos estrongilideos parasitas de
equideos (Romero, 1988; Bowman et al., 2014).

Os limites de temperatura que permitem o desenvolvimento de um maior nimero de larvas
infetantes sdo os 20 e 33°C, com valores 6timos entre 25 a 28°C (Bowman et al., 2014).
Segundo Madeira de Carvalho (2001), sabe-se que quanto mais alta for a temperatura mais
rapido é o desenvolvimento larvar até ao estadio infetante e que a baixas temperaturas ocorre
um atraso no desenvolvimento larvar. Rupasinghe & Ogbourne (1978 cit. in Madeira de
Carvalho, 2001), referem que a mortalidade larvar é muito elevada quando o seu
desenvolvimento ocorre nos limites minimos e maximos de temperatura viavel.

A desidratacdo do meio ambiente consiste num dos principais fatores letais para as larvas de
vida livre, as quais ndo sobrevivem mais do que alguns dias em ambientes secos (Bowman et
al., 2014). English (1979 cit. in Madeira de Carvalho, 2001) refere que os estadios larvares
pré-infetantes, como a L1 e L2, podem sobreviver longos periodos em fezes secas. Alguns
autores tém observado periodos de sobrevivéncia a secura de 15 meses para L3 do género
Strongylus (Hassan & Ka-Oud, 1983) e de 19 meses para larvas de ciatostomineos (Rios-
Centeno et al., 1997). O teor minimo de humidade relativa necessario para o desenvolvimento
de formas infetantes de estrongilideos na massa fecal é de 14,0%, abaixo do qual ocorre uma
elevada mortalidade (Mfitilodze & Hutchinson, 1987). Nas pastagens, o microclima criado
pela superficie do solo ndo é tdo seco como o ambiente geral, pelo que as larvas podem
sobreviver durante mais tempo. Algumas larvas penetram no solo onde sobrevivem mais
facilmente do que na superficie. Em solos soltos e arenosos as larvas movimentam-se
facilmente, penetrando mais profundamente do que em solos compactos e argilosos
(Mfitilodze & Hutchinson, 1988; Bowman et al., 2014).

As L3 podem viver submersas em &gua durante varios meses, dependendo da temperatura e

da presenca de organismos prejudiciais (Bowman et al., 2014).
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Tendo em conta todos estes fatores, o tempo de vida de uma larva na pastagem é afetado
favoravelmente pela humidade relativa elevada, pela luz de fraca intensidade e pela
temperatura relativamente baixa. As L3 ndo se alimentam e contém reservas alimentares
limitadas, estando o seu tempo de vida dependente da sua atividade e consequente desgaste
das reservas energéticas. As condi¢cBes que favorecem a migracdo como temperaturas
elevadas, flutuacGes frequentes de intensidade da luz e solos de textura grosseira, conduzem a
um rapido esgotamento energético e & morte das larvas. As L3 vivem cerca de trés meses em
climas quentes e secos, embora possam viver mais de um ano em climas frios e humidos
(Bowman et al., 2014).

Os fatores bidticos como a cobertura vegetal do solo, predadores e organismos coprofagos
como gastrépodes, anelideos, acaros e fungos sdo determinantes para o desenvolvimento e

sobrevivéncia exdgenos dos estadios de vida livre destes parasitas (Sievers et al., 1995).

Desenvolvimento enddgeno

Durante o pastoreio e quando bebe agua, o equideo infeta-se por ingestdo de larvas infetantes
L3 (Romero, 1988; Bowman et al., 2014). A fase de vida parasitaria inicia-se no intestino
delgado com o desembainhamento, que consiste na libertacdo da larva infetante da bainha do
segundo estado larvar (Bowman et al., 2014) e depende de estimulos fisicos e quimicos
especificos do intestino delgado (Ogbourne & Duncan, 1985). De acordo com Poynter (1954
cit. in Madeira de Carvalho, 2001), a flora microbiana de coliformes tem um importante papel
indutor no desembainhamento das L3 dos estrongilideos parasitas de equideos.

O desembainhamento ocorre em duas fases. Durante a primeira fase 0s compostos nédo
ionizados, do tampdo bicarbonato-diéxido de carbono, presentes no quilo intestinal do
hospedeiro, estimulam a producdo enzimatica, de lipases e de leucina aminopeptidase, por
parte da L3. Numa segunda fase estas enzimas atuam sobre um substrato localizado numa
area especifica do interior da bainha, num raio de 20 micrémetros junto a extremidade
anterior da larva, provocando a sua rutura em cerca de 90 minutos. Ap0s a separacdo da
extremidade anterior da bainha ou a formacdo de uma fissura longitudinal na zona esofégica,
a larva L3 pode sair livremente com o0s seus préprios movimentos (Ogbourne & Duncan,
1985; Bowman et al., 2014).

Segundo Soulsby (1986) e Romero (1988), os estrogilideos, parasitas dos equideos,
apresentam uma fase parasitaria do seu ciclo biolégico com diferentes desenvolvimentos
endogenos. De acordo com os autores, os estrongilideos podem apresentar um

desenvolvimento endégeno complexo com migragcBes em varios Orgdos do organismo
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hospedeiro, como por exemplo o género Strongylus, ou desenvolverem- se apenas na mucosa

e submucosa do intestino grosso, como 0s ciatostomineos.

4.1.2. Subfamilia Strongylinae, os grandes estrongilideos

No seu desenvolvimento enddgeno as formas larvares das espécies do género Strongylus
fazem migracOes complexas no organismo hospedeiro podendo causar lesfes graves
(Bowman et al., 2014). As larvas que migram para diferentes partes do corpo do hospedeiro,
originando localizacdes erréaticas, perdem-se para o ciclo biologico. Apenas as larvas que
completam a sua migracdo, alcancando o intestino grosso, conseguem formar adultos no
limen do cego e cdlon (Romero, 1988).

Os adultos sdo parasitas hematdfagos e histéfagos da mucosa do célon e cego dos equideos
(Van Kolk & Kroeze, 2013; Beveridge et al., 2014).

Strongylus vulgaris

O desenvolvimento enddgeno de Strongylus vulgaris s6 foi cabalmente esclarecido na década
de 1970 e para a sua descricdo sdo basilares os trabalhos de Ogbourne & Duncan (1985) e
Soulsby (1986).

As L3 infetantes sdo ingeridas com o alimento ou a dgua de bebida e perdem a bainha no
intestino delgado. Em dois dias as larvas infetantes perfuram a parede do intestino delgado,
cego e célon. Passados cerca de oito dias apds a infecdo mudam para L4 na submucosa. As L4
atravessam a intima das arteriolas da submucosa e migram contra a corrente sanguinea,
formando sulcos no endotélio da parede arterial, através das artérias intestinais célica e cecais,
até atingirem a artéria mesentérica cranial, para onde convergem todas as larvas. Durante esta
migracdo os sulcos formados séo cobertos por fibrina e posteriormente ddo origem a trombos,
responsaveis por acidentes trombo-embdlicos, principalmente a nivel gastrointestinal.

As L4 podem ser observadas na artéria mesentérica cranial, 14 dias ap0s a infecdo e ai podem
permanecer cerca de trés a quatro meses, associadas a trombos e a aneurismas. Por volta dos
45 dias de permanéncia na artéria mesentérica, as L4 iniciam a muda para L5, as quais
mantém a bainha da L4. A sua presenca estd associada a um aumento das lesGes arteriais e
consequente inflamacdo e engrossamento das paredes vasculares arteriais, com
desenvolvimento de aneurismas e trombose arterial. As L5 perdem a bainha das L4,
desenvolvendo-se em adultos imaturos, e iniciam uma migracdo descendente pelo limen do

sistema arterial intestinal até a fase serosa do cego e c6lon onde, no interior das arteriolas,
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formam nodulos e completam a muda final. Os jovens adultos imaturos roturam os nodulos
parasitarios e libertam-se para o limen do intestino grosso onde maturam, durante cerca de
seis a oito semanas, e iniciam a producdo de ovos aos seis a sete meses apds infecdo, sendo

este o periodo pré-patente.

Figura 2 - Representacdo esquematica do ciclo biolégico, com o desenvolvimento exdgeno e
enddgeno, de Strongylus vulgaris (Adaptado de http://cal.vet.upenn.edu/projects/merial/
Strongls/strong_8al.htm).

A - Desenvolvimento endégeno; B - L4 atravessam na intima das arteriolas da submucosa; C - L4 e
L5 na artéria mesentérica cranial; D - L5 formam nddulos e na serosa do cego e colon; 0 - Ovo; L1 -
Larva do primeiro estadio de desenvolvimento; L2 - Larva do segundo estadio de desenvolvimento;
L3 - Larva do terceiro estadio de desenvolvimento.

Strongylus equinus

Desenvolvimento endégeno de Strongylus equinus segundo McCraw & Slocombe (1985) e
Soulsby (1986).

A L3 desembainha e atravessa a mucosa e submucosa do ileo, cego e célon até a subserosa,
onde forma nddulos serosos. Cerca de 11 dias a 15 dias apds a infecdo desenvolve-se, no
nodulo, o quarto estadio larvar, a L4 migra atravées da cavidade peritoneal até atingir o figado,
onde permanece de seis a 17 semanas. Cerca de 15 semanas ap0s infegdo ocorre a muda para
L5, as que abandonam o figado pelos ligamentos hepaticos e através do pancreas voltam a
cavidade peritoneal. As larvas que ndo completaram a ultima muda no figado concluem-na no
pancreas. As L5 dirigem-se para o intestino grosso através do hiato de Winslow e ao
encontrarem o cego e célon perfuram a parede formando nddulos parasitarios, o que ocorre
cerca de trinta semanas apos a infecdo. Os adultos imaturos envolvidos pelos nodulos da

23



parede do célon deslocam-se até ao lumen intestinal onde maturam. Em cerca de dez meses é

possivel observar fémeas adultas com ovos férteis, sendo este o periodo pré-patente.

Strongylus edentatus

Desenvolvimento enddgeno de Strongylus edentatus segundo McCraw & Slocombe (1978) e
Soulsby (1986).

As L3 perfuram até a submucosa da parede do cego e célon ventral. Invadem vénulas e
iniciam a migracao venosa até ao figado, atraveés do sistema porta. Dois dias ap6s a infecao as
L3 atingem o figado onde formam nddulos e mudam para L4, cerca de 11 a 18 dias ap06s
infecdo. As L4 migram pelo parénquima hepatico durante cerca de 9 semanas e através dos
ligamentos hepaticos saem do figado. A partir das 17 semanas apés infecdo é frequente
observar L4 nos ligamentos hepéticos hépato-renal, falciforme, redondo e triangular direito
assim como no tecido conjuntivo subperitoneal parietal do flanco abdominal direito, onde
originam nodulos hemorragicos, na zona peri-renal e também subpleural. A muda para L5
ocorre cerca de 16 semanas apos infecdo a nivel dos flancos, gordura peri-renal, ligamento
hépato-renal e na base do cego, onde h& formacao de nddulos purulentos. As L5 migram via
subperitoneal, entre os cordGes do mesocolon, para o intestino grosso e as 36 semanas apds
infecdo as L5 atingem a zona de aderéncia entre a base do cego e a parede abdominal,
penetram na parede cecal e colica onde produzem nddulos hemorragicos. Os parasitas jovens
adultos atingem o lumen intestinal onde maturam ao longo de mais um més. A producdo de

ovos ocorre cerca de 11 meses apos ter ocorrido a infe¢do, o seu periodo pré-patente.

Géneros Triodontophorus, Oesophagodontus e Craterostomum

Os restantes géneros agrupados na subfamilia Strongylinae sdo parasitas intestinais de
equideos que ndo fazem migragdes complexas como o género Strongylus (Bowman et al.,
2014). Sdo exemplo os géneros Triodontophorus, Oesophagodontus e Craterostomum
(Lichtenfels et al., 2008).

O desenvolvimento enddgeno destes estrongilineos inicia-se com a ingestdo das formas
infetantes L3 que ap6s o desembainhamento perfura a mucosa do intestino grosso. A
migracdo dos estadios larvares ainda ndo é bem conhecida mas sabe-se que esté limitada a
parede do cego e colon (Van Kolk & Kroeze, 2013; Beveridge et al., 2014).

O género Triodontophorus esta relacionado com zonas de ulceragcdo hemorragica do intestino
grosso frequentemente rodeadas por parasitas adultos. As formas larvares provavelmente

desenvolvem-se nestas lesfes (Van Kolk & Kroeze, 2013; Bowman et al., 2014).
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Do ponto de vista bioldgico as espécies dos géneros Craterostomum e Oesophagodontus
assemelham-se com as do género Triodontophorus e o desenvolvimento endogeno destes
estrongilineos é considerado idéntico aos dos ciatostomineos (Beveridge et al., 2014;
Bowman et al., 2014).

4.1.3. Subfamilia Cyathostominae, os pequenos estrongilideos

As numerosas espécies de ciatostomineos caracterizam-se por apresentarem um
desenvolvimento endogeno simples, apenas com migrac@es na parede do cego e célon (Anjos
& Rodrigues, 2006; Beveridge et al., 2014; Bowman et al., 2014).

As L3 infetantes sdo ingeridas com a pastagem e apds se desembainharem perfuram a parede
do cego e célon maior, entre as criptas de Lieberkuhn, até a mucosa ou submucosa,
dependendo da espécie, onde enquistam. Durante o desenvolvimento de L3 para L4 as larvas
sdo envolvidas por fibroblastos os quais formam quistos fibrosos de paredes espessas. As L4
emergem da mucosa e no limen do intestino grosso originam as L5 que maturam até adultos
(Baudena, 2003; Beveridge et al., 2014).

Segundo Ogbourne (1978), os ciatostomineos que apresentam um desenvolvimento larvar no
interior da mucosa emitem a L4 para o lumen intestinal, como é exemplo o género
Cylicostephanus. Os que se desenvolvem na submucosa podem emitir o Ultimo estadio de
desenvolvimento larvar, a L5, como os géneros Cylicocyclus e Gyalocephalus.

Reinemeyer (1986) refere que a localizacdo do desenvolvimento larvar ocorre a montante da
localizacdo preferencial dos parasitas adultos. Segundo o autor, cerca de 57% das larvas
desenvolvem-se no cego, 41% no célon ventral e apenas 2% no c6lon dorsal. Apenas 1 a 10%
dos adultos se localizam no cego, 50 a 55% no colon ventral e cerca de 45% no co6lon dorsal.
O periodo pré-patente pode variar entre as seis e as 18 semanas e depende da idade e
imunidade dos hospedeiros. Este periodo pode ser mais alongado se ocorrer inibicdo do
desenvolvimento larvar ou hipobiose (Beveridge et al., 2014).

Segundo Lyons et al. (1994), esta fase de interrupcdo do desenvolvimento larvar permite
sincronizar o desenvolvimento do parasita com as altera¢cbes ambientais, de forma a assegurar
a sua sobrevivéncia quando as condi¢cdes ambientais forem desfavoraveis.

Os estimulos indutores da hipobiose sdo de caracter sazonal (Fernandez et al., 1999). Se as
condigdes ambientais desfavoraveis atuarem sobre os estadios larvares infetantes dos

ciatostomineos, estes iniciam a hipobiose apds infecdo do hospedeiro (Love et al., 1999). A
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maioria das L3 ingeridas por equideos, no fim do verdo e durante o outono, inicia um periodo
de dorméncia que pode durar até dois anos e meio (Eysker et al., 1990)

Segundo Jankovska et al. (2000), os estimulos que determinam a duracgdo e o fim do periodo
de hipobiose ainda ndo sdo bem conhecidos. No entanto Lyons et al. (1994), Love et al.
(1999) e Baudena (2003) referem que este mecanismo de sobrevivéncia dos ciatostomineos é
condicionado, ndo sé pelas condi¢cdes ambientais e imunidade do hospedeiro, como também
pelo grau de infecdo do hospedeiro. Uma elevada densidade de ciatostomineos adultos no
[imen do intestino grosso inibe, por mecanismos de retroacdo desconhecidos, a maturacéo das
larvas em hipobiose e consequentemente aumenta este periodo.

Segundo Lyons et al. (2000), a hipobiose € um mecanismo de quiescéncia complexo de trés
subpopulacdes de larvas enquistadas. A larva infetante perfura a parede do cego e colon
ventral, até a mucosa ou submucosa, onde se enquista. A larva inicial do terceiro estadio
(LI3), primeira subpopulacéo de larvas enquistadas, cresce e desenvolve-se em larva tardia do
terceiro estadio (LT3), que permanece em hipobiose até originar a larva do quarto estadio em
desenvolvimento (LD4), a ultima subpopulacdo de larvas enquistadas. A LD4 emerge para o
lumen intestinal e desenvolve-se até LT4, larva tardia do quarto estadio, que sofre a uma
ultima muda para L5 e matura até adulto.

Apos o periodo de hipobiose a irrupcdo das larvas para o lumen intestinal apresenta
caracteristicas sazonais ocorrendo sobretudo durante o inverno e inicio da primavera (Giles et
al., 1985; Reinemeyer et al., 1986). A formacdo de um elevado nimero de parasitas adultos,
no fim do inverno e inicio da primavera é responsavel pelos aumentos sazonais do nimero de
ovos de ciatostomineos eliminados nas fezes dos equideos durante esta época do ano
(Reinemeyer, 1986).
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Figura 3 - Representacdo esquematica do ciclo bioldgico dos Cyathostominae (Adaptado de
http://cal.vet.upenn.edu/projects/merial/Strongls/strong_9al.htm).

A - Eliminacdo dos ovos para o exterior juntamente com as fezes do hospedeiro; B - Infe¢do do
hospedeiro por ingestdo de L3 com a pastagem; C - Desembainhamento da L3; D - Trajeto das L3 até
ao cego e colon; E - Desenvolvimento larvar na parede do cego e colon e formagdo de individuos
adultos; 0 - Ovo; L1 - Larva do primeiro estadio de desenvolvimento; L2 - Larva do segundo estadio
de desenvolvimento; L3 - Larva do terceiro estadio de desenvolvimento.

4.2. Patologia e clinica

4.2.1. Infecdo por estrongilideos

Os equideos podem infetar-se desde o momento do nascimento, por ingestdo de formas
infetantes presentes no meio ambiente, no entanto apenas eliminam ovos pelas fezes a partir
das sete ou oito semanas de idade. Com o aumento da idade os equideos desenvolvem
resisténcia a infecdo, podendo apresentar infe¢bes intensas sem contudo apresentar
sintomatologia. Passam a constituir uma fonte de infecdo para os animais mais jovens
(Pietrement, 2004; Bowman et al., 2014).

As infegdes por estrongilideos sdo mistas sendo os sinais clinicos gerais o resultado da acdo
coletiva dos varios parasitas (Madeira de Carvalho, 2006; Bowman et al., 2014).

Romero (1988) refere que do ponto de vista clinico a infecdo por estrongilideos é
caracterizada por uma sindrome anémica, digestiva e circulatoria, dependendo da espécie
dominante e do seu grau de patogenicidade. Soulsby (1986) considera que o0 grau de doenca
também depende do nimero de parasitas envolvidos assim como do estado fisico e nutricional

do hospedeiro, podendo ocorrer a sua morte.
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Geralmente os sinais clinicos desenvolvem-se lentamente. As fezes tornam-se moles,
ocorrendo um processo diarreico, com diminuicdo do apetite e emagrecimento, 0s animais
cansam-se facilmente e o pélo torna-se aspero. Ocorre anemia, que pode ser grave, associada

a edema abdominal e dos membros (Bowman et al., 2014).

4.2.1.1. Subfamilia Strongylinae

Os parasitas adultos das varias espécies do género Strongylus sdo hematofagos e histéfagos e
fixam-se a mucosa do intestino grosso exercendo uma acao traumatica, irritativa e espoliadora
(Beveridge et al., 2014; Bowman et al., 2014). As lesdes causadas pelos parasitas adultos
consistem em pequenas Ulceras superficiais hemorragicas, que podem confluir e originar areas
ulceradas mais extensas. O elevado nimero de Ulceras, superior ao nimero de parasitas
adultos, sugere uma alteracdo periddica dos seus pontos de fixacdo (Bowman et al., 2014). A
acao antigenica e inflamatoria promove um aumento da vasodilatagcdo capilar da mucosa com
infiltracdo de células inflamatorias e com libertacdo de mediadores da dor e da estimulagdo
nervosa, o que aumenta a motilidade intestinal (Austin, 1994; Klei, 2001).

Segundo Beugnet (1998), devido as acdes dos estrongilideos adultos pode ocorrer atraso no
crescimento com aumento do apetite, colicas com diarreia e anemia. Soulsby (1986) refere
que em infecdes intensas a anemia pode ser normocitica normocrémica, associada a um baixo
namero de eritrocitos e a um aumento da taxa catabdlica albuminoidea.

As larvas do género Strongylus sdo responsaveis pelas principais acfes patogénicas
originando lesbes graves (Reinemeyer & Nielsen, 2013). As lesdes primarias na parede do
intestino grosso séo causadas pela penetracdo da L3 e sua migragao pela mucosa e submucosa
(Bowman et al., 2014).

Strongylus vulgaris

O desenvolvimento enddgeno larvar de Strongylus vulgaris esta associado a lesées no sistema
arterial, especialmente da artéria mesentérica craneal e dos seus ramos principais. Ocorrem
lesbes inflamatorias com endoarterites, aneurismas e formacdo de trombos associados a
ocorréncia de cdlicas graves (Reinemeyer & Nielsen, 2013; Beveridge et al., 2014).

Segundo Romero (1988), durante a migracdo larvar na intima dos vasos ocorre uma acgao
mecanica, traumatica e espoliadora. Os estadios larvares segregam toxinas indutoras de
pirexia e depressdo do sistema nervoso central, assim como podem introduzir bactérias na

corrente sanguinea, as quais podem causar septicemia.
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Normalmente ndo ocorrem embolias macicas necessarias para promover enfartes agudos
fatais, visto que os aneurismas da artéria mesentérica craneal ocorrem lentamente permitindo
a formacdo de circulacdo colateral (Bowman et al., 2014). Contudo podem ocorrer colicas
muito dolorosas, volvos intestinais, enfartamento, vasoconstricdo periférica ou rutura de
aneurismas com hemorragia interna e morte subita (Beveridge et al., 2014).

Ogbourne & Duncan (1985) referem a ocorréncia de alteracdes sistémicas associadas a
embolias. Segundo os autores pode ocorrer claudicacdo por embolia das artérias iliacas, assim
como orquite por embolia da artéria esperméatica ou mesmo a morte subita do equideo por
enfarte (embolia das artérias corondrias) ou por isquemia cerebral (embolia das artérias

carotidas).

Strongylus equinus

As migracdes larvares de Strongylus equinus originam desordens funcionais do figado e
pancreas pela acdo traumatica, mecanica, irritativa e toxica das larvas em desenvolvimento
(Van Kolk & Kroeze, 2013). E frequente observar hepatite com trajetos parasitarios
hemorragicos e fibrosos e pancreatite com nodulos fibrosos (Reinemeyer & Nielsen, 2013;
Bowman et al., 2014) assim como focos inflamatorios hemorrégicos peritoneais (Van Kolk &
Kroeze, 2013). Os sinais clinicos consistem em colicas, anorexia e mau estado geral
(Bowman et al., 2014).

Strongylus edentatus

As migracdes hepatoperitoneais das fases larvares de Strongylus edentatus podem originar
forte dor abdominal, hipertermia, prostracdo e anemia devido a hepatite e peritonite graves
(Beveridge et al., 2014). A cavidade peritoneal pode acumular grande quantidade de fluido
hemorragico com depositos fibrinosos sobre o peritoneu (Reinemeyer & Nielsen, 2013;
Bowman et al., 2014). As larvas que migram para a regido subperitoneal do flanco direito
produzem nodulos hemorragicos que podem originar hemorragias intraperitoneais fatais
(Beveridge et al., 2014; Ducos de Lahitte & Havrileck, 1990).

4.2.1.2. Subfamilia Cyathostominae

Os ciatostomineos encontram-se frequentemente em grande nimero no cego e célon dos
equideos (Bowman et al., 2014) e sdo agentes de ciatostominoses (Lyons et al., 2000; Eysker

et al., 2007).
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A ciatostominose tipo um (1) € uma tiflocolite de caracter estival que ocorre devido a presenca
de parasitas adultos no Iimen do intestino grosso assim como pela penetracdo das L3 na
mucosa e acumulagdo progressiva de larvas em hipobiose durante a época de pastoreio
(Beveridge et al., 2014).

Romero (1988) considera que as larvas dos ciatostomineos exercem uma forte acdo
traumatica, mecanica e espoliadora durante todo o seu desenvolvimento parietal.

Collobert et al. (1996) observaram que a mucosa do intestino grosso pode apresentar-se
espessada e congestionada, com nddulos em diferentes estadios de desenvolvimento, e por
vezes ulcerada com parasitas adultos fixos.

Romero (1988) refere que os ciatostomineos adultos exercem uma acéo traumatica, histéfaga
e hemat6faga ao se fixarem a mucosa para se alimentarem. Ao deixarem o local de
alimentacdo formam pequenas Ulceras que perdem sangue pela agdo anticoagulante de
substancias segregadas assim como substancias hemoliticas e toxicas enterotropas.

Esta sindrome caracteriza-se pela presenca de diarreia intermitente, hipertermia, picacismo,
colicas ligeiras, mau estado do pélo e ma condicao corporal do animal. Com a sua progressao
e cronicidade, as colicas passam a ser mais frequentes e pode ocorrer anemia, emagrecimento
progressivo e acentuado, edemas nas zonas de declive e caquexia na fase final da evolugéo da
parasitose, que pode terminar com a morte do animal (Bowman et al., 2014).

A ciatostominose larvar ou ciatostominose tipo dois (1) consiste numa sindrome mais grave
do que a ciatostominose tipo | e ocorre devido a maturacdo sazonal de larvas hipobi6ticas no
fim do inverno e primavera, de janeiro a maio (Lyons et al., 2000).

A irrupcdo simultanea das formas larvares hipobioticas pode causar uma extensa destruicao
tissular e ulceragdo da mucosa do cego e célon, causando colicas e diarreia por vezes de
caracter agudo e hemorragico (Paul, 1998; Davidson et al., 2005; Bowman et al., 2014).

Esta sindrome é mais frequente em animais jovens, com idade inferior a cinco anos, que
utilizem a pastagem juntamente com outros equideos e pode apresentar uma taxa de
mortalidade elevada, cerca de 50% (Lyons et al., 2000; Proudman & Matthews, 2000).

Em ambas as formas de ciatostominose pode ocorrer leucocitose por neutrofilia ou linfocitose,
hipoproteinemia com hipoalbuminemia ou hiperproteinemia com hiperglobulinemia, com
aumento das alfa-1 (o) e beta-1 (B1) globulinas, e variacbes dos niveis de fibrinogénio
(Lyons et al., 2000; Klei, 2001). No entanto, parece ndo existirem mecanismos inflamatorios
especificos associados a ciatostominose larvar e a resposta inflamatdria sistémica a

tratamentos anti-helminticos parece ser pouco expressiva (Nielsen et al., 2013a).
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Medeiros et al. (2011) observam que o elevado nimero de linfocitos, histidcitos e eosinofilos,
pode estar associado a reacdes de hipersensibilidade cutanea observadas em infegdes por
estrongilideos.

Lyons et al. (2000) consideram que a ciatostominose € a helmintose emergente mais

importante nos equideos.

5. IMPORTANCIA DAS PARASITOSES GASTROINTESTINAIS EM ASININOS

O parasitismo gastrointestinal € muito frequente em asininos e em condi¢des naturais de
pastoreio. Em algum momento do seu desenvolvimento, 0s asininos encontram-se parasitados
(Madeira de Carvalho, 2006; Bowman et al., 2014).

A interpretacdo da epidemiologia e patogenia das diferentes espécies de helmintes parasitas
de asininos, é normalmente realizada a partir de suposicdes sobre o atual conhecimento das
parasitoses de cavalos (Umur & Acici, 2009; Wagas et al., 2015).

Segundo Javed et al. (2014), a negligéncia das medidas de maneio adequadas e a auséncia de
programas de controlo parasitario eficazes, aumentam a importancia das parasitoses em
asininos. Wagas et al. (2015) referem que o parasitismo interno associado ao trabalho
forcado, stresse e méa nutricdo pode prejudicar gravemente a salde, causando a morte dos
asininos.

Segundo Asefa et al. (2011) e Chitra et al. (2011), os prejuizos da parasitose dependem da
espécie e quantidade de parasitas assim como da idade, estado nutricional e imune do
hospedeiro. Os autores referem que o parasitismo negligenciado pode estar associado a
quadros clinicos graves e mortalidade, em animais jovens. Wagas et al. (2015) observam que
a biodiversidade e taxa de infecdo parasitaria dependem amplamente da area geogréfica, e
fatores agro-ecoldgicos associados, assim como a programas de desparasitacéo.

Getachew et al. (2010) referem que a esperanca media de vida dos asininos esta relacionada
com o grau de infecdo parasitaria por helmintes. Halliday (2010) refere que um asinino
saudavel pode viver entre 25 a 40 anos, dependendo do seu estilo de vida. Segundo Svendsen
(1997) os asininos sujeitos a cuidados veterinarios regulares tém uma esperanga média de vida
superior a 37 anos, enquanto 0s asininos nunca sujeitos a qualquer intervencdo veterinaria
vivem, em média, menos do que 12 anos. Svendsen (1991) observou que a esperanca media
de vida dos asininos nos paises mediterranicos € baixa, onde apenas 11,0% dos asininos vive
mais de 15 anos. O autor associou a baixa esperanca de vida dos asininos da regido

mediterranica a auséncia de cuidados veterinarios basicos como o controlo parasitario.
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As infecBes parasitarias sdo frequentes em asininos e exercem um impacto negativo na saude
e bem-estar animal, assim como na sua capacidade de trabalho e condi¢éo corporal (Y oseph et
al., 2005; Swann, 2006; Getachew et al., 2010; Krecek, 2014a). Pearson & Ouassat (1996) e
Geiger, (2013), observaram uma melhoria significativa da condi¢do corporal e no bem-estar
dos asininos sujeitos a tratamento antiparasitario.
O tratamento das infecBes parasitarias € particularmente importante em asininos por ter um
efeito benéfico na sua capacidade de trabalho (Morriss et al., 2004; Curran et al., 2005;
Krecek & Waller, 2006; Krecek, 2014a).
As doencas parasitarias ttm um impacto financeiro negativo sobre os proprietarios de asininos
devido as perdas por baixa fertilidade, reduzido potencial de trabalho e elevado custo do
tratamento (Wagas et al., 2015).
Asefa et al. (2011) e Morrow et al. (2011), referem a ocorréncia de elevada biodiversidade e
densidade de parasitas gastrointestinais nos asininos. O exame post-mortem destes
hospedeiros revelou a presenca de 16,0% de infecOes parasitarias mistas, de até dez espécies
diferentes de parasitas em simultdneo, com contagens gerais de 266 a 14112 parasitas, com
uma media de 1597 parasitas por animal.
Os asininos (Equus asinus) sdo hospedeiros naturais de parasitas gastrintestinais do cavalo
(Equus caballus) e assumem um importante papel, como hospedeiros assintomaticos
disseminadores, na transmissdo de infecOes parasitarias para o cavalo (Soulby, 1986; Medica
et al., 2001; Umur & Acici, 2009; Krecek, 2013, 2014a).
Os nematodes estrongildides, ascarideos, oxiurideos, tricostrongilideos, estrongilideos e
cestodes anoplocefalideos, sdo exemplos de parasitas transmitidos entre as diferentes espécies
de equideos (Trawford, 2004; Matthews et al., 2004a).
Os autores referem que a prevaléncia de infecdes parasitarias e a biodiversidade de helmintes
parasitas gastrointestinais diferem com a faixa etaria do asinino (Chitra et al., 2011; Bowman
et al., 2014), referindo que varias espécies de nematodes infetam 0s equideos mas que a
prevaléncia destas espécies é geralmente menor do que a de estrongilideos (Relf et al., 2013).
Chitra et al. (2011) observaram um aumento da prevaléncia de infecdo por parasitas
gastrointestinais em asininos até aos oito anos de idade e uma diminuicdo nos animais mais
velhos. Considerando os grupos etéarios, com idade inferior a meio ano (<0,5); entre meio a
trés anos (0,5 a 3); superior a trés anos e até oito anos (>3 a 8); e superior a oito anos (>8), 0s
autores registaram prevaléncias de infecGes parasitarias de 66,7%, 78,5%, 83,3% e 76,2%,
respetivamente. Os mesmos autores observaram ligeiras diferengcas na biodiversidade de
helmintes parasitas gastrointestinais de asininos. Neste estudo o parasitismo por
estrongildides foi maior em animais jovens e ausente em animais idosos, registando-se as
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prevaléncias de 16,7%, 12,5%, 5,6% e 0,0% nas diferentes faixas etarias consideradas pelos
autores. Os ascarideos foram mais prevalentes em asininos com idade compreendida entre o
meio ano e 0s o0ito anos, como mostram as prevaléncias de 8,3%, 18,8%, 27,8%, 4,8% e
14,9%, observadas. O parasitismo por estrongilideos foi elevado, observando-se um aumento,
até aos trés anos de idade, seguido de uma estabilizacdo ao longo das restantes faixas etéarias,
como revelam as prevaléncias registadas de 66,7%, 87,1%, 77,8%, 71,4% e 76,1%.
Strongyloides westeri parasita o intestino delgado de equideos com idade inferior a seis
meses. O parasita é transmitido via lactogénica, da burra para o burranco, e a infe¢do tende a
desaparecer espontaneamente com a idade (Trawford & Mulugeta, 2008; Araujo et al., 2012).
Segundo Wells et al. (1998), a infecdo por Strongyloides westeri € pouco frequente em
animais adultos e quando ocorre apresenta niveis de infecdo muito baixos. Varios autores
referem prevaléncias de infe¢do por Strongyloides westeri, em animais com idade superior a
seis meses, de 30,0% (Wells et al., 1998), 28,6% (Wannas et al., 2012), 20,0% (lbrahim et al.,
2011) e de 8,0% (Chitra et al., 2011; Getachew et al., 2010).

A infecdo por Parascaris é frequentemente observada em equideos jovens, entre os trés e 0s
nove meses de idade (Soulby, 1986; Bowman et al., 2014). Podem ocorrer em grande
numero, o0 que pode explicar a ocorréncia de asininos de baixa estatura (Khallaayoune, 1991),
podendo causar obstrucdo ou perfuracdo do intestino delgado e morte do asinino (Asefa et al.,
2011; Krecek, 2013, 2014a). A prevaléncia de infecdo por Parascaris decresce com a idade,
provavelmente devido ao desenvolvimento de imunidade contra estes parasitas (Wells et al.,
1998). No entanto, Getachew (2006) refere prevaléncias de infecdo crescentes com a idade,
observando uma prevaléncia de 5,2% (42/803) em asininos com idade inferior a dois anos e
meio (<2,5), prevaléncias de 9,1% (73/803) e 8,7% (70/803) em asininos com idades
compreendidas entre os dois anos e meio e 0s quatro anos e meio (2,5-4,5) e entre 0s quatro
anos e meio e 0s oito anos (4,5-8) , respetivamente, e de 28,0% (225/803) em asininos com
mais de oito anos de idade (>8). Getachew et al. (2010), Chitra et al. (2011), Wannas et al.
(2012), Mezgebu et al. (2013) e Tsegaye & Chala, (2015), referem prevaléncias de infecéo,
entre 19,9% e 42,3%, por Parascaris equorum em asininos adultos, com idade superior a dois
anos e meio. Trawford & Mulugeta (2008), sugerem que 0s asininos ndo desenvolvem
imunidade eficaz contra a infegdo por ascarideos.

Oxyuris equi é muito comum em asininos adultos causando prurido perineal, particularmente
em machos (Khallaayoune, 1991; Wells et al., 1998). Os autores referem prevaléncias de
infecdo entre os 2,0% e 31,8% (Getachew et al., 2010; Ibrahim et al., 2011; Wannas et al.,
2012; Mezgebu et al., 2013; Tsegaye & Chala, 2015).
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Trichostrongylus axei é referido como parasita gastrico frequente em asininos quando em
pastoreio conjunto com ruminantes e equinos (Madeira de Carvalho & Afonso-Roque, 1995;
Trawford & Mulugeta, 2008). Segundo Wells et al. (1998), os asininos jovens, com idade
inferior a seis meses, apresentam frequentemente uma elevada prevaléncia de infecdo por
Trichostrongylus axei. Tolliver et al. (1985) e Pandey & Eysker, (1988), referem prevaléncias
de 100%, no entanto, Wannas et al. (2012) e Filho et al. (2013) referem valores de
prevaléncia de infecéo entre os 17,9% e os 29,0%, em animais adultos, entre os dois e seis
anos de idade.

Segundo Fikru et al. (2005), Getachew et al. (2010) e Getachew et al. (2012), a infecdo de
asininos por cestodes anoplocefalideos é frequentemente observada em todo o mundo, com
taxas de infecdo entre os 8,0% e os 40,0%. Trawford & Mulugeta (2008) referem que
Anoplocephala perfoliata é a espécie mais comum em asininos e que, embora o efeito
patogénico da infecdo ainda ndo esteja bem estudado, sdo observadas lesdes similares as

descritas nos equinos, particularmente as ulceracGes da juncao ileocecal.

5.1. Aspectos epidemiolodgicos da estrongilidose asinina

De acordo com Love & Duncan (1991) e Lichtenfels et al. (1998), sdo conhecidas cerca de 70
espécies de estrongilideos parasitas intestinais de equideos. Bucknell et al. (1996) refere que
este grupo pode constituir de 67 a 100% do total de nematodes intestinais presentes num
mesmo equideo.

Bucknell et al. (1996) e Lyons et al. (2000), referem a ocorréncia de infe¢des mistas, com
mais de 20 espécies diferentes de estrongilideos num mesmo hospedeiro.

Segundo Bell et al. (2001), os asininos jovens e debilitados assim como as fémeas sdo mais
suscetiveis as infecdes parasitarias por estrongilideos. Yilma et al. (1991) e Ayele et al.
(2006), referem que as parasitoses intestinais causadas pelos grandes e pequenos
estrongilideos sdo as que mais debilitam o estado geral dos asininos. Duffield et al. (2002)
observam que, a maioria das colicas fatais observadas em asininos sdo causadas por infecGes
por estrongilideos.

Dentro da grande biodiversidade e complexidade da populacdo de estrongilideos parasitas de
asininos, os ciatostomineos sdo 0s mais comuns, correspondendo a 95-100% da carga
parasitéria total (Sewell, 1990; Matthee et al., 2002a; Morris et al., 2004; Peregrine et al.,
2006; Nielsen, 2012), os mais numerosos e diversificados, incluindo mais de 50 espécies

conhecidas (Krecek, 2014a). Apesar do género Cyathostomum ser o mais frequente, também
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se observam outros géneros como Cylicocyclus, em particular as espécies Cylicocyclus
auriculatus (Matthee et al., 1998) e Cylicocyclus asini (Matthee et al., 2002a).

Os estrongilideos parasitas de asininos sdo frequentes em regides do mundo com
caracteristicas geograficas e climaticas muito diversas. Surpreendentemente, 0s autores
referem prevaléncias de infecdo consistentemente elevadas e biodiversidade semelhante,
observando-se as mesmas espécies dominantes independentemente da ampla diferenca de
climas, continentes e regides do globo (Asefa et al., 2011; Nielsen, 2012; Wagqas et al., 2015).
Na Etidpia, os estudos de Getachew (2006), Getachew et al. (2010), Ibrahim et al. (2011),
Mezgebu et al. (2013), Tesfu et al. (2014), Tsegaye & Chala, (2015) e Sheferaw & Alemu
(2015), revelaram prevaléncias de infecdo por estrongilideos de 100%, 99,0%, 98,5%, 87,8%,
78,5%, 84,9% e 100%, respetivamente.

Getachew et al. (2010) identificou 24 espécies de estrongilideos das quais 29,0% (7/24) foram
espécies de estrongilineos (Strongylus vulgaris, Strongylus edentatus, Strongylus equinus,
Triodontophorus serratus, Triodontophorus brevicauda, Triodontophorus tenuicollis e
Oesophagodontus robustus) e 71,0% (17/24) foram ciatostomineos (Cyathostomum
catinatum, Cyathostomum tetracanthum, Cyathostomum montgomeryi, Coronocyclus
coronatus, Coronocyclus labiatus, Coronocyclus labratus, Cylicocyclus auriculatus,
Cylicocyclus  nassatus,  Cylicocyclus  elongatus,  Cylicocyclus  brevicapsulatus,
Cylicostephanus longibursatus, Cylicostephanus bidentatus, Cylicostephanus minutos,
Cylicostephanus calicatus, Cylicodontophorus bicoronatus, Poteriostomum ratzii e
Gyalocephalus capitatus). Neste estudo, Strongylus vulgaris e Triodontophorus serratus
foram as espécies de estrongilineos mais prevalentes, observadas em 100% dos animais
parasitados, assim como todas as espécies de cistostomineos, com excecao de Cyathostomum
montgomeryi e Cylicostephanus calicatus, que apenas foram observadas em um e dois
animais parasitados, respetivamente.

Os estudos realizados por Ibrahim et al. (2011) e Tesfu et al. (2014), revelaram ocorréncias de
infecbes simples em 24,1% (47/195) e 54,1% (126/233) e infecBes mistas em 74,4%
(142/195) e 24,5% (57/233) dos asininos estudados. As infe¢cdes mistas com duas espécies de
estrongilideos ocorreram em 35,4% (69/195) e 24,5% (57/233) dos animais, com trés espécies
em 28,2% (55/195) e com quatro espécies em 10,8% (18/195) dos asininos. No estudo de
Ibrahim et al. (2011), as espécies de estrongilineos mais prevalentes foram Strongylus
vulgaris (51,8%), Strongylus edentatus (30,8%), Triodonthophorus tenuicollis (29,7%) e
Strongylus equinus (12,3%). Tesfu et al. (2014) referem uma elevada intensidade de infecgéo,
com 53,6% dos asininos severamente parasitados, 15,9% moderadamente e 8,6% suavemente

parasitados. Os autores identificaram o sexo, a idade e a condi¢do corporal como fatores de
35



risco para a infecdo parasitaria por estrongilideos, observando diferentes prevaléncias de
infecdo entre fémeas (78,6%) e machos (71,9%), elevada prevaléncia (82,3%) em animais
com idade inferior a quatro anos e menor prevaléncia (66,9%) em animais com idade superior
a dez anos, e maior prevaléncia de infecdo (72,5%) em asininos com méa condicdo corporal do
que asininos com boa condi¢do corporal (70,7%). Desta forma este estudo revelou maior
intensidade de infecdo por estrongilideos em asininos do sexo feminino, com idade inferior a
quatro anos e com méa condi¢do corporal.

Yilma et al. (1991) e Ayele et al. (2006), referem que Strongylus vulgaris foi a espécie
predominante dos grandes estrongilideos e o género Cyathostomum o mais frequente dos
pequenos estrongilideos.

Na Etidpia, um estudo realizado por Feseha et al. (1991), com 810 asininos, revelou uma
ocorréncia elevada (57,0%) de infecBes macicas por estrongilideos, com valores superiores a
2500 ovos por grama de fezes (OPG).

Mattioli et al. (1994), na Gambia, assim como Wells et al. (1998) e Matthee et al. (2004) na
Africa do Sul, referem resultados similares aos dos trabalhos realizados na Etidpia, com
frequéncias de infecdo por estrongilideos elevadas e superiores a 90,0%, assim como a
ocorréncia de infe¢des severas com valores superiores a 2000 OPG.

Na Africa do Sul, Matthee et al. (2002) observaram uma taxa de infe¢éo por estrongilideos de
95,5% (23/24), com 81,9% (19/23) de prevaléncia de infecdo por ciatostomineos e apenas
6,4% e 1,1% por Strongylus edentatus e Strongylus vulgaris, respetivamente.

O estudo de Atawalna et al. (2015), realizado no nordeste do Gana, revelou a ocorréncia de
infecdo gastrointestinal por estrongilideos em 26,9% (51/190) dos asininos analisados, com
6,7% de infecOes simples e 20,2% de infecdes mistas com coccideas (Protozoa: Apicomplexa)
do género Eimeria.

No lIraque, na provincia de Al Diwaniyah Governorate, Wannas et al. (2012), observaram
57,1% (32/56) de infecdo por estrongilideos em asininos adultos. Os autores referem a
ocorréncia de infecBes simples em 28,6% (9/32) e infecdes mistas em 71,4% (23/32) dos
asininos.

No Irdo, o estudo de Hosseini et al. (2009) revelou uma prevaléncia de infecOes mistas por
estrongilideos em 100% dos 45 asininos observados. Os autores observaram estrongilineos
dos géneros Strongylus e Triodontoforus, com prevaléncias de infecdo de 46,7% e 6,6%,
respetivamente. A espécie Strongylus vulgaris foi observada em 33,3% dos asininos,
enquanto Strongylus equinus, Strongylus edentatus e Triodontophorus serratus foram
identificados em apenas 6,6% dos animais analisados. Os ciatostomineos ocorreram em 100%

dos asininos analisados, sendo observadas prevaléncias de 100%, 73,3%, 53,3% e 13,3% dos
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géneros Cylicocyclus, Coronocyclus Cyathostomum e Cylicostephanus, respetivamente. Os
autores referem prevaléncias de infecdo das espécies Cylicocyclus nassatus (100%),
Coronocyclus labratus (73,3%), Cyathostomum tetracantum (53,3%), Cylicocyclus
auricularis (20,0%), Cylicocyclus radiatus (20,0%), Coronocyclus coronatus (13,3%),
Coronocyclus labiatus (13,3%), Cyathostomum alveolatum (13,3%), Cylicostephanus goldi
(6,6%) e Cylicostephanus longibursatus (6,6%).

Na Turquia, Uslu & Guglu (2007, 2009) observaram uma prevaléncia de 100% (81/81) e de
96,8% (30/31) de infecdo por estrongilideos em asininos provenientes do distrito de Konya
(Uslu & Guglu, 2007) e das provincias da regido central junto ao Mar Negro (Uslu & Guglu,
2009).

Os géneros de ciatostomineos mais observados foram Cyathostomum (74,1%) e
Poteriostomum (2,5%). Os estrogilineos mais prevalentes foram Strongylus vulgaris (23,5%),
Strongylus edentatus (14,8%) e Triodontophorus (4,9%). Os autores referem a ocorréncia de
58,3% (43/81) de infecbes simples e 46,9% (38/81) de infecBes mistas, das quais 34,6%
(28/81) infecdes com duas espécies em simultaneo, 6,2% (5/81) com trés espécies e 6,2%
(5/81) com quatro espécies de estrongilideos (Uslu & Guglu, 2007).

Uslu & Guglu (2009) referem uma prevaléncia de infecdo por ciatostomineos de 66,4%
(20/30), observando os géneros Cyathostomum, Poteriostomum e Gyalocephalus com
prevaléncias de 63,8%, 1,7% e 0,9% respetivamente, e uma prevaléncia de infecdo por
estrongilineos de 20,7% (6/30), com 8,6% de Strongylus edentatus, 6,0% de Strongylus
equinus, 3,0% de Strongylus vulgaris e 3,0% do género Triodontophorus.

Papadopoulos et al. (2000), referem que a infecdo parasitaria de asininos por estrongilideos é
muito frequente na Grécia. Os autores observaram uma frequéncia de 37,0% para infe¢bes por
estrongilineos e de 73,0% por ciatostomineos.

Na Ucrénia, Kuzmina et al. (2007) e Kuzmina & Kuzmin (2008), referem que 100% dos
asininos analisados estavam parasitados com estrongilideos, sendo o nivel medio de infegéo
parasitaria de 75 OPG, com valores de 25 a 200 OPG. Na Alemanha sao referidos valores
semelhantes por Nielsen et al. (2006).

Os autores encontraram cinco géneros e 17 espécies de estrongilideos, 16 espécies de
ciatostomineos e uma espécie de estrongilineo, em diferentes prevaléncias de infecgdo:
Cyathostomum tetracanthum (100%), Cylicocyclus nassatus (88,5%), Cyathostomum
catinatum (86,9%), Cylicostephanus longibursatus (81,2%), Cylicostephanus goldi (80,4%),
Cyathostomum pateratum (21,2%), Cylicocyclus auriculatus (11,6%), Coronocyclus
coronatus (9,6%), Cylicocyclus ashworthi (5,7%), Strongylus edentatus (5,7%),

Cylicostephanus calicatus (5,7%), Coronocyclus labiatus (5,7%), Cylicocyclus insigne
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(5,7%), Cylicocyclus leptostomus (3,8%), Cylicostephanus minutus (3,8%), Cylicocyclus
elongatus (2,1%) e Coronocyclus labratus (2,1%) (Kuzmina & Kuzmin, 2008).

Cinco espécies de ciatostomineos (Cyathostomum tetracanthum, Cyathostomum catinatum,
Cylicocyclus nassatus, Cylicostephanus goldi e Cylicostephanus longibursatus) dominaram a
comunidade de estrongilideos, correspondendo a 91,7% do numero total de estrongilideos
recolhidos, e tendo sido encontradas em 80,0 a 100% dos asininos analisados Kuzmina &
Kuzmin (2008).

Em todos os asininos analisados, foram observadas infe¢cGes mistas de duas a sete espécies em
simultdneo no mesmo hospedeiro Kuzmina & Kuzmin (2008).

Kuzmina et al. (2006) refere um estudo realizado em seis asininos da reserva de Khersonska
Oblast, Ucrania. Os autores identificaram 23 espécies de estrongilideos, trés estrongilineos e
20 ciatostomineos. O numero de espécies de ciatostomineos por animal variou entre 11 e 14 e
0 nimero de espécies de estrongilineos entre uma e duas. Foram observadas seis espécies
dominantes (Cylicocyclus nassatus, Cylicostephanus longibursatus, Cylicocyclus ashworthi,
Cyathostomum catinatum, Cyathostomum pateratum, Coronocyclus labiatus), encontradas em
100% dos asininos examinados e representando 78,5% da comunidade de estrongilideos.
Quatro espécies subdominantes (Coronocyclus labratus, Cylicocyclus elongatus,
Cylicostephanus minutus, Cyathostomum tetracanthum) foram encontrados em mais de
66,0% dos animais que compdem 16,5% da comunidade. Treze espécies foram encontradas
em 33,0% dos asininos correspondendo, sete das quais representavam 3,9% e seis espécies
raras representavam apenas 1,1% do total da comunidade de estrongilideos observados.

Na India, Shrikhande et al. (2009) e Chitra et al. (2011) observam 60,9% (50/82) e 76,1%
(51/67) de prevaléncia de infecdo por estrongilideos em asininos.

Os autores registaram uma prevaléncia de infecdo por estrongilineos de 58,8% (47/82),
observando os géneros Strongylus com 54,8% (45/82) e Triodontophorus com 2,4% (2/82), e
apenas 15,9% (13/82) de prevaléncia de infecdo por ciatostomineos, observando apenas o
género Cyathostomum (Shrikhande et al., 2009).

Matto et al. (2015) referem que Strongylus vulgaris é a espécie de estrongilideo mais
prevalente, infetando 51,9% dos asininos da regido de Mumbai e Pune.

Em S&do Luis, Estado do Maranhdo, Brasil, Filho et al. (2013) e Ferreira et al. (2014),
observaram prevaléncias de infecdo por estrongilideos de 68,0% (68/100) e de 100% (37/37),
respetivamente.

Filho et al. (2013), referem que Strongylus vulgaris e Strongylus edentatus foram 0s mais
prevalentes, com 42,0% (29/68) e 34,0% (23/68) de infecéo, respetivamente. Neste estudo 0s

autores observaram uma prevaléncia de infe¢do por ciatostomineos de apenas 4,0% (3/68).
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Ferreira et al. (2014) observaram uma variacdo de 0 a 6900 ovos por grama de fezes (OPG)
referindo valores de OPG<500 em 73,0% (27/37) dos animais analisados e de OPG>500 em
apenas 27,0% (10/37) dos asininos. No mesmo estudo, os autores observaram infegdes mistas
com diferentes associa¢Oes parasitarias, de ciatostomineos e estrongilineos, de acordo com a
intensidade da infecdo. Desta forma, a associacao parasitaria nos asininos com infecéo fraca,
com valores de OPG<500, era composta por 65,0% Cyathostominae, 15,0% Strongylus
vulgaris e 10,0% Strongylus edentatus, observando-se maior frequéncia para a associacdo
Cyathostominae/Strongylus vulgaris do que nos asininos parasitados com valores de
OPG>500, onde foram observados 53,0% de Cyathostominae, 33,0% de Strongylus vulgaris e
13,0% de Strongylus edentatus.

Na costa leste do México, em Veracruz, existe uma importante populagdo asinina utilizada no
trabalho agricola. Estudos referem uma prevaléncia de infecdo por estrongilideos
gastrointestinais superior a 90,0%, com contagens médias de ovos por grama de fezes
proximas dos 400 OPG (Valdéz-Cruz et al., 2013).

Reinemeyer (1986) e Lyons et al. (2007), referem que cerca de 95% dos ovos de
estrongilideos, observados em exames coproldgicos em equideos dos Estados Unidos da
Ameérica, sdo de ciatostomineos.

O genero Strongylus é o grande estrongilideo mais frequentemente observado em asininos
(Jordan, 1986; Wagqas et al., 2015). Segundo Morris et al. (2004) e Khallaayoune, 1991, as
espécies Strongylus vulgaris, Strongylus equinus e Strongylus edentatus sdo parasitas do
intestino grosso mais comuns em asininos.

Segundo Wells et al. (1998), Strongylus edentatus é muito comum em asininos entre 0s seis
meses e 0s trés anos de idade e Strongylus vulgaris é frequente em animais idosos.

Jordan (1986), refere que o género Strongylus ¢ o mais prevalente dos estrongilineos
observados em asininos, sendo surpreendente a baixa incidéncia de célicas por si provocadas
nestes animais. O mesmo autor sugere uma grande estoicidade destes animais que, com
sintomatologia menos evidente, tornam mais dificil o diagnostico da maioria dos casos de
colicas.

Na Etiopia, Getachew et al. (2010) identificaram o género Strongylus em mais de 90,0% de
amostras fecais provenientes de asininos e em 100% de asininos examinados post-mortem.
Pandey (1981), Khallaayoune (1991) e Borji et al. (2014), observaram larvas de Strongylus
vulgaris em artérias mesentéricas de asininos necropsiados. Pandey (1981) e Khallaayoune
(1991), identificaram larvas de Strongylus vulgaris em 90,5% e 87,0% de lesdes arteriais
observadas nas artérias mesentéricas de asininos necropsiados em Marrocos. Borji et al.

(2014) refere a ocorréncia de uma arterite parasitaria, com obstru¢do completa da artéria
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mesentérica cranial, devida a presenca de larvas de Strongylus vulgaris. A colica severa e
fatal de um asinino macho com oito anos de idade, ndo sujeito a tratamento anti-helmintico
regular, ocorreu em Mashhad, no Irdo.

Os estrongilideos, em particular os pequenos estrongilideos ou ciatostomineos, sdo 0s
parasitas mais importantes dos equideos por estarem associados a situacdes de colite grave,
diarreia crénica, mortalidade até 50% (Lyons et al., 2000; Love, 2003).

As infe¢Bes por ciatostomineos tém um impacto negativo na salde dos asininos, reduzindo
significativamente a sua condicdo corporal (Matthee, et al., 2002b; Lind et al., 2003;
Peregrine et al., 2006).

Krecek (2014a) refere estudos que revelam uma expansdo da area de enquistamento dos
ciatostomineos, que parasitam desde a parede do intestino grosso a parede do intestino
delgado de zebras. Pelo facto de, em condigfes naturais, as zebras suportarem cargas
parasitéarias superiores a 100 milhdes de parasitas por animal, sem manifestarem sinais de
patologia ou doenca clinica, estes estudos sugerem que as modificacdes observadas sejam
adaptacOes Unicas que explicam a auséncia de cdélicas em zebras na natureza. A autora refere
ainda que a area de enquistamento adicional serd uma adaptacdo bioldgica que minimiza a
competicdo entre os ciatostomineos no interior do hospedeiro e que desta forma o hospedeiro
continue a prosperar e a tolerar elevadas cargas parasitarias. Esta autora sugere também que
adaptacOes similares ocorram nos ciatostomineos parasitas de asininos.

Wells et al. (1998), referem que a contagem fecal de ovos é influenciada pela consisténcia das
fezes e pelo total de fezes emitidas por dia. Nas fezes dos asininos, normalmente mais secas
do que as fezes dos equinos, 0s ovos dos parasitas encontram-se mais concentrados, o que
pode contribuir parcialmente para uma contagem de ovos elevada, frequentemente observada
em asininos.

Embora a contagem fecal de ovos emitidos, por individuo, ndo esteja correlacionada com a
severidade da infecdo parasitiria em causa, a média da contagem dos ovos emitidos pelos
elementos de um rebanho permite calcular o ritmo de infecdo, adquirida pelos equideos, assim
como o grau de contaminacdo do meio ambiente, com ovos dos parasitas (Uhlinger, 1991;
Dopfer et al., 2004).

Morriss et al. (2004) e Coles et al. (2006), referem a importancia de se conhecer a populagédo
de parasitas dos asininos, assim como a sua distribuicdo na populacdo hospedeira, para que se
possa adoptar medidas terapéuticas adequadas de forma a evitar o aparecimento de

resisténcias aos antiparasitarios.
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5.1.1. Estrongilidose asinina em Portugal

Em Portugal assiste-se a um interesse crescente pela criagcdo de asininos, tendo em vista a sua
conservacao, em particular de algumas ragas que se encontram em regressdo. Atualmente é
frequente observar a presenca de asininos em exploragcfes equestres. Estes equideos devem
ser incluidos nos programas de controlo parasitario, pois 0s seus parasitas S0 comuns aos
cavalos (Madeira de Carvalho, 2006).

No entanto, no nosso pais, sdo raros os estudos parasitoldgicos em asininos (Madeira de
Carvalho, 2006), assim como em outros paises mediterranicos (Bliss et al., 1985; Arsenos &
Papadopoulos, 2006).

As patologias mais frequentes em asininos do sul da Europa estdo relacionadas com
deficiéncias nutricionais, mau maneio e com infecdes parasitarias (Bliss et al., 1985; Ram et
al., 2004; Pritchard et al., 2005). Nestes paises e segundo Bliss et al. (1985), as infecdes
parasitarias representam a principal causa de doenca redutora do bem-estar dos asininos.
Segundo Jodo Rodrigues e Miguel Quaresma (comunicacdo pessoal), médicos veterinarios
com experiéncia clinica em equideos, em especial em asininos, em Portugal ndo existe a
percecdo clinica da importancia das parasitoses intestinais em asininos. S8o animais mais
resistentes e mais estoicos do que os cavalos, ndo manifestando facilmente sintomatologia.
Estudos realizados em animais da Raca Asinina de Miranda, no ndcleo reprodutor de
Vermiosa, revelaram 100% de prevaléncia de infecdo por estrongilideos intestinais. Em 12
animais, nove fémeas adultas e trés jovens, foi observada uma infecdo constante com
flutuacBes mensais ao longo do ano de 2005, apresentando uma curva anual de ovos por
grama de fezes (OPG) com trés picos, um pico durante o0 més de abril (4000 OPG), outro no
més de julho (6095 OPG) e outro pico durante 0 més de outubro (5897 OPG) (Gomes et al.,
2006, 2007).

Madeira de Carvalho (2001), refere um estudo de quatro anos em garranos bravios do Parque
Natural da Peneda-Gerés (PNPG) onde observou uma elevada prevaléncia de infecdo por
estrongilideos intestinais, com valores médios anuais entre 94,0 e 100%. A curva anual de
OPG de estrongilideos nestes animais é idéntica a referida por Gomes et al. (2006, 2007) nos
asininos de Miranda. Segundo os valores médios mensais de OPG durante 1994/97, o autor
observou quatro picos de eliminacdo de ovos de estrongilideos na populacdo de garranos
bravios. Um pico em mar¢o (1617 OPG), em maio (2473 OPG), em junho (2774 OPG) e
outro em outubro (2566 OPG).

Segundo Madeira de Carvalho (2001), os garranos bravios do PNPG apresentam niveis de

infecdo parasitaria médios anuais elevados, cerca de 1865 OPG de estrongilideos. Segundo o
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mesmo autor, os valores de OPG dos animais bravios aumentam progressivamente do inverno
até ao verdo, onde atingem niveis mais elevados, e baixam significativamente até ao outono.
De acordo com o autor, 0s garranos sao animais que estdo sempre em pastoreio, raramente séo
desparasitados e pela sua localizacdo geografica, poderdo apresentar uma epidemiologia das
parasitoses gastrintestinais, em particular da estrongilidose, semelhantes aos dos asininos,
podendo estes dados ser comparaveis e extrapolaveis para estes equideos, cujo maneio e
localizacdo geografica tem alguma sobreposicao.

Segundo um estudo de prevaléncias de Gomes et al. (2007), os Cyathostominae foram
prevalentes em relagdo aos Strongylinae observados em amostras fecais de animais da Raga
Asinina de Miranda. Os autores verificaram a prevaléncia de 92,3% de Cyathostomum sensu
lato seguida de Trichostrongylus axei (15,4%), Triodontophorus spp. (12,8%), Gyalocephalus
capitatus (7,7%), Poteriostomum spp. (5,1%), Strongylus vulgaris (5,1%), Strongylus equinus
(2,6%) e Strongylus edentatus (2,6%). Os autores observaram que antes e ap6s desparasitacéo
a populacdo predominante foi de Cyathostomum sensu lato, sendo os mais frequentes
Cyathostomum tipo A (96,4%) e tipo C (92,9%), com origem em espécies muito prevalentes e
abundantes como Cyathostomum catinatum, Cyathostomum nassatus ou Cyathostomum
longibursatus.

Segundo Madeira de Carvalho (2001), em Portugal existe uma elevada prevaléncia de
ciatostomineos, por vezes superior a 80,0% em equideos estabulados. A prevaléncia dos
estrongilineos tém vindo a aumentar, mas continua a ser menor do que a dos ciatostomineos.
A espécie Strongylus vulgaris apresenta uma prevaléncia anual global de 28,0%.

Madeira de Carvalho (2001), encontrou uma evidente predominancia de ciatostomineos em
relacdo aos estrongilineos observados em garranos bravios do PNPG. Cyathostomum sensu
lato foi o mais prevalente com 93,0%, seguido de Poteriostomum spp. (59,0%),
Oesophagodontus robustus (39,0%), Strongylus vulgaris (15,0%), Gyalocephalus capitatus
(15,0%), Triodontophorus spp. (6,0%), Strongylus equinus (6,0%), Strongylus edentatus
(5,0%) e Trichostrongylus axei com apenas 0,3% de prevaléncia.

Madeira de Carvalho et al. (2007c), observou uma elevada prevaléncia de Cyathostomum
sensu lato em asininos e hibridos estabulados, registando uma grande biodiversidade deste
género em equideos ndo desparasitados. Cyathostomum tipo A foi frequentemente observado,
com 65,0 a 98,0% de abundancia, seguido pelos morfotipos C e D, entre 6,0 a 8,0%, e 0s
morfotipos B, E, F, G e H foram os menos frequentemente observados. Segundo 0s mesmos
autores, as medidas de controlo antiparasitario diminuem a biodiversidade deste género.

Em Portugal os equideos apresentam um parasitismo caracterizado por cargas parasitarias e

biodiversidade elevadas e potencialmente muito patogénico (Madeira de Carvalho, 2006). O
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autor refere que embora os anti-helminticos tenham sofrido um grande desenvolvimento nos
altimos 20 anos, ndo eliminaram o0s parasitas, particularmente os gastrointestinais. O
conhecimento da populacéo parasitéaria envolvida, assim como a conjugacdo da administracéo
de anti-helminticos com medidas de maneio, higiene e sanidade basicas, constituem a chave

para um controlo integrado das parasitoses em equideos.

5.1.2. Aspetos relacionados com a alteracéo climatica global

Segundo Soulsby (1986) e Chapman et al., (2001), a carga parasitaria dos equideos tende para
uma incidéncia estacional, sendo reflexo da presenca de larvas infetantes na pastagem. O
crescente aumento do nimero de ovos eliminados desde o final da primavera até ao final do
verdo, traduz-se numa elevada concentracdo de larvas infetantes nas pastagens durante os
meses de setembro e outubro. Nos restantes meses do ano, devido a diminuicdo da eliminacédo
de ovos e as condicdes desfavoraveis ao desenvolvimento das fases larvares livres, ocorre um
acentuado decréscimo do numero de larvas na pastagem. As larvas infetantes do final do
verdo originam populacdes de parasitas adultos na primavera seguinte. Parece haver um ciclo
anual nas populac@es de parasitas adultos, desenvolvendo-se novos adultos a partir de larvas
gue passam 0 inverno quiescentes na parede intestinal do hospedeiro. Embora as larvas
infetantes possam sobreviver durante o inverno na pastagem, ndo constituem uma fonte
importante de infecdo para os equideos na primavera seguinte.

O clima influencia o desenvolvimento e sobrevivéncia dos estiddios de vida livre dos
estrongilideos parasitas gastrintestinais. A temperatura e a humidade ambientais sdo fatores
climaticos que determinam a quantidade de larvas infetantes na pastagem, durante as
diferentes épocas do ano, assim com a sua viabilidade ou capacidade infetante (Holland et al.,
2001; Langrova et al., 2003; Bezerra et al., 2007; Nielsen et al., 2007). Desta forma as
alteracdes climaticas podem exercer um impacto profundo no desenvolvimento e
sobrevivéncia dos parasitas, assim como na dindmica de transmissdo e relacdo parasita-
hospedeiro (Altizer et al., 2013; Molnar et al., 2013).

No entanto as alteracdes climaticas podem exercer um impacto profundo no desenvolvimento
e sobrevivéncia dos parasitas, assim como na sua dinamica de transmissdao (Altizer et al.,
2013; Molnér et al., 2013).

A dindmica da transmissdo das helmintoses é complexa, envolvendo interacdo entre fatores
ambientais regionais, com fatores especificos do hospedeiro e fatores especificos dos parasitas

em infe¢Ges multi-espécies concorrentes (Morgan et al., 2013). Considerando a influéncia das
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alteracdes climaticas em todas estas interacfes, a complexidade da mudanca climatica excede
a capacidade dos modelos atuais para prever os impactos futuros (Bellard et al., 2012; Pickles
et al.,, 2013), no entanto as mudancas ambientais rapidas induzem respostas evolutivas
igualmente rapidas (Kutz et al., 2014; Mateos-Gonzalez et al., 2015). Apenas sera possivel
gerar previsdes Uteis sobre o impacto das mudancas climéaticas se houver um profundo
conhecimento dos fatores de mudanca climatica assim como da biologia, ecologia e
distribuicdo do hospedeiro e parasita e dindmica parasita-hospedeiro (Rose et al., 2014).

As atuais alteracBes climéaticas parecem favorecer o desenvolvimento dos nematodes nas
regides temperadas. O aquecimento previsto ird favorecer a contaminagcdo da pastagem e o
desenvolvimento dos estadios infetantes de parasitas, esperando-se um aumento da frequéncia
e da intensidade de parasitoses gastrointestinais assim como de alteracGes dos padrbes
sazonais (Pereira da Fonseca & Madeira de Carvalho, 2008).

As alteragOes climaticas atuam de forma a modificar o periodo de maior risco de infegdo ou
pico de infecdo e consequentemente a altura de transmissdo do parasita. Desta forma
influencia ndo so6 a sazonalidade de infecdo como também a imunidade do hospedeiro (Gauly
etal., 2013).

Se essas tendéncias se confirmarem, os europeus podem ser confrontados com desafios
parasitoldgicos novos e desconhecidos. Os autores consideram que sdo necessarios estudos
sobre os efeitos das alteracdes climaticas que ajudem a compreender 0 seu impacto e que
permitam orientar estratégias de prevencéo e tratamento das parasitoses (Rocque et al., 2008;
Morgan & Wall, 2009) assim como do aparecimento das resisténcias anti-helminticas
(Morgan & Wall, 2009).

O aumento da frequéncia de infecdo parasitaria e a consequente administracdo de anti-
helminticos sera uma pratica insustentavel levando ao rapido desenvolvimento de resisténcias.
Pelo que serdo necessarias novas abordagens de forma a ser possivel um controlo parasitario
sustentavel (Gauly et al., 2013).

As regides temperadas poderdo sofrer profundas alteracGes dos seus ecossistemas. O aumento
da temperatura média e da pluviosidade tornara o inverno mais quente e humido,
aproximando as estagdes do ano e tornando o clima mais ameno, semelhante ao clima das
regides subtropicais e tropicais (IPCC, 2014).

E possivel que na Europa se observe um deslocamento das condiges climaticas
potencialmente mais produtivas para norte, com 0s paises ndrdicos europeus apresentarem
melhores producgdes agricolas devido ao aumento da temperatura e da precipitacdo média.
Muitos paises do sul da Europa, incluindo Portugal, sofreram quebras de rendimento até

30,0% (lglesias et al., 2007; CONFAGRI, 2009).
44



Portugal podera estar sujeito a alteragcdes climaticas causadoras de stresse térmico e hidrico,
esperando-se um aumento da temperatura ao longo do ano e uma diminuicao da precipitacdo
(CONFAGRI, 2009).

Tradicionalmente em climas temperados frios a quantidade de larvas infetantes na pastagem é
menor durante os meses de inverno, e em climas quentes durante o verdo (Kuzmina et al.,
2006; Bezerra et al., 2007; Nielsen et al., 2007). A manutencao das temperaturas e humidades
Otimas para o desenvolvimento larvar, por periodos mais longos, permite a sobrevivéncia dos
estadios infetantes até mais tarde, aumentando a sua disponibilidade no meio ambiente
(Pereira da Fonseca & Madeira de Carvalho, 2008).

Invernos suaves e molhados com poucos dias de congelamento favorecem a sobrevivéncia das
L3 na pastagem até a primavera seguinte. Verfes menos quentes e mais himidos permitem
uma maior sobrevivéncia e permanéncia das larvas infetantes na pastagem até ao outono
sequinte (Nielsen et al., 2007). Desta forma as L3 mantém-se na pastagem ao longo do ano e
de um ano para o outro (Langrova et al., 2003; Ramsey et al., 2004; Kuzmina et al., 2006;
Nielsen et al., 2007).

No nosso pais, tem-se evidenciado um elevado nivel de contaminacdo das pastagens dos
equideos durante todo o ano, incluindo no inverno e verdo, estacbes do ano em que
tradicionalmente as pastagens apresentavam niveis de contamina¢do muito baixos (Pereira da
Fonseca & Madeira de Carvalho, 2008). Por outro lado, as elevadas contagens de ovos por
grama de fezes (OPG) sdo observadas ao longo de todo o ano (Madeira de Carvalho, 2001,
2006; Madeira de Carvalho et al., 2007).

No contexto das atuais alteracGes climaticas a duracdo do ciclo bioldgico tende a ser menor. O
clima ameno diminui o periodo de desenvolvimento dos estddios exdgenos, assim como
diminui o periodo de desenvolvimento retardado nas formas de hipobiose. Desta forma o
tempo de geragdo tende a diminuir, aumentando a frequéncia de geragdes parasitarias (Pereira
da Fonseca & Madeira de Carvalho, 2008).

O conhecimento das influéncias climéticas sobre o desenvolvimento e sobrevivéncia das fases
de vida livre é fundamental para a atualizacdo dos perfis epidemioldgicos assim como para 0
planeamento de sistemas de controlo parasitario estratégico mais adequado aos novos padrdes

climaticos (Nielsen et al., 2007; Pereira da Fonseca & Madeira de Carvalho, 2008).
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6. CONTROLO DA ESTRONGILIDOSE EM ASININOS

6.1. Estratégias de controlo

Um dos maiores desafios colocados ao controlo da estrongilidose asinina é a avaliacdo
clinica, sendo raro manifestarem sinais clinicos como diarreia, perda de peso, ma condicao
corporal ou cdlicas, que sdo mais comuns em equinos. A infecdo por estrongilideos como
causa de doenga, morbilidade e mortalidade em asininos é ainda indeterminada, no entanto a
informacdo atualmente disponivel sobre estrongilidose equina sugere uma extrapolacdo de
dados para uma apreciacdo global dos equideos (Matthews & Burden, 2013).

Nos ultimos 50 anos, o controlo da estrongilidose em equideos tem-se centrado no uso regular
de anti-helminticos sintéticos, em particular nos paises desenvolvidos do mundo ocidental
(Kaplan & Nielsen, 2010; Francisco et al., 2011; Von Samson-Himmelstjerna, 2012).

Numa perspetiva historica, o controlo da estrongilidose dos equideos tem sido caracterizada
por estratégias direcionadas a algumas espécies de particular importancia patogenica. Na
década de 1960 os programas de controlo orientaram-se para 0s grandes estrongilideos, em
particular para Strongylus vulgaris, considerado o principal agente patogénico dos equinos
(Love & Duncan, 1991). O principio dose/intervalo e o conceito de protocolo de
desparasitacdo para prevenir a transmissdo de estrongilideos (Drudge & Lyons, 1966) foi
amplamente adotado e eficaz, uma vez que durante os anos 1970 a 1990, a prevaléncia de
Strongulus vulgaris tornou-se praticamente inexistente (Brady & Nichols, 2009; Reinemeyer
& Nielsen, 2009; Nielsen et al., 2012a,b). Apesar da reducdo da prevaléncia de infecdo por
Strongylus vulgaris, 0 uso generalizado de tratamentos estratégicos, com administracdo
frequente e regular de anti-helminticos, prevaleceu até aos nossos dias (Earle et al., 2002; Relf
et al., 2012). Durante este periodo surgiram evidéncias clinicas graves de ciatostominose
larvar e tornou-se consensual a importancia patogénica dos ciatostomineos, até entdo
considerados parasitas relativamente benignos (Love & Duncan, 1991).

Poucos anos apos o inicio do uso de compostos sintéticos na desparasitacdo de equideos, foi
observada a primeira resisténcia anti-helmintica em ciatostomineos e desde entdo tém surgido
resisténcias a todos os grupos de compostos sintéticos disponiveis (Trawford & Burden,
2012). Nielsen (2012) considera que as tendéncias, do controlo parasitario de equideos,
parecem mudar constantemente e que o foco atual ndo € uma espécie em particular de parasita
gastrointestinal, mas sim a resisténcia a anti-helminticos em geral. O mesmo autor observa
que a atual énfase em diminuir a pressdo de sele¢do poderd conduzir a outros desafios no

futuro préximo.
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6.2. Mudanca de paradigma

As Ultimas décadas foram caracterizadas por um intenso controlo da estrongilidose dos
equideos (Kaplan & Nielsen, 2010; Von Samson-Himmelstjerna, 2012) através de
tratamentos anti-helminticos preventivos, regulares e frequentes, claramente destinados a
manter os equideos livres de parasitas (Love, 2003). Contudo, ndo foi erradicada uma unica
espécie de parasita de equideo, observando-se apenas uma flutuacdo da biodiversidade na
populacdo de helmintes com a alteracdo da prevaléncia e intensidade de infecdo de espécies
particulares (Nielsen, 2012). Infelizmente, esta situacdo levou ao aumento dos niveis de
resisténcia, agora presente em muitas espécies de nematodes e em praticamente todos os
grupos de anti-helminticos disponiveis (Canever et al., 2013; Lester et al., 2013; Nielsen et
al., 2013b, 2014, Relf et al., 2014).

Atualmente é aceite, pela comunidade cientifica, que a abordagem tradicional de controlo
anti-helmintico estratégico, baseada em tratamentos frequentes, de grupo, com administracfes
de anti-helminticos em intervalos regulares, contribuiu para o desenvolvimento de resisténcias
(Lloyd et al., 2000; Kaplan, 2002, 2004; Nielsen, 2009).

Segundo Schneider et al. (2014), os animais parasitados, e eliminadores de um elevado
numero de ovos, passam despercebidos ao controlo estratégico e ndo sdo tratados em tempo
atil, aumentando a contaminagdo ambiental e consequentemente o risco de infecdo e reinfecdo
de outros animais.

Por conseguinte, é necessaria uma mudanca de estratégia no controlo parasitario dos equideos
(Nielsen, 2012).

A mudanca de paradigma do controlo parasitario envolve alteragdes profundas de conceitos.
As estratégias destinadas a manter os equideos livres de parasitas, com infecdo e transmissao
nulas, ddo lugar a novas estratégias baseadas na vigilancia do parasitismo com criteriosa
selecdo de tratamentos anti-helminticos especificos (Eysker et al., 2006; Van Wyk et al.,
2006; Becher et al., 2010; Nielsen, 2012; Menzel, 2013).

Aceitar que o parasitismo é um estado normal e natural para os hospedeiros, e que por ter
ocorrido uma coevolucdo ao longo de milhdes de anos os parasitas intestinais sdo parte da
fauna normal dos organismos que habitam o intestino dos hospedeiros (Catalano et al., 2014;
Haywar, et al., 2014), é mudar o paradigma do controlo parasitario (Nielsen, 2012).

O objetivo deixa de ser eliminar os parasitas e passa a ser manter niveis baixos de parasitismo
que ndo causem doenca ou perda de desempenho dos equideos. Por outro lado, os anti-
helminticos passam a ser usados de maneira a retardar o desenvolvimento de resisténcias,

preservando assim a eficacia dos compostos sintéticos existentes (Nielsen, 2012).
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Nielsen (2012) considera que o atual controlo parasitario baseia-se num principio simples mas
de concretizacdo complexa. Segundo o autor o atual desafio do controlo parasitario consiste
em elaborar uma estratégia holistica considerando que os equideos sdo hospedeiros de uma
fauna parasitaria complexa, composta por muitas espécies diferentes igualmente relevantes,
tanto do ponto de vista patogénico, como do potencial para adquirirem resisténcias.

As atuais estratégias de controlo parasitario tém o objetivo de tratar apenas o suficiente,
evitando tratamentos desnecessarios ou ineficazes (Nielsen, 2012; Matthews, 2014) e o
grande desafio consiste em saber veicular esta mensagem aos proprietarios de equideos, para
que haja aceitacdo e a adesdo necessaria a sua concretizacdo (Nielsen, 2012; Lester et al.,
2013; Relf et al., 2013; Stratford et al., 2014; Robert et al., 2014).

6.2.1. Controlo seletivo

Com o objetivo de resolver o problema da resisténcia anti-helmintica emergente, em
particular dos ciatostomineos, foi considerada uma nova abordagem de controlo
antiparasitario em equideos (Becher et al., 2010; Nielsen, 2012; Menzel, 2013). Com base na
experiéncia adquirida nas estratégias de tratamento em ruminantes (Kenyon et al., 2010) foi
proposto o controlo seletivo do parasitismo gastrintestinal em equideos considerando o valor
da contagem de ovos por grama de fezes (OPG) (Gomez & Georgi, 1991; Krecek et al., 1994;
Becher et al., 2010; Nielsen, 2012; Francisco et al., 2012).

Nielsen et al. (2010a), referem um estudo realizado na Universidade de Kentucky, em 693
cavalos com idades inferiores a dois anos, ao longo de 50 anos, que relaciona os resultados de
contagens fecais de ovos e de culturas de larvares com o nimero de nematodes observados. O
numero de ovos e larvas ndo teve correlacdo linear direta com a carga parasitaria observada
nos cavalos, no entanto os valores da contagem fecal de ovos de estrongilideos abaixo de 500
ovos por grama de fezes (OPG) corresponderam a uma contagem significativamente baixa de
nematodes adultos, e valores acima de 500 OPG corresponderam a contagens
substancialmente altas de nematodes adultos. Estes dados justificaram a deciséo de néo tratar
animais com valores entre 0 e 500 OPG e de tratar os animais com valores superiores a 500
OPG. Embora este estudo evidencie o valor limiar de 500 OPG, este resultado deve ser
interpretado com cautela ao ser aplicado em populacdes diferentes da que lhe deu origem.

De uma forma geral, o limiar de tratamento mais utilizado e aceite internacionalmente é 200

OPG, acima do qual é recomendado o tratamento do equideo com anti-helminticos (Krecek et
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al., 1994; Bowman et al., 2003; Nielsen et al., 2006a; Becher et al., 2010; Nielsen et al.,
2012a,b; Relf et al., 2013).

Trawford & Burden (2012), referem que o limiar de tratamento de 1000 OPG mostrou-se
eficaz no controlo seletivo de asininos adultos. Os autores referem que este limiar de
tratamento permitiu reduzir o nimero médio de tratamentos anti-helminticos de quatro para
uma vez por ano. No entanto, Lopes et al. (2015) e Melo-Franco et al. (2015) referem que
devera ser ponderada a utilizacdo do limiar de 500 OPG para o controlo parasitario, em
equinos e asininos, em Portugal.

Independentemente da espécie hospedeira, 0 parasitismo dispersa-se entre os individuos de
um rebanho (Relf et al., 2013; Wood et al., 2013). Molnar & Kassai (1994) e Nielsen et al.
(2006b), referem que apenas 20% dos equideos acolhem 80% da populacdo de estrongilideos.
Estudos recentes demonstram que a percentagem real de equideos, responsavel pela excre¢do
de 80% da carga parasitaria no ambiente € inferior a 20% da populagdo (Lester et al., 2013;
Relf et al., 2013).

O controlo seletivo permite identificar os animais eliminadores de elevada carga parasitaria
para 0 meio ambiente, que concentram os parasitas, e trata-los de forma seletiva, reduzindo o
nimero de tratamentos com anti-helminticos (Nielsen et al., 2006a; Becher et al., 2010;
Nielsen et al., 2014a).

Trawford & Burden (2012), referem que a monitoracdo frequentemente de asininos, realizada
em quatro semanas ao longo do ano, permite programas de tratamento individualizado e
reduzir a contaminacgdo da pastagem.

Deste modo, 0os nematodes parasitas dos equideos ndo tratados podem atuar como uma fonte
de reflgio relativamente a pressdo seletiva exercida pelos farmacos antiparasitarios (Van
Wyk, 2001; Bowman et al., 2003; Nielsen et al., 2006a; Van Wyk, 2006; Kenyon et al.,
2009).

Supde-se que 0 pequeno numero de nematodes resistentes sobreviventes ao tratamento dos
equideos possam ser rapidamente diluidos pelos parasitas em refdgio, levando a uma
acumulacao lenta na populacgdo de alelos genéticos que codificam para a resisténcia aos anti-
helminticos. Atualmente ndo existem estudos quantitativos que fundamentem esses
principios, no entanto, a monitorizacdo da excrecdo de ovos e a reducdo de tratamentos anti-
helminticos ao longo do tempo sdo a base dos programas de controlo mais responsaveis
(Madeira de Carvalho et al., 2014; Matthews et al., 2014). Todas as fases de desenvolvimento
parasitario, ndo expostas ao anti-helmintico na altura do tratamento, estdo em refdigio por néo
estarem sujeitas & pressdo de selecdo. Sendo considerados todos os estadios de

desenvolvimento exdgenos de estrongilideos (ovos, L1, L2 e L3) e larvas de ciatostomineos
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enquistadas na mucosa intestinal de equideos tratados com anti-helminticos sem atividade
larvicida (Nielsen et al., 2006a).

Atualmente o conceito de refligio é amplamente aceite e assume-se que desempenha um papel
central e muito importante na prevencdo do desenvolvimento de resisténcia anti-helmintica,
no entanto até ao momento ndo existem estudos quantitativos que fundamentem esses
principios (Eysker et al., 2006; Van Wyk et al., 2006; Matthews et al., 2014).

A adesdo ao controlo seletivo, com programas de tratamento dirigidos a equideos
eliminadores de elevada carga parasitaria para o meio ambiente, tem sido muito variavel entre
regides, paises e entre os diferentes sistemas de producdo (Relf et al., 2013; Robert et al.,
2014). No entanto, Lester et al. (2013) e Krecek et al. (2014), referem que sempre que seja
adotado o controlo seletivo, ocorre uma reducéo efetiva do uso de anti-helminticos, pelo que
existe um incentivo econdémico importante para o proprietéario/criador.

Apesar das recomendagOes constantes de mudanga para o controlo seletivo, aconselhadas
pelos parasitologistas durante as Gltimas décadas, os habitos dos proprietarios de equideos
permaneceram fieis aos principios dose/intervalo do controlo estratégico. Inquéritos
revelaram que, durante a década de 1990, no Reino Unido observou-se uma tendéncia geral
de seis tratamentos anuais (Earle et al., 2002), na Irlanda os equideos foram tratados em
intervalos de quatro a seis semanas durante todo o ano (O'Meara & Mulcahy, 2002) e em
Africa do Sul os equideos foram tratados anualmente entre cinco e sete vezes (Matthee et al.,
2002).

Na Europa, atualmente o controlo seletivo tem sido amplamente utilizado com sucesso em
varios paises como Alemanha, Dinamarca, Finlandia, Inglaterra, Holanda e Suécia (Duncan &
Love, 1991; Becher et al., 2010; Nielsen, 2012; Nielsen et al., 2012; Greite, 2013; Nielsen et
al., 2014c), tendo sido também usado em Portugal (Madeira de Carvalho et al., 2014) e em
Espanha (Francisco et al., 2012).

Vérios estudos documentam a utilizagdo de controlo seletivo em Africa do Sul (Krecek et al.,
1994; Krecek & Guthrie, 1999; Matthee et al., 2002b).

Nos Estados Unidos da América, muitos proprietarios de equideos estdo dispostos a mudar
para o controlo seletivo se houver evidéncia significativa da reducdo da ocorréncia de
resisténcias a anti-helminticos assim como dos riscos de saude para os animais (Robert et al.,
2014).

Os proprietarios de pequenas exploragdes, de animais utilizados em atividades de lazer, tém
aderido mais facilmente a gestdo de controlo seletivo do que as grandes coudelarias,
proprietarias de animais selecionados e diferenciados (Lester et al., 2013; Relf et al., 2013;

Stratford et al., 2014; Robert et al., 2014).
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Nielsen et al. (2006), Becher et al. (2010), Nielsen et al. (2012c,d), Pilo et al. (2012),
Studzinska et al. (2012) e Hertzberg et al. (2014) observaram um aumento da prevaléncia de
infegcdo por Strongylus vulgaris em exploragdes onde se reduziu a intensidade de tratamento
anti-helmintico ao longo de varios anos, pelo que os autores consideram que o controlo
seletivo podera aumentar a probabilidade de Strongylus vulgaris completar seu ciclo biologico
e potenciar o0 seu reaparecimento. Hertzberg et al. (2014) e Matthews (2014), consideram que

s80 necessarios mais estudos para avaliar esta possibilidade.

Métodos diagndsticos utilizados

As técnicas coproldgicas quantitativas de diagnostico parasitolégico, atualmente utilizadas no
controlo seletivo, sdo simples e baratas permitindo uma abordagem de tratamento mais
objetiva com a utilizacdo de anti-helminticos de espectro de acdo especifico, e evitando
desparasitacfes desnecessarias com anti-helminticos de espectros de acdo amplos (Madeira de
Carvalho, 2006).

As analises coproldgicas quantitativas, com contagem de ovos fecais, sdo fundamentais para o
controlo seletivo, no entanto ndo permitem fazer o diagndstico de género ou espécie. Por
existirem cerca de 60 espécies de estrongilideos parasitas de equideos domésticos com
diferentes potenciais patogénicos, a contagem de ovos pode nao ser suficiente para interpretar
a gravidade da infec&o. Por outro lado, quando é necessario um elevado nimero de analises,
estas podem tornar-se dispendiosas para o proprietario, muitas vezes mais caras do que o anti-
helmintico (Nielsen, 2012).

A cultura de ovos para obtencdo de larvas pode ser realizada, no entanto o método é
demorado, trabalhoso e requer um nivel de competéncia técnica elevado para a leitura das
amostras (Nielsen, 2012).

As analises coproldgicas também ndo permitem diagnosticar a fase pré-patente da infecdo
(Matthews, 2008). Devido ao longo periodo pré-patente, das varias espécies de estrongilideos,
e a ocorréncia de doenca grave causada pelas fases larvares, ha necessidade de utilizar
métodos de diagnostico que permitam detetar e quantificar os niveis de infecdo por estadios
imaturos destes parasitas (Matthews, 2014). Atualmente, alguns estudos procuram dar
resposta a necessidade de diagndstico precoce da estrongilose larvar avaliando a potencial
utilidade de alguns antigenios funcionarem como marcadores para o diagnostico da fase pre-
patente da infe¢do por ciatostomineos (McWilliam et al., 2010) e por Strongylus vulgaris
(Andersen et al., 2013; Nielsen et al.,, 2014d). Alguns testes ELISA (Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay) tém sido desenvolvidos com base na medi¢do dos niveis de 1gG sérica
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especifica para dois antigénios, presentes em larvas de terceiro e quarto estadio de
desenvolvimento de ciatostomineos (Dowdall et al., 2002, 2004; McWilliam et al., 2010).
Com este objetivo, também tém sido purificados antigénios de excrecdo/secrecdo de
ciatostomineos pela técnica de cromatografia liquida FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography) que tem mostrado bons resultados no diagndéstico de infe¢do assim como na
avaliacdo de tratamentos anti-helminticos (Paz-Silva et al., 2011b).

Testes de Immunoblotting e de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay mostram que 0
antigénio SvSXP de Strongylus vulgaris podera ser utilizado como marcador de diagnostico
da infecdo (Andersen et al., 2013; Nielsen et al., 2014d). Entretanto, na auséncia de testes de
diagnostico eficazes, recomenda-se que o0s tratamentos seletivos, dirigidos aos equideos
eliminadores de ovos, devem ser equilibrados e equacionados com os tratamentos estratégicos
com administracdo de anti-helminticos larvicidas, dirigidos aos estadios larvares indetetaveis

por analise coproldgica (Matthews, 2008; Hertzberg et al., 2014).

6.2.2. Controlo integrado e sustentavel

Apesar da mudanca gradual do controlo parasitario de estratégico para seletivo, atualmente a
prevaléncia de resisténcia a anti-helminticos € muito elevada, com evidéncia de resisténcias
em todas as classes de anti-helminticos disponiveis para uso em equideos (Lyons et al., 1999;
Molento et al., 2008; Trawford & Burden, 2012), pelo que existe uma forte motivacdo para
desenvolver estratégias de controlo integrado e sustentavel que ndo dependam exclusivamente
da utilizacdo de anti-helminticos sintéticos (Herd, 1998; Hinney et al., 2001; Krecek &
Waller, 2006).

Fatores como a resisténcia a anti-helminticos, a resiliéncia individual do animal as infecdes
parasitarias e a consciéncia ambiental, continuardo a justificar a mudanga da gestdo do
controlo parasitario. Juntamente com o tratamento, outros métodos de controlo tém sido
utilizados para diminuir a dependéncia em relacdo a utilizacdo de anti-helminticos (Krecek,
2014a). Algumas destas intervencbes incluem préticas que visam quebrar o ciclo de
transmissdo dos parasitas, prevenindo ou reduzindo a reinfecdo dos animais através da
pastagem. Métodos como a reducdo da contaminacdo da pastagem por remocdo de fezes,
gestdo da pastagem com rotacdo e pousio do pastoreio, assim como o controlo bioldgico e a
nutricdo estratégica, tém sido descritos por varios autores (Herd, 1998; Waller, 1999; Hinney
et al., 2001; Paraud et al., 2005; Krecek & Waller, 2006; Francisco et al., 2012; Krecek,

2014a).
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Matthee et al., (2002) e Nielsen (2012), referem que antes de surgirem os anti-helminticos
seguros e eficazes, 0 maneio da pastagem dirigido aos estadios de vida livre dos parasitas
manteve-se como a Unica opgao para o controlo da carga parasitaria nos equideos. No entanto,
0 aparecimento de resisténcias aos anti-helminticos permitiu uma nova abordagem a esse
conhecimento.

Herd (1986) demonstrou que a remocéo de fezes da pastagem duas vezes por semana foi mais
eficaz do que a terapia anti-helmintica na reducdo dos niveis de larvas de estrongilideos na
pastagem. Mais recentemente, o estudo de Corbett et al. (2014) concluiu que a limpeza da
pastagem, com remocéo fecal duas vezes por semana, consiste num método de controlo util
que permite reduzir significativamente a transmissdo de estrongilideos. Esses estudos
confirmaram que a remocdo de fezes da pastagem duas vezes por semana reduz
significativamente o nimero de ovos de estrongilideos eliminados pelas fezes de asininos em
pastoreio comum, verificando-se assim que essa pratica € uma ferramenta de gestdo Util para
reduzir o uso de anti-helminticos, diminuindo assim a pressao de selecdo e consequentemente
a resisténcia contra estes anti-helminticos.

E recomendada a remocdo de fezes em intervalos frequentes de forma a evitar o
desenvolvimento de larvas infetantes, do terceiro estadio de desenvolvimento (Ramsey et al.,
2004), visto que as larvas infetantes (L3) migram das fezes dispersando-se para a pastagem
(Matthee et al., 2002b). Em climas temperados quentes a remocao de fezes da pastagem duas
vezes por semanas € eficaz, mas o desenvolvimento exdgeno dos parasitas € mais rapido nas
regides tropicais e subtropicais (Ramsey et al., 2004), onde as larvas infetantes de
ciatostomineos podem desenvolver-se em menos de quatro dias (Nielsen et al., 2007).

O maneio da pastagem é particularmente importante na gestdo do controlo parasitario em
asininos. Como os asininos tém necessidades nutricionais diferentes dos restantes equideos,
em climas temperados tende-se a restringir o acesso a pastagem aumentando a densidade
animal por area de pastagem, sendo pratica comum utilizar 0,1 a 0,2 de hectare por animal
(Matthews & Burden, 2013). Como a prevaléncia e a intensidade do parasitismo estdo
diretamente relacionadas com a densidade dos hospedeiros (Patterson & Ruckstuhl, 2013), e 0
encabecamento € critico para o controlo do parasitismo em equideos (Madeira de Carvalho,
2001; Hutching et al., 2003), tais densidades podem significar uma contaminacdo elevada da
pastagem (Matthews & Burden, 2013). Embora os asininos sejam animais herbivoros
seletivos, quando fechados em pequenas areas, alteram o seu comportamento natural e passam
a alimentar-se junto ou dentro das areas de defecacdo, aumentando o risco de infecdo
parasitaria. Nestas condi¢cbes os asininos podem acumular um grande nUmero de

estrongilideos, que comprometem seriamente a sua saude (Kuzmina, 2012; Matthews &
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Burden, 2013; Relf et al., 2013; Matthews, 2008, 2014) sendo fundamental um maneio eficaz
da pastagem com remocao de fezes, duas vezes por semana (Patterson & Ruckstuhl, 2013).
Hébert et al. (2010) referem que a gestdo do estrume € importante para ndo haver
contaminacdo da pastagem. A compostagem devera atingir a temperatura minima de 50 a
70°C durante oito horas e mantida durante um periodo minimo de trés semanas para assegurar
a destruicdo dos ovos de helmintes.

Estudos na Austrdlia (Hutchinson et al., 1989) e no Texas, Estados Unidos da América
(Houston et al., 1984), avaliaram o papel de escaravelhos da familia Scarabaeidae na
sobrevivéncia dos estadios de vida livre de parasitas. Atualmente, os residuos fecais de alguns
anti-helminticos podem interferir com estes estudos provocando a morte dos escaravelhos
(Edward & Hoffmann, 2007). Por conseguinte, esta questdo deve ser tida em conta aquando
da implementacdo de uma abordagem integrada que vise explorar a atividade dos
escaravelhos e o uso de lactonas macrociclicas (Nielsen, 2012).

O estado vegetativo e biodiversidade floristica da pastagem permitem a existéncia de
condicGes ambientais, como humidade e temperatura, favoraveis ao desenvolvimento assim
como de permanéncia e viabilidade dos estadios exdgenos de estrongilideos (Ronchi &
Nardone, 2003). Lyons et al. (2000) referem que a lavoura das pastagens durante os periodos
de maior calor expde as larvas a dessecacdo contribuindo para uma diminuicdo da populacéo
das formas infetantes de estrongilideos.

Os ovinos e bovinos podem agir como aspiradores biologicos de parasitas de asininos, pelo
que a alternancia da pastagem com ruminantes pode diminuir os niveis de contaminacéo
ambiental de parasitas (Matthews & Burden, 2013; Matthews, 2014). Kuzmina et al. (2006),
referem que na Ucrania foi necessario utilizar ruminantes durante um periodo minimo de seis
meses para que houvesse uma reducdo efetiva da populacdo de estrongilideos na pastagem
utilizada por asininos.

O controlo biologico com fungos nematdfagos consiste numa medida eficaz no controlo da
contaminacdo ambiental por parasitas (Gortari et al., 2006; Madeira de Carvalho et al., 2011;
Dias et al., 2012; Madeira de Carvalho et al., 2012; Arias et al., 2013a), que pode ser
associada de forma sinérgica ao controlo com recurso a anti-helminticos de sintese (Braga et
al., 2009; Arias et al., 2013b). Os fungos nematdfagos sdo organismos indcuos para animais e
plantas que podem atuar como agentes ovicidas, predadores e endoparasitas. O género Mucor
tem a capacidade de quebrar a parede de ovos de helmintes, pelo que € ovicida e
frequentemente testado no controlo ambiental de ovos de helmintes (Gortari et al., 2006, Dias

et al., 2012; Arias et al., 2013a; Hernandez et al., 2015).
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Os géneros Arthrobotrys, Duddingtonia e Monacrosporium apresentam atividade predadora,
podendo capturar e destruir larvas infetantes de nematodes parasitas (Araujo et al., 2010; Paz-
Silva et al., 2011; Assis et al., 2012; Fernandes et al., 2012). Duddingtonia flagrans é um
fungo saprofita frequentemente encontrado em solos naturais e agricolas, que pode tornar-se
predador na presenca de larvas de nematodes (Scholler et al., 1999). Este fungo caracteriza-se
pela producdo de clamidosporios de paredes espessas que transitam pelo trato gastrointestinal
de herbivoros e sdo eliminadas intactos nas fezes, estabelecendo-se no ambiente com o
desenvolvimento de um sistema extensivo de hifas que capturam larvas de nematodes para
obter nutrientes (Fernandez et al., 1999). Pelas suas caracteristicas as espécies Duddingtonia
flagrans e Monacrosporium thaumasium tém sido usadas, um pouco por todo o mundo, no
controlo de larvas infetantes de ciatostomineos nas pastagens (Madeira de Carvalho et al.,
2007; Braga et al., 2011; Madeira de Carvalho et al., 2011; Paz-Silva et al., 2011a; Tavela et
al., 2011; Madeira de Carvalho et al., 2012). Araujo et al. (2012), e estes autores referem a
necessidade de se realizar estudos de campo com o objetivo de observar a eficiéncia de fungos
nematdfagos no controle ambiental de estrongilideos parasitas de asininos, de forma a
contribuir para uma abordagem integrada do controlo da estrongilose asinina.

A nutricdo estratégica baseia-se no conceito de que a alimentagdo é capaz de modular a
capacidade do hospedeiro resistir as infecdes. Kyriazakis & Houdijk (2006), referem que a
nutricdo melhorada em proteinas aumenta a resiliéncia dos ovinos, melhorando a sua
capacidade de resistir a infecdo parasitaria gastrointestinal, e que aumenta também a
resisténcia ao parasitismo, melhorando a resposta imunitaria dos ovinos de forma a limitar o
desenvolvimento da populacdo de parasitas gastrointestinais. Por outro lado a desnutricdo
pode diminuir a capacidade de resiliéncia e resisténcia as infecGes, aumentando o risco de
parasitose grave (Getachew et al., 2010). Kyriazakis & Houdijk (2006) consideram que a
imunonutricdo pode ser importante para uma estratégia de controlo parasitério eficaz.

As pastagens bioativas sdo compostas por plantas medicinais, associadas a efeitos benéficos
para a salde animal, que possuem metabolitos secundarios ou compostos anti nutricionais
associados ao sabor amargo e adstringente. Estes compostos, frequentes em grande parte da
flora, principalmente arbustos, protegem as plantas da predagdo dos animais (Barry et al.,
2001; Coop & Kyriazakis, 2001; Waller & Thamsborg, 2004) e mostram ter efeitos
antiparasitarios importantes (lgbal et al., 2002; Durmic & Blache, 2012; Scantlebury et al.,
2013).

Couto (2014), observa que a disponibilidade de plantas arbustivas, com elevado nivel de
taninos, na dieta de asininos em pastoreio, pode contribuir para a manutencdo de niveis de

parasitismo baixos.
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Kyriazakis (2001) observa que compostos antiparasitarios naturais presentes nas plantas que
constituem a dieta, podem exercer um efeito direto sobre a populacdo de parasitas
gastrointestinais. O estudo de Peachey et al. (2012) demonstrou eficacia de nove extratos de
plantas contra ciatostomineos parasitas de asininos. Os autores referem que os extratos de
Acacia nilotica, Allium sativum, Rumex abyssinicus e Carica papaya mostraram maior
eficacia, observando uma dose eficaz a 50% (ED-50) nos ensaios de eclosdo dos ovos e de
migracéo larval. Segundo os autores, existe evidéncia na literatura que estes extratos vegetais
mostram eficacia tanto in vitro como in vivo contra varias espécies de nematodes parasitas
gastrointestinais de outros hospedeiros, no entanto os autores observam que estas alternativas
de tratamento as infecdes por ciatostomineos, exigem uma investigacao mais aprofundada.

A grande variedade de medidas alternativas de controlo parasitario, observada nos Gltimos
anos, demonstra a atual importancia da reducdo do uso regular de anti-helminticos sintéticos
(Francisco et al., 2012, Corbett et al., 2014).

As atuais medidas de um controlo sustentavel revelam-se importantes pelo facto de nédo se
poder esperar uma reversdao da suscetibilidade aos anti-helminticos pelas populacGes de
nematodes, uma vez que estes ja se tornaram resistentes (Matthews, 2014) e pelo facto de ndo
ser espectavel que a industria farmacéutica desenvolva novas classes de anti-helminticos a
uma taxa mais rapida do que o desenvolvimento de resisténcia (Nielsen, 2012).

A alteracdo do método de controlo das parasitoses gastrointestinais em equideos para um
controlo baseado em evidéncias e suportado por melhores praticas clinicas, limitando o uso de
anti-helminticos e garantindo doses corretas, combinadas com o0 maneio da pastagem e
explorando ferramentas de diagndstico disponiveis, permitira prolongar a eficacia dos atuais
anti-helminticos até que novos compostos de sintese sejam desenvolvidos. No entanto, existe
a necessidade de estudos quantitativos, com evidéncia cientifica clara, para demonstrar a sua
eficacia (Francisco et al., 2012, Corbett et al., 2014; Matthews, 2014).

Krecek (2014a) refere que em muitas comunidades de Africa é frequente a remocéo das fezes
dos animais, atividade que por si s6 mostra alguma eficacia no controlo de parasitas. Segundo
a autora a combinacéo sinérgica de varias intervencdes tende a ser mais eficaz na gestdo do
controlo de parasitas gastrointestinais, sendo a tendéncia atual em préaticas sustentaveis do
controlo integrado a associagdo da quimioterapia seletiva, com o uso criterioso de anti-
helminticos, e a utilizacdo de fungos nemat6fagos ou a remocao fecal.

Matthee et al. (2002) observaram o impacto da combinacdo da remocéo fecal da pastagem
com o tratamento seletivo, com moxidectina. Os autores relataram uma reducéo na contagem
de ovos de estrongilideos parasitas de asininos de 350 para 200 OPG e uma reduc¢éo de 26869

para 6683 no numero de parasitas.
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Kaplan & Nielsen (2010) e Arias et al. (2013) referem a importancia da utilizacdo de
programas, de profilaxia e de desparasitacdo, ajustados e baseados em evidéncias
sustentaveis, em conjugacao com medidas de maneio, higiene e sanidade.

Independente da estratégia utilizada, € necessario o controlo adequado dos parasitas de forma
a manter um baixo risco de infecdo, pelo que é importante manter um programa de gestdo e
controlo parasitario rigoroso, regular e consistente (Schneider et al., 2014).

Krecek (2014a) observa que a melhor gestdo de controlo parasitario em asininos depende de

abordagens praticas, acessiveis, disponiveis e apropriadas.

6.3. Utilizacd@o de anti-helminticos em asininos

Os anti-helminticos atualmente disponiveis para equinos mostraram ser eficazes para asininos
(Crane et al. 2011; Matthews & Burden, 2013), no entanto, alguns medicamentos disponiveis
no mercado ndo estdo licenciados para uso em asininos. Por outro lado, a dose da substancia
ativa, de alguns medicamentos tendo sido formulada para equinos poderé ndo estar otimizada
para utilizacdo em asininos (Matthews & Burden, 2013)

A extrapolacdo das doses em asininos a partir das doses otimizadas em equinos esta
relacionada com o facto de serem equideos, no entanto existem diferencas fisioldgicas
relevantes que devem ser consideradas (Kreecek, 2014). Os asininos adaptaram-se a viver em
zonas &ridas e a prosperar com forragem de baixa qualidade, adaptacfes associadas a
diferencas fisioldgicas entre asininos, cavalos e poneis (Grosenbaugh et al., 2011). Estas
diferencas interespecificas, entre 0s asininos e equinos, podem interferir nos mecanismos
farmacodindmicos e na farmacocinética, alterando a distribuicdo, metabolizacdo e excrecdo
dos xenobidticos (Giorgi et al., 2015), pelo que o asinino ndo deve ser tratado como um
“pequeno equino” (Krecek, 2014).

A escolha do anti-helmintico e dos protocolos de desparasitacdo sdo decisdes, cada vez mais
importantes, que visam evitar tratamentos desnecessarios ou ineficazes (Matthews, 2014),
pelo que a escolha do anti-helmintico deve ser baseada em evidéncia clinica de doenca, assim
como no diagnostico etiologico, niveis de infecdo e eficacia do anti-helmintico (Matthews et
al., 2014).

Em alguns paises europeus como a Dinamarca, Suécia, Holanda e Finlandia houve restricdo
do uso de anti-helminticos, sendo necesséaria receita médica e diagnostico para cada
tratamento pelo que, desta forma, o médico veterinario passa a ser o0 Unico responsavel pela

escolha do anti-helmintico e estratégia de controlo utilizada (Nielsen, 2012).
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Em Portugal, Lopes (2014), verificou os equideos sdo desparasitados com ivermectina
(90,0%), moxidectina (3,0%), pamoato de pirantel (3,0%) e febendazol (1,5%). Varios autores
referem que a ivermectina, isolada ou em associacdo com praziquantel, tem sido a substancia
ativa mais utilizada no controlo parasitario de equideos no nosso pais (Madeira de Carvalho,
2001; Gersdo, 2005; Martins & Madeira de Carvalho, 2007; Frouco, 2012).

Os anti-helminticos disponiveis para uso em asininos no Reino Unido foram revistos por

Matthews & Burden (2013) e encontram-se referidos no Quadro 4.
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Quadro 4 - Anti-helminticos utilizados no tratamento de helmintoses em asininos (adaptado de Matthews & Burden, 2013).

Grupo de Composto Indicagdo Dose Modo de acéo Efeitos no parasita
anti-helmintico Via oral
Nematodes gastrointestinais Competidor dos recetores GABA Paralisia flacida
Ivermectina Dictyocaulus arnfieldi 0,2 mg/kg Interfere na transmissdo nervosa Inibicdo da ingestdo e
Lactonas Macrociclicas (Canais de Glutamato e Cloro) degluticdo
Nematodes gastrointestinais
Moxidectina* Dictyocaulus arnfieldi 0,4 mg/kg Idem Idem
Larvas de ciatostomineos
7,5 mg/kg Inibe 0 metabolismo energético com reducao
ou de ATP Morte do parasita por
Febendazol Nematodes gastrointestinais 7,5 mg/kg** (inibicdo da fumarase redutase e do exaustao
Benzimidazois durante transporte de glucose) Agente ovicida
5 dias Bloqueador da polimerizacdo da tubulina
Dictyocaulus arnfieldi
Triclabendazol* Fasciola hepatica 18 mg/kg Idem Idem
imaturo e adulto
Tetrahidropirimidinas Pamoato de pirantel Nematodes gastrointestinais 19 mg/kg Efeito colinérgico nos ganglios nervosos Paralisia espastica
Anoplocephala perfoliata 38 mg/kg
Pirazinoisoquinolonas Praziquantel* Anoplocephala perfoliata 2,5 mg/kg Alteracéo da permeabilidade da membrana Paralisia espéstica
Outros cestodes (Canais de Célcio)
Fasciola hepatica Desacoplamento da fosforilacdo oxidativa Morte por exaustdo e
Salicilanilidas Closantel* adulto 20 mg/kg Interferéncia na transmissdo de eletrGes e paralisia

sintese de ATP (mitocdndria)

* N&o licenciado para uso em asininos. Prescrito por CASCATA: http://www.vmd.defra.gov.uk/pdf/vmgn/VMGNotel5.pdf

** Tratamento para ciatostominose.
+ Existem elevados niveis de resisténcia de cistostomineos a este anti-helmintico, reportado em todo o mundo.




6.3.1. Resisténcias aos anti-helminticos

O controlo parasitario baseado em protocolos com tratamentos periddicos e sem recurso a
diagndstico de infe¢do ou evidéncia clinica, amplamente utilizado em equideos, terd permitido
selecionar alelos de resisténcia nas populacdes de nematodes (Kaplan & Nielsen, 2010).
Shalaby (2013), observa que a utilizacdo frequente do mesmo grupo de anti-helminticos,
assim como o uso frequente e continuo de um Unico anti-helmintico, o uso de doses sub-
6timas e o tratamento profilatico de animais domésticos em massa, sdo fatores que tém
contribuido para o desenvolvimento generalizado de resisténcias a anti-helminticos em
helmintes.

A ocorréncia da resisténcia de ciatostomineos aos benzimidazois e as tetrahidropirimidinas,
tem sido documentada um pouco por todo o mundo (Kaplan, 2004; Boulkaboul et al., 2006;
Traversa et al., 2007), sendo atualmente uma observagdo comum, em estudos de campo, a
resisténcia simultanea a ambas as classes de anti-helminticos (Kaplan et al., 2004; Traversa et
al., 2009, 2012). Fendémeno também observado em nematodes ndo estrongilideos,
nomeadamente Parascaris spp. e Oxyuris equi (Reinemeyer, 2012).

A resisténcia de ciatostomineos ao febendazol é frequentemente observada em muitas regides,
onde deixou de ser possivel utiliza-lo (Traversa et al., 2012; Lester et al., 2013; Relf et al.,
2014; Stratford et al., 2014).

Casos de resisténcia de nematodes dos equideos ao pirantel foram documentados em varios
paises, incluindo Inglaterra, Estados Unidos, Italia, Brasil, Suécia, Finlandia (Kaplan, 2002,
2004; Brazik et al., 2006; Comer et al., 2006; Osterman et al., 2007; Traversa et al., 2007b;
Lindgren et al., 2008; Néareaho et al., 2011; Canever et al., 2013; Lester et al., 2013; Nielsen
et al., 2013Db).

Em Portugal ndo existem muitos estudos sobre a eficicia dos anti-helminticos em equideos,
no entanto foram observadas resisténcias in vivo ao pamoato de pirantel e in vitro aos
benzimidazois desde a primeira década do novo milénio (Madeira de Carvalho, 2001;
Madeira de Carvalho et al., 2003).

Durante os Ultimos 30 anos, tem-se registado uma verdadeira dependéncia de ivermectina e
moxidectina, no controlo de nematodes em equideos e, surpreendentemente a resisténcia €
pouco frequente. Contudo varios estudos tém observado uma reducéo da eficacia das lactonas
macrociclicas (Boersema et al., 2002; Cobb, 2007; Slocombe et al., 2007; Lyons et al., 20009,
2011; Reinemeyer, 2012; Trawford & Burden, 2012; Lyons & Tolliver, 2013), com a
reducdo do periodo de reaparecimento de ovos ap6s O tratamento com ivermectina e

moxidectina (Von Samson-Himmelstjerna et al., 2009, 2007; Molento et al., 2008; Lyons et
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al., 2008, 2009, 2011; Rossano et al., 2010; Canever et al., 2013; Lyons & Tolliver, 2013;
Geurden et al., 2014; Relf et al., 2014).

Desde 1983, ano em que foi comercializada a ivermectina, ndo foram disponibilizados novos
anti-helminticos sintéticos (Nielsen, 2012), e segundo Nielsen et al. (2014b), ndo existem

novas classes de anti-helminticos a serem desenvolvidas no futuro proximo.
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7. MATERIAL E METODOS GERAIS

7.1. Localizagao dos ensaios

O Planalto Mirandés localiza-se no extremo Nordeste de Portugal Continental, na sub-regido
do Alto Tras-os-Montes (Gomes et al., 2005; PNDI, 2007; Preto & S&, 2007; Meirinhos,
2014). Este territorio, abrange os concelhos de Miranda do Douro, Mogadouro, Vimioso e
parte dos concelhos de Braganca, Freixo de Espada-a-Cinta e Torre de Moncorvo, e
corresponde ao espago entre os rios Sabor e Douro, que constituem as fronteiras naturais
ocidental e oriental, respetivamente. As elevacGes da Senhora da Luz, das Melgas e de
Mourigo, estabelecem o limite nordeste do territério mirandés, bem como a fronteira politica
de Portugal. A sul, a fronteira natural coincide com o limite sul/sudoeste do planalto de
Lagoaca/Fornos (Meirinhos, 2014).

A érea retangular deste territério € de 2089 quilometros quadrados, 62 quilémetros de
comprimento (norte/sul) por 40 quilémetros de largura (este/oeste), e encontra-se delimitada
pelos paralelos de 41°8’Norte e 41°47°Norte e pelos meridianos de 6°10°Oeste e 6°54°Oeste.
A norte e a este faz fronteira com a Comunidade Autonoma de Castilla-Ledn, a oeste com 0s
concelhos de Braganca, Macedo de Cavaleiros e Alfadega da Fé e a sul com Freixo de
Espada-a-Cinta e Moncorvo (Gomes et al., 2005; PNDI, 2007; Preto & S&, 2007; Meirinhos,
2014). A localizagéo dos ensaios encontra-se esquematizada na Figura 4.

Figura 4 - Localizacdo do Planalto Mirandés (adaptado de Meirinhos, 2014).

Odgano Atlantico

Espanha

MACEDO DE CAVALEIROS

URGA Espanha

Area de estudo

0 5 10
— km

SAO JOAO
DAPESQUEIRA

62



7.1.1. O Planalto Mirandés

7.1.1.1. Caracterizacdo geomorfologica

O Planalto Mirandés consiste num extenso planalto, que integra a Superficie Fundamental da
Meseta Ibérica, onde predominam zonas graniticas com 600 a 800 metros de altitude,
ocorrendo algumas zonas mais elevadas, acima dos 900 metros, na serra de Mourigo, no
extremo norte (Gomes et al., 2005; Lopez-Plaza, 2005; Meirinhos, 2014).

Os vales encaixados, o canhdo do rio Douro, os relevos residuais e as geoformas graniticas
sdo elementos geomorfoldgicos caracteristicos do Planalto Mirandés (Meirinhos, 2014).

A rede hidrografica do Planalto Mirandés apresenta um caracter bastante encaixado em vales
bastante profundos que contrastam com a superficie aplanada envolvente. Os encaixes sao
mais evidentes quando os rios correm em area graniticas, como exemplo do rio Douro que
forma um vale em canhdo, com escarpas abruptas superiores a 400 metros em alguns locais
(Gomes et al., 2005; Preto & Sa, 2007; Meirinhos, 2014). Quando os rios atravessam rochas
metamorficas, como o xisto, formam vales em V mais abertos (Meirinhos, 2014).

Os rios e ribeiras que constituem a rede hidrografica do Planalto Mirandés apresentam
padrdes de drenagem bem definidos. Os rios drenam preferencialmente de nordeste para
sudoeste, as ribeiras afluentes do rio Douro apresentam uma orientagdo preferencial de
noroeste para sudeste e as ribeiras que drenam para 0S outros rios, tém quase sempre uma
orientacdo de este para oeste (Meirinhos, 2014).

O clima influéncia o regime fluvial dos cursos de agua do Planalto Mirandés, sendo muito
dependentes da sazonalidade climéatica anual caracteristica desta regido. Durante o verdo, 0s
principais rios ficam com os seus caudais muito diminuidos e os cursos de agua menos
importantes interrompem 0 seu curso ou secam por completo. Nos anos mais secos 0s efeitos
do clima sdo mais evidentes do que nos anos mais chuvosos, altura em que 0s rios e ribeiras
apresentam caudais superiores. Pertencem a esta rede hidrografica os rios Angueira (afluente
do rio Macas), Macas (afluente do rio Sabor) e Sabor, afluente do rio Douro (Monteiro et al.,
2000; Meirinhos, 2014).
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7.1.1.2. Caracterizacao climatica

De acordo com Pocgas (2014), o clima da regido transmontana define-se como mediterraneo
temperado que, segundo Kdppen-Geiger é classificado como Csb por apresentar um clima do
tipo temperado, designado por C, em que a temperatura média do més mais frio oscila entre 0
e 18°C; do subtipo Cs, por existir um periodo marcadamente seco no verao, e Csb porque a
temperatura média do més mais quente é menor ou igual a 22°C e apresenta, pelo menos,
quatro meses com temperatura média superior a 10°C.

Segundo Costa et al. (1998), Tras-0s-Montes apresenta um bioma de clima temperado quente
e um tipo climético xérico arido mesomediterraneo acentuado.

Meirinhos (2014), refere que as classificagbes gerais do clima ndo contemplam as
especificidades locais, pelo que é necessaria uma analise com maior detalhe.

O Planalto Mirandés insere-se na Terra Fria Transmontana, que corresponde a zona de Tras-
os-Montes de menor influéncia atlantica, caracterizada pelas fortes amplitudes térmicas, com
verdes quentes e curtos e 0s invernos frios e longos. As precipitacdes ocasionais, de chuva ou
neve, variam com o relevo (Monteiro et al., 2000; Preto & Sa, 2007). Estes extremos
climéticos resultam da continentalidade assim como da morfologia e orientacdo do relevo da
regido, com clima classificado como temperado de influéncia continental (Meirinhos, 2014).
Correia & Martins (2012) referem um estudo do clima em Tras-os-Montes durante o periodo
de 1931 a 1980. Durante 49 anos, a estacdo meteoroldgica de Braganca, localizada na regido
da Terra Fria Transmontana a 41°49°N; 6°46°0, registou o aumento da temperatura média do
ar de 11,6 para 11,9°C associada a diminuicdo do nimero de dias com temperaturas negativas,
de 54 para 46,3 dias, e a0 aumento do nimero de dias com temperaturas superiores a 25°C, de
74 para 76,8 dias. Braganca também registou uma diminuicdo significativa da precipitacdo
total anual, de 972,1 para 741,1mm. A reducéo foi observada em 11 meses do ano, sendo mais
acentuada durante o més de janeiro, de 148,8 para 105,4mm. Segundo 0s autores, esta regido
de Trés-os-Montes acompanha a tendéncia geral que se manifesta em Portugal numa

aproximacdo dos invernos, menos rigorosos, com os verdes, menos quentes.

7.1.1.3. Caracterizacao floristica

O mosaico de habitats com lameiros, campos cultivados e bosques, confere a esta regido uma

elevada biodiversidade (Lopez-Plaza, 2005).
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7.1.1.3.1. Lameiros

Os lameiros sdo pastagens de montanha que terdo surgido durante a Idade Média, em
simultdneo com a fundacdo dos povoados de montanha. Estas pastagens seminaturais de
origem centenaria constituem um importante habitat e um valioso patriménio genético
floristico que se concentra nas regides mais montanhosas de Tras-os-Montes, normalmente a
cotas superiores a 700 metros. Os lameiros encontram-se em locais com elevada
disponibilidade hidrica e solos com elevado teor de matéria organica e textura fina que,
quando encharcados, tornam-se lamacentos, facto que tera originado a designacdo de
lameiros. O tradicional método de rega de lima, em que a dgua escorre de modo constante e
cobrindo toda a superficie do solo, é utilizado para promover a regulacao térmica do solo e da
vegetacdo, de modo a evitar ou reduzir os riscos de congelamento durante o inverno e
primavera e a facilitar a reentrada em atividade da vegetacdo na primavera. Desta forma, os
lameiros desempenham um papel determinante na regulacao do ciclo da 4gua e dos nutrientes
assim como na formacao e retencao do solo (Moreira et al., 2001; Pdcas, 2014).

Os lameiros sdo pastagens constituidas por vegetacdo espontanea e subespontanea, com uma
composicdo floristica muito dependente das condi¢Bes geoclimaticas e da intensidade de
pastoreio (Méndez & Aguiar, 2010; Couto, 2014).

De acordo com a disponibilidade hidrica, a composicdo floristica dos lameiros de regadio
apresenta maior biodiversidade de plantas de maior valor nutritivo do que a composi¢ao
floristica dos lameiros de sequeiro. Os lameiros com boa disponibilidade hidrica sdo
frequentemente compostos pelas espécies Holcus lanatus, Plantago lanceolata, Cynosurus
cristatus, Hypochaeris radicata, Poa trivialis, Dactylis gomerata, Trifolium pratense e
Trifolium repens. Os lameiros de sequeiro sao frequentemente compostos por Agrostis
castellana, Agrostis fouilladei, Trifolium dubium, Gaudinia fragilis e Arrhenetherum elatius

subsp. bulbosum (Moreira et al., 2001).

Pastoreio

O pastoreio controla o desenvolvimento vegetal, atuando como agente de manutencdo da
pastagem favorecendo o desenvolvimento das plantas mais desejaveis e a persisténcia de
espécies raras. A auséncia de pastoreio tem como consequéncia a perda de biodiversidade,
observando-se uma tendéncia para 0 aumento da percentagem de gramineas e consequente

diminuicdo de leguminosas (Méndez & Aguiar, 2010).
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Segundo Monteiro et al. (2000) e Moreira et al. (2001), nas zonas de planalto predominam os
cereais e forragens que sdo usados para pastoreio direto e para a producéo de fenos.

Os lameiros de feno sdo os mais frequentemente encontrados e utilizados em regime misto de
corte, para feno no fim da primavera ou inicio do verdo, e pastoreio durante o resto do ano.
Estes lameiros podem localizar-se junto a cursos ou nascentes de agua permanentes que
satisfazem as necessidades de rega durante todo o ano, ou préximos de linhas de a4gua néo
permanentes e insuficientes para satisfazer as necessidades da pastagem durante o verdo
(Moreira et al., 2001; Pocas, 2014).

Os lameiros de pastagem destinam-se unicamente ao pastoreio, sendo a base da alimentacéo
do gado autdctone durante o inverno e a primavera. Este tipo de lameiros é normalmente
constituido por mato de giesta, urze e carqueja e por pastagens pobres de sequeiro (Moreira et
al., 2001). A composicdo floristica dos lameiros de pastagem, onde se pratica o pastoreio
direto mais intensivo, é predominantemente composta por espécies menos ingeridas pelos
animais como Rumex crispus, Rumex obtusifolius, Rumex conglomeratus, Mentha suaveolens
e Brachypodium rupestre (Moreira et al., 2001; Pdcas, 2014).

Os lameiros sdo a base da alimentacdo do gado e estdo associados a criacdo de racas
autoctones como a Raca Ovina Churra Galega-Mirandesa, a Raca Bovina Mirandesa e a Raca
Asinina de Miranda (Monteiro et al., 2000; Méndez & Aguiar, 2010).

Segundo AEPGA (2015a), a composicdo floristica dos lameiros de pastagem pode ser
preservada com o pastoreio conjunto de ruminantes e asininos, por estes apresentarem
necessidades alimentares distintas. Os ruminantes domésticos preferem leguminosas e outras
plantas herbaceas de elevado valor nutritivo, no entanto Couto (2014) refere que 0s asininos
selecionam positivamente vegetacdo herbacea pouco nutritiva como a silva, a esteva, a giesta
e a carqueja. Monteiro et al. (2000) e Méndez & Aguiar, (2010) referem que desta forma é
possivel controlar o desenvolvimento vegetal e exercer um efeito positivo no maneio da

pastagem, melhorando a produtividade e qualidade das pastagens e fenos.

7.1.1.3.2. Campos cultivados

As culturas dominantes nas encostas sdo o olival, a vinha e a améndoa. No planalto
predomina o cultivo de cereais como trigo, aveia e centeio, em rotacdo com pousios (Lépez-
Plaza, 2005). A prética da agricultura extensiva de sequeiro, em regime de minifandio, faz-se

em exploracOes de média a pequena dimenséo, do tipo familiar (FAO, 2010).
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7.1.1.3.3. Bosques

Os bosques ocupam as zonas de altitude média, onde domina o carvalho negral (Quercus
pyrenaica) e o carvalho cerquinho (Quercus faginea) nas zonas mais temperadas. A azinheira
(Quercus ilex) predomina nos fundos dos vales e nas vertentes voltadas a sul. S&o comuns 0s
bosques densos, destacando-se 0s bosques endémicos de zimbro (Juniperus) que refugiam
mamiferos de grande porte como o cor¢o (Capreolus capreolus) e o javali (Sus scrofa ferus)
(Godinho-Ferreira, 2005; Lopez-Plaza, 2005).

7.2. Raga Asinina de Miranda

Os animais da Raca Asinina de Miranda conservaram as suas caracteristicas devido, em parte,
ao isolamento causado pela sua localizacdo geografica. Sdo animais adaptados as condicdes
geoclimaticas da Terra Fria Transmontana, do Planalto Mirandés (Samdes, 2000; Névoa,
2002).

Segundo Quaresma (2005), o norte do concelho de Miranda do Douro corresponde ao solar da
Raca Asinina de Miranda, no entanto Meirinhos (2014) refere que a area de dispersdo abrange
os concelhos de Miranda do Douro, Vimioso, Mogadouro e Braganga, como representado na
Figura 5.

Figura 5 - Localizagdo do solar da raca Asinina de Miranda e respetiva area de dispersdo
(adaptado de Meirinhos, 2014).
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7.2.1. Origem

O burro da Raca Asinina de Miranda descende de asininos domésticos do tronco europeu e
apresenta caracteristicas morfoldgicas e comportamentais muito semelhantes as da Raca
Asinina Zamorano-Leonesa (Aranguren-Mendez et al., 2002, 2004).

De acordo com Garcia (1999), esta raca espanhola da provincia de Zamora tera atravessado a
fronteira povoando a regido de Tras-os-Montes. Esta expansdo tera ocorrido ao longo de toda
a fronteira raiana, desde Rio de Onor até Mogadouro, no entanto foi melhor sucedida a norte
de Miranda devido ao facto de ndo existir a fronteira natural do rio Douro e de haver maior
proximidade entre as populacfes de ambos os lados da fronteira, com partilha de pastagens, o

que tera facilitado a troca de animais entre ambos os lados da fronteira.

7.2.2. Caracteristicas distintivas

Estes animais, vulgarmente conhecidos por Burros de Miranda, estdo perfeitamente adaptados
a Terra Fria do Planalto Mirandés, suportando facilmente as temperaturas extremas e as
grandes amplitudes térmicas caracteristicas desta regido transmontana (Garcia, 1999).
Segundo Samdes (2000) e Ndovoa (2002), o Burro de Miranda € um animal bem conformado,
corpulento e rastico, com mais de um metro e vinte de altura ao garrote. A cabeca é volumosa
com fronte larga e levemente concava na linha mediana, arcadas orbitarias muito salientes,
face curta de chanfro largo, canal entre-ganachas largo, labios grossos e fortes. As orelhas sdo
grandes, largas na base e arredondadas na ponta, e dirigidas para a frente. Com pescogo curto
e grosso e o dorso bem musculado, apresenta peitoral amplo com quilha saliente, térax
profundo, costado encurvado e ventre volumoso, garupa em ogiva mais elevada que o garrote.
Os membros sdo grossos de articulagGes volumosas que conferem andamentos de grande
amplitude, mas lentos e pouco ageis. Os membros séo providos de pélo abundante cobrindo
0s cascos e machinhos bem desenvolvidos. Com pélo lanudo grosso, comprido e abundante, o
Burro de Miranda apresenta uma pelagem castanha escura, com gradacdes mais claras nos
costados e face inferior do tronco. Os olhos e labios sdo rodeados por uma pelagem branca
caracteristica.

Os animais da Raca Asinina de Miranda possuem um temperamento de caracter ddcil, sébrio
e calmo (Samdes, 2000; AEPGA 2015b). S&o animais de excecional rusticidade, longevidade
e polivaléncia que, apesar de serem domesticados hé cerca de 5000 anos, ndo perderam a sua

personalidade e ndo mostram receio no contacto com os humanos (French, 1999; Samdes,
68



2000).

As caracteristicas destes animais encontram-se muito relacionadas com as suas funcdes e
utilizacdo, condicionando a sua preferéncia e escolha pelos criadores. A maioria dos
criadores, principalmente os idosos, prefere burros de baixa estatura, que sao mais faceis de
montar e de aparelhar. A populacdo idosa prefere as fémeas por serem mais doceis, mais
calmas e menos agressivas do que os machos. Os machos inteiros ndo sao, frequentemente,
utilizados por serem mais agressivos, terem mais forca e maior porte (Samdes, 2000).

As caracteristicas fisicas destes animais encontram-se também muito relacionadas com outras
razdes, de caracter subjetivo, pessoal ou do imaginario popular, resultantes do gosto popular

pela cor ou pelo comprimento do pélo dos asininos (Samdes, 2000).

7.3. Técnicas parasitologicas

Segundo Madeira de Carvalho (2001), técnicas parasitarias adequadas permitem realizar
estudos epidemioldgicos sobre o parasitismo intestinal por estrongilideos em equideos. As
andlises coproldgicas permitem conhecer o nivel de infe¢do e biodiversidade parasitaria no

hospedeiro, assim como técnicas adequadas permitem observar a contaminagdo ambiental.

7.3.1. Parasitismo e biodiversidade por técnicas coprolégicas

O procedimento de colheita da amostra fecal, a sua conservacao e envio ao laboratério, assim
como o0 seu processamento laboratorial podem condicionar o diagnostico coproldgico
(Bussiéras & Chermette, 1991; Taylor et al., 2007; Zajac & Conboy, 2012).

7.3.1.1. Colheita de fezes

A colheita de fezes para exame parasitologico pode ser individual ou em grupo e sempre que
possivel a partir da ampola rectal do animal. E facilmente realizada por palpacdo rectal nos
grandes animais, com o auxilio de luva obstétrica descartavel ou saco de plastico, com
lubrificante para reduzir o desconforto do animal (Foreyt, 2001; Zajac & Conboy, 2012).

A colheita da amostra fecal a partir do solo € menos recomendada do que a anterior e deve ser

realizada colhendo pequenas porcdes da superficie e do interior da matéria fecal recentemente
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emitida (Zajac & Conboy, 2012). A exposi¢cdo e permanéncia da amostra fecal as condicGes
ambientais pode, ndo sO alterar a sua composicdo como, permitir a sua invasao por
organismos coprdfagos de vida livre, que contaminam a amostra com ovos e larvas e ainda
permitir o desenvolvimento dos organismos parasitas presentes, alterando a sua viabilidade e
morfologia (Soulsby, 1986; Zajac & Conboy, 2012). As alteracdes morfologicas das formas
parasitarias presentes na amostra fecal podem dificultar um correto diagnostico parasitologico
(Taylor et al., 2007; Zajac & Conboy, 2012).

A colheita de fezes a um grupo de animais deve ser realizada de forma a se obter uma amostra
representativa. Segundo Soulsby (1986) e Zajac & Conboy (2012), devem ser colhidas
amostras a cerca de 10% dos animais, alguns dos quais doentes e outros saudaveis.

Segundo Soulsby (1986), em cada animal deve-se colher entre 50 a 100 gramas de fezes. No
entanto, e segundo 0 mesmo autor, sempre que possivel deve-se respeitar a indicacdo de 500
gramas de fezes para equideos.

7.3.1.2. Conservacao das fezes

Quando o diagnostico parasitologico ndo pode ser realizado logo apos a defecacdo, a amostra
fecal deve ser acondicionada e conservada (Thienpont et al., 1986).

A amostra pode permanecer no interior da luva ou saco de plastico, utilizados na recolha, ou
pode ser transferida para um frasco de vidro ou de plastico com tampa hermética. O recipiente
que acondiciona a amostra fecal deve ser estanque e impermeavel, ndo deve ser nunca de
material poroso como cartdo ou madeira, de forma a impedir a desidratacdo da amostra com
consequente alteracdo das formas parasitarias (Taylor et al., 2007; Zajac & Conboy, 2012).

A amostra fecal deve permanecer sem ar, de forma a atrasar o desenvolvimento das formas
parasitarias (Bussiéras & Chermette, 1991).

A conservacdo temporaria da amostra fecal por refrigeracdo, entre 4 a 5°C, permite
interromper o desenvolvimento das formas parasitarias sem as inviabilizar, podendo ocorrer a
retoma do seu desenvolvimento em laboratério (Bussiéras & Chermette, 1991; Zajac &
Conboy, 2012).

Para atrasar ou mesmo interromper o desenvolvimento das formas parasitarias presentes numa
amostra fecal é necessario acondiciona-la em recipiente hermético e refrigera-la a temperatura
de 4 a 5°C (Bussiéras & Chermette, 1991; Taylor et al., 2007). Com este procedimento é
possivel conservar as formas parasitarias durante uma semana sem se observar alteracdes

morfoldgicas consideraveis (Kassai, 1999).
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A conservacao definitiva das fezes com recurso a liquidos fixadores, como etanol a 70% e
formaldeido a 10%, ndo permite o desenvolvimento posterior das formas parasitarias. Deste
modo quando se pretende identificar parasitas por coprocultura a conservacao definitiva ndo
deve ser utilizada (Bussiéras & Chermette, 1991; Zajac & Conboy, 2012).

7.3.1.3. Envio da amostra fecal ao laboratério

A amostra fecal deve ser enviada ao laboratorio perfeitamente acondicionada, conservada e
corretamente identificada com a data, nimero e origem da colheita (Zajac & Conboy, 2012).

A amostra deve ser acompanhada por um relatério com todas as indica¢fes importantes para
um correto diagnostico laboratorial (Thienpont et al., 1986). Os dados sobre o animal, o
proprietario, 0 médico veterinario assistente, a localidade, a doenga ou parasitose suspeita,
assim como o numero de animais afetados ou mortos, sintomas e lesGes, podem ser

importantes para a realizacdo de um correto diagnostico coprologico (Zajac & Conboy, 2012).

7.3.1.4. Procedimento geral dos exames fecais

Independentemente do procedimento laboratorial a desenvolver, é necessério respeitar as
regras basicas de higiene de forma a diminuir a disseminacdo de formas parasitéarias para o
meio ambiente (Bussiéras & Chermette, 1991).

Em helmintologia, a coprologia recorre frequentemente a observacao direta da amostra fecal
assim como a identificacdo morfoldgica das formas parasitarias como ovos, larvas e parasitas
adultos. Deste modo o conhecimento da sua morfologia é necessario para um correto

diagnostico parasitolégico direto (Taylor et al., 2007; Zajac & Conboy, 2012).

7.3.1.4.1. Exame macroscépico

O exame macroscopico das fezes pode auxiliar e orientar o diagnostico parasitoldgico. A
aparéncia geral das fezes, a sua consisténcia e cor devem ser normais para 0 hospedeiro em
causa (Taylor et al., 2007). A alteracdo destas caracteristicas pode indicar alguma infecédo
parasitaria (Zajac & Conboy, 2012). O exame macroscopico das fezes permite realizar o

diagnéstico parasitologico direto avaliando a presenca de parasitas adultos ou fragmentos
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destes na amostra de fezes, nomeadamente larvas de Gasterophilus spp., proglotes ou adultos
de Anoplocephalidae, larvas L4 e adultos de Cyathostominae (Bussiéras & Chermette, 1991;
Zajac & Conboy, 2012).

7.3.1.4.2. Exame microscopico

A identificacdo das formas parasitéarias cujas dimensdes sdo inferiores ao limite de resolucao
do olho humano, como ovos e larvas de helmintes, sé é possivel por observacdo microscopica
das fezes (Bussiéras & Chermette, 1991).

Fezes frescas

O exame microscopico direto das fezes frescas, em preparactes lamina-lamela, permite fazer
um diagnostico parasitologico correto, no entanto este exame coprolégico apresenta uma
baixa sensibilidade pela ocorréncia frequente de resultados falsos negativos. O facto de se
observar uma pequena amostra fecal numa preparagdo microscopica com muito residuo, na
qual se encontram diluidas as formas parasitarias, dificulta o correto diagnostico

parasitoldgico (Bussiéras & Chermette, 1991; Zajac & Conboy, 2012).

Exames fecais de concentracéo ou enriquecimento

Os exames fecais de concentracdo ou enriquecimento sdo os mais frequentemente utilizados
em coprologia veterinaria (Zajac & Conboy, 2012).

Estes exames permitem separar as formas parasitarias dos constituintes fecais e concentra-las
de modo a facilitar a sua observagdo. Para suspender e separar 0s constituintes fecais €
necessaria a utilizacdo de uma solucdo que permita diluir a amostra fecal. Ap6s obter uma
suspensdo fecal é possivel estratificar os constituintes de acordo com as suas densidades ou
gravidade especifica. Esta estratificacdo pode ser lenta, devido apenas a a¢do da forca da
gravidade, ou rapida com a aplicacdo de uma forcga centrifuga. A centrifugacdo permite uma
melhor separacdo entre as formas parasitarias e 0s restantes constituintes fecais, aumentando a
sensibilidade dos métodos, sendo particularmente importante quando o numero de formas
parasitarias € muito baixo ou quando se utilizam solugdes viscosas que atrasem a separagao

dos varios constituintes fecais (Taylor et al., 2007; Zajac & Conboy, 2012).
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Quando nao € possivel centrifugar e ndo se pretende uma diminuicdo da sensibilidade do
exame fecal, é frequente utilizar uma maior amostra fecal ou um periodo de repouso mais
longo (Zajac & Conboy, 2012).

Os exames fecais de concentracdo mais frequentemente utilizados baseiam-se na
sedimentacdo ou na flutuacdo das formas parasitarias (Bussiéras & Chermette, 1991; Zajac &
Conboy, 2012).

Métodos de sedimentacéo

Os métodos de sedimentacdo utilizam solucdes diluidoras menos densas do que as formas
parasitarias e mais densas do que os restantes constituintes fecais. A diluicdo da amostra fecal
em agua, solucdo com gravidade especifica de um, permite a sedimentacdo de formas
parasitarias mais densas e a flutuacdo dos restantes constituintes fecais, menos densos do que
a agua. As formas parasitarias concentram-se no sedimento de onde sdo facilmente
recuperadas e observadas (Zajac & Conboy, 2012). Estes métodos de sedimentacdo séo
frequentemente utilizados para pesquisa de ovos de trematodes, cuja densidade € superior a
1.4, sendo os ovos de nematodes e cestodes, de densidade inferior a 1.2, frequentemente
observados em métodos de flutuagdo (Thienpont et al., 1986).

Métodos de flutuacao

Os métodos que se fundamentam na flutuacéo utilizam solugdes mais densas do que as formas
parasitarias e menos densas do que os restantes constituintes fecais de modo a estratifici-los e
separd-los de acordo com a gravidade especifica. Deste modo as formas parasitarias
concentram-se a superficie da mistura fecal, de onde podem ser facilmente recuperadas e
observadas por microscopia, e 0s restantes constituintes fecais sedimentam (Zajac & Conboy,
2012).

As solucgdes de flutuagdo podem ser escolhidas de acordo com a sua gravidade especifica e
composicdo. As solucbes mais frequentemente utilizadas em métodos de flutuacédo
compreendem limites de gravidade especifica entre 1.10 e 1.35, a 20°C (Kassai, 1999; Zajac
& Conboy, 2012). Solugdes de flutuacdo com gravidade especifica entre 1.10 e 1.20 permitem
a flutuacdo de uma grande variedade de formas parasitarias, como ovos e larvas da maioria
dos nematodes e ovos de cestodes (Bussiéras & Chermette, 1991; Foreyt, 2001; Taylor et al.,
2007). A flutuacédo de ovos de trematodes s6 é possivel com solugbes muito densas, com 1.30
a 1.35 de gravidade especifica (Taylor et al., 2007). O aumento da gravidade especifica da

solucdo promove a flutuagéo de mais constituintes fecais e aumenta o risco de deformacao das
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formas parasitarias, dificultando a sua observacdo (Figura 6) (Foreyt, 2001; Zajac & Conboy,
2012).

Figura 6 - Efeito da gravidade especifica na flutuacdo dos ovos (Foreyt, 2001).
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As solucdes de flutuacdo utilizadas em parasitologia veterinaria incluem solucéo de agucar a
1.20 e 1.25 de gravidade especifica e vérias solu¢des salinas como solucBes de Nitrato de
Sédio (NaNOg) a 1.20 e 1.30, Sulfato de Zinco (ZnSO,) a 33% com 1.18 de densidade,
Cloreto de Sdédio (NaCl) a 1.20 e Sulfato de Magnésio (MgSO,) a 1.32 (Kassai, 1999; Zajac
& Conboy, 2012).

Kassai (1999) considera que a solucdo de flutuacdo de agucar permite uma boa separacdo
entre 0s constituintes fecais, cristaliza lentamente e mantém as formas parasitarias sem
alteracGes morfologicas durante alguns dias. Segundo Thienpont et al. (1986), as solucGes
salinas sdo preferiveis a solucdo de aclcar devido a menor viscosidade e ao maior periodo de

conservacao.

7.3.1.4.3. Coprologia qualitativa

Os exames fecais qualitativos sdo os mais frequentemente utilizados em coprologia
veterindria e permitem avaliar a ocorréncia de infecdo parasitaria pela presenca de formas
parasitarias nas fezes. A presenca de apenas uma forma parasitaria permite concluir que o

animal se encontra parasitado (Foreyt, 2001).
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Limitacdes

O exame coproldgico qualitativo é negativo quando ndo se observa, pelo menos uma forma
parasitaria na amostra fecal analisada, contudo um resultado negativo isolado ndo permite
concluir a auséncia real de infecdo (Foreyt, 2001).

As formas parasitarias podem ndo ser observadas se ocorrerem em nimero muito baixo, se a
andlise coproldgica for efetuada durante a fase pré-patente da infecdo, periodo em que ainda
ndo h& eliminagdo de formas parasitarias para o exterior, se a analise for realizada durante a
fase de hipobiose, em que ha uma paragem no desenvolvimento dos estadios larvares, ou se
existirem apenas parasitas machos (Taylor et al., 2007; Zajac & Conboy, 2012).

Os varios métodos utilizados em coprologia qualitativa permitem realizar diagnésticos de
rotina observando a presenca ou auséncia de infecGes parasitarias mas ndo permitem estimar o

grau de infecdo parasitaria (Foreyt, 2001; Zajac & Conboy, 2012).

7.3.1.4.4. Coprologia quantitativa

A maioria dos exames coproldgicos quantitativos sdo também exames fecais de concentracéo,
de flutuacdo ou de sedimentacdo das formas parasitarias, e permitem o diagndstico de
parasitismo assim como determinar o ndmero de ovos por grama de fezes (OPG) e
consequentemente estimar o nivel de infe¢do parasitaria (NIP) (Taylor et al., 2007; Zajac &
Conboy, 2012). Desta forma a coprologia quantitativa permite orientar um diagndstico
clinico, auxiliar na escolha da terapéutica, controlar a eficacia do tratamento e ainda estudar o
ciclo de vida dos parasitas (Zajac & Conboy, 2012).
A mensuracgéo do peso de fezes e do volume de solugéo diluente utilizados permite comparar
os resultados obtidos pelos diferentes métodos quantitativos e pelos diferentes manipuladores
ou laboratorios (Bussiéras & Chermette, 1991).
Segundo Soulsby (1986), a interpretacdo dos métodos quantitativos deve ser cuidada e
individual por haver multiplos fatores condicionantes. Embora pouco objetiva, a avaliagdo dos
resultados destes métodos permite determinar o limiar a partir do qual a infecdo parasitaria
passa a doenca parasitaria ou parasitose. Desta forma, na contagem de ovos de estrongilideos
intestinais, valores inferiores ou iguais a 500 OPG sugerem a ocorréncia de uma infecdo
parasitaria leve; entre 800 e 1000 OPG uma infecdo moderada, a partir da qual o animal
manifesta sintomatologia; e entre 1500 a 2000 uma infecdo grave.
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A experiéncia mostra que em geral o nivel de infecdo parasitaria é fraco para valores
inferiores a 500 OPG, medio entre os 500 e 1000 OPG, forte quando os valores sdo superiores
a 1000 OPG (Madeira de Carvalho et al., 2003).

Segundo Bussiéras & Chermette (1991) e Nielsen et al. (2010b), o tratamento antiparasitario,
dos equinos parasitados por estrongilideos intestinais, deve ser realizado a partir de 500 OPG.
Soulsby (1986) e Trawford & Burden (2012), consideram o tratamento para valores iguais ou
superiores a 1000 OPG.

No entanto varios autores tém recomendado o tratamento quando os valores sdo superiores a
200 OPG, embora este limiar seja bastante baixo para a maioria das contagens de ovos em
equideos, podendo concorrer para desparasitacbes mais frequentes, logo para uma maior
possibilidade de resisténcia aos anti-helminticos (Krecek et al., 1994; Bowman et al., 2003;
Becher et al., 2010; Nielsen et al., 2012c; Relf et al., 2013).

Foreyt (2001) considera esta avaliagdo pouco objetiva visto que a manifestacdo de
sintomatologia depende de muitos fatores relacionados com o hospedeiro, 0 parasita e 0 meio

ambiente.

Limitacdes

Os limites da coprologia quantitativa sdo inerentes ao préprio fendmeno do parasitismo e a
complexidade das relacdes estabelecidas entre o hospedeiro, o parasita e 0 meio ambiente
(Zajac & Conboy, 2012). Ainda ndo ha valores que contemplem estas variaveis na
interpretacdo dos resultados dos exames coproldgicos quantitativos (Kassai, 1999; Zajac &
Conboy, 2012).

Segundo Soulsby (1986), para esta interpretacdo complexa e multifatorial ser util é necessario

individualiza-la considerando sempre os dados clinicos do animal parasitado.

Os fatores que fazem variar a quantidade de ovos emitidos nas fezes do hospedeiro podem
interferir de forma significativa com os resultados dos métodos quantitativos (Foreyt, 2001).
Segundo Zajac & Conboy (2012), as flutuacBes sazonais, quotidianas ou horérias, do ciclo de
postura de ovos encontram-se relacionadas com multiplos fatores como a biologia do parasita,
a imunidade do hospedeiro e o clima.

Os estados nutricionais e imunitarios, que conferem resisténcia ou vulnerabilidade do
hospedeiro a infecdo, podem influenciar de forma negativa ou positiva a ovulagdo do parasita
fémea. A resisténcia do hospedeiro pode diminuir ou anular a producdo de ovos e a depressao

imunitaria do hospedeiro podem fazer aumentar o nimero de ovos por postura (Foreyt, 2001).
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As infecBes parasitarias podem causar doenca sem haver eliminacdo de ovos para 0 meio
exterior. As formas imaturas dos parasitas podem ser altamente patogénicas e nao eliminam
ovos pelas fezes (Kassai, 1999; Foreyt, 2001).

Séo frequentes infecBes parasitarias mistas em que Vvarias espécies apresentam associagoes
entre si (Bucknell et al., 1996; Matthews, 1998; Anjos & Rodrigues, 2006; Zajac & Conboy,
2012).

Algumas formas parasitarias como ovos de estrongilideos s&o dificeis de diferenciar entre si e
representam varias espécies com potenciais bidticos e patogenicidades diferentes. Assim, um
estrongilideo muito fecundo mas de baixa patogenicidade pode aumentar muito a contagem
de ovos e condicionar a interpretacdo do diagnostico. Por outro lado, a auséncia ou a presenca
de um pequeno nimero de ovos ndo significa necessariamente que o hospedeiro ndo sofra de
uma helmintose, um estrongilideo muito patogénico pode ficar mascarado sob uma contagem
relativamente baixa (Kassai, 1999; Foreyt, 2001).

A quantidade de fezes emitida afeta de forma inversa o nimero de ovos por unidade de peso.
A contagem de ovos por unidade de peso diminui com o aumento do volume de fezes
emitidas diariamente pelo hospedeiro (Thienpont et al., 1986).

Os procedimentos de recolha, conservacdo e processamento da amostra fecal devem ser
considerados na interpretacdo dos resultados dos métodos quantitativos (Zajac & Conboy,
2012). Erros de amostragem relacionados com a distribuicdo heterogénea das formas
parasitarias nas fezes devem ser evitados com uma correta técnica de recolha e
homogeneizacdo da amostra (Kassai, 1999).

A consisténcia da amostra fecal deve ser considerada na interpretacdo dos resultados visto que
as fezes liquidas apresentam uma maior dispersdo das formas parasitarias do que as fezes
secas (Soulsby, 1986). Segundo 0 mesmo autor a contagem do nimero de ovos por grama de
fezes pode ser corrigida ajustando o peso de fezes a sua consisténcia, desta forma e para o
mesmo volume de solucédo diluente utilizar duas gramas de fezes normais, duas gramas e meio
de fezes ligeiramente moles, trés gramas de fezes moles, cinco gramas de fezes muito moles e

sete gramas de fezes liquidas.
Os métodos quantitativos apresentam uma baixa sensibilidade visto que apenas permitem

determinar valores iguais ou superiores a 50 OPG. Para valores inferiores a 50 OPG a maioria

dos métodos quantitativos de rotina ndo dao resposta eficaz (Zajac & Conboy, 2012).
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Método de McMaster modificado

O método de McMaster modificado € um método simples de contagem de ovos que utiliza
uma camara de contagem formada por duas ldaminas, uma superior e outra inferior, separadas
por um milimetro e meio uma da outra (Figura 7). A lamina inferior constitui o fundo e, a
lamina superior o teto da camara. A lamina superior apresenta dois quadrados gravados na sua
fase inferior, cada um com dez milimetros de lado. Cada quadrado constitui huma area ou
célula de contagem e apresenta uma grelha de contagem. Cada célula de contagem, com
100mm? de area e 1,5mm de altura, apresenta um volume total de 150mm? (0,15ml). Como
uma camara de contagem apresenta duas células de contagem o volume total é de 0,30ml
(Kassai, 1999; Zajac & Conboy, 2012).

Figura 7 - Camara de contagem McMaster (Adaptado de Bussieras & Chermette, 1991).
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E possivel utilizar uma grande variedade de solucdes de flutuacdo, salinas ou de aclcar. A
mistura do material fecal com a solucdo diluente escolhida deve ser feita de forma a obter
uma suspensdo fecal, sendo esta técnica de homogeneizacdo responsavel, em grande parte,
pelo éxito do método (Thienpont et al., 1986; Zajac & Conboy, 2012).

A relacdo entre o peso de fezes e o volume de solucdo de flutuacdo deve ser constante e de um
grama de fezes para 14 mililitros de solucdo, perfazendo 15 mililitros de volume total de
suspensdo fecal (Kassai, 1999). Ao aumentar o peso de fezes utilizado aumenta-se também e
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em igual propor¢cdo o volume da solucdo de flutuacdo, como por exemplo, ao utilizar duas
gramas de fezes diluidas em 28 mililitros de solucéo de flutuacdo perfaz-se um volume total
de 30 mililitros de suspenséo fecal (Zajac & Conboy, 2012).

A suspensdo fecal pode ser filtrada, através de um tamis de malha larga, para eliminar as
particulas fecais de maior diametro e facilitar a sua transferéncia para a camara de McMaster
(Foreyt, 2001; Zajac & Conboy, 2012).

Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, transferir a suspensao fecal de forma a encher as
duas células de contagem sem formar bolhas de ar. A presenca de ar nas células de contagem
altera o volume de contagem (Bussiéras & Chermette, 1991).

A camara de McMaster é colocada sobre a platina de um microscopio 6tico e deixa-se
repousar durante alguns minutos antes da observacdo microscopica. Durante este periodo de
repouso ocorre a separacdo das formas parasitarias dos detritos fecais. Os ovos flutuam e
aderem na fase inferior da lamina superior da cdmara e os detritos fecais sedimentam sobre a
lamina inferior da camara (Kassai, 1999).

A observacdo microscopica deve ser realizada com baixa ampliacdo, a 40 ou 100 vezes, e
focando a fase inferior da lamina superior onde se encontra gravada a grelha de contagem e se
pode identificar e contar as formas parasitérias (Thienpont et al., 1986).

A contagem das formas parasitarias deve ser metddica de forma a evitar erros. Todas as
formas parasitarias que se encontrarem dentro dos limites da grelha de contagem devem ser
contadas e as que se sobrepuserem aos limites devem ser consideradas de acordo com o
método de contagem que se adotar. De acordo Zajac & Conboy (2012) devem ser contadas as
formas parasitarias que se encontrarem sobre os limites superior ou inferior, direito ou
esquerdo e devem ser ignoradas as restantes.

A contagem deve ser diferenciada de forma a separar as diferentes formas parasitarias por
grupos, generos ou espécies de parasitas (Foreyt, 2001; Zajac & Conboy, 2012).

Para calcular o nimero de ovos por grama de fezes (OPG) é necessario considerar que em 30
mililitros de suspensdo fecal encontram-se duas gramas de fezes e que sdo contados 0S 0vos
existentes em apenas 0,30ml, volume das duas células da cdmara de McMaster. Sabendo que
0,30ml sdo apenas 1/100 dos 30ml da suspensdo fecal, para o célculo de OPG é necessario
multiplicar o fator de corre¢do 100 ao numero de ovos contados e dividir por dois. Porém,
multiplicar por 100 e dividir por dois é equivalente a multiplicar por 50 (Zajac & Conboy,
2012).

Desta forma, segundo Thienpont et al. (1986), para calcular o OPG € necessario multiplicar o
namero de ovos contados, nas duas celulas de contagem da cAmara de McMaster, pelo fator

de correcdo 50, ou a média de ovos contados é necessario multiplicar o fator de corregdo 100.
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Zajac & Conboy (2012) referem que a média do nimero de ovos contados, em ambas as
células de contagem, € um valor que representa um desvio padrdo medio inferior a 25% pelo
que é recomendado para o calculo de valores corretos de OPG.

O método de McMaster modificado apresenta uma baixa sensibilidade visto que apenas
permite determinar valores iguais ou superiores a 50 OPG (Kassai, 1999; Foreyt, 2001; Zajac
& Conboy, 2012). Para aumentar a sensibilidade deste método é necessario aumentar a
concentracdo da suspensdo fecal diluindo, por exemplo, quatro gramas de fezes em 26
mililitros de solugdo de flutuacdo o valor do limiar passa de 50 para 25 OPG (Zajac &
Conboy, 2012).

7.3.1.5. Coprocultura

Segundo Foreyt (2001), as semelhangas morfoldgicas dos ovos dos diferentes estrongilideos
parasitas gastrintestinais dificultam a sua diferenciacdo e quando ndo € possivel um
diagndstico diferencial, do género ou da espécie, a partir da sua observacdo morfoldgica pode-
se recorrer a coprocultura.

A coprocultura é uma técnica coprologica laboratorial que permite diagnosticar os varios
géneros e espécies de nematodes parasitas de ciclo monoxeno, pela observacdo morfologica
das larvas do terceiro estddio de desenvolvimento (Bussiéras & Chermette, 1991; Foreyt,
2001). Esta técnica consiste em proporcionar as condi¢des ideais de temperatura, humidade,
oxigenacdo e pH para o desenvolvimento das formas parasitarias. O ovo embriona e
desenvolve-se a larva do primeiro estadio de desenvolvimento (L1) que eclode e continua o
desenvolvimento no meio ambiente para o segundo (L2) e posteriormente para o terceiro (L3)
estadio de desenvolvimento, estddio infetante. As larvas do terceiro estadio de
desenvolvimento sdo morfologicamente estaveis, uma vez que o seu desenvolvimento
posterior s6 ocorre apés a infecdo do hospedeiro definitivo adequado, e permitem o
diagnostico de genero ou de espécie através dos seus caracteres morfoldgicos (Soulsby,
1986).

A identificacdo das larvas infetantes dos estrongilideos parasitas de equideos é indispensavel
para 0 estudo da sua biologia e patogenia, assim como para ajustar a terapéutica adequada
(Madeira de Carvalho, 2001).
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7.3.1.5.1. Cultivo de fezes

Para que a cultura de fezes tenha éxito & necessario considerar alguns principios gerais
comuns a todos os métodos de coprocultura (Zajac & Conboy, 2012). Os cuidados com a
colheita de fezes, conservacdo e envio para o laboratorio assumem uma grande importancia
para esta técnica (Soulsby, 1986).

A amostra fecal a utilizar deve ser friavel e himida, para o efeito é necessario homogeneizar a
amostra de forma e incorporar ar e acertar a sua humidade. Se a amostra de fezes estiver
muito seca deve-se adicionar dgua de forma a ficar himida, mas ndo aquosa, e se estiver
muito liquida deve-se adicionar um suporte neutro para aumentar a sua consisténcia e
oxigenacdo. O material ou suporte usado deve ser estéril e conferir uma consisténcia
esponjosa e porosa a mistura. S8 exemplos o carvdo vegetal, fezes de cavalo esterilizadas,
turfa, aparas de madeira e serradura (Foreyt, 2001).

A mistura deve ser transferida para recipiente de vidro ou plastico e ap6s acondicionamento,
que depende do método utilizado, é colocada em estufa com temperatura regulada entre os 25
e 27°C e humidade relativa entre os 70 e 80%, durante sete a dez dias. Durante o tempo de
incubacéo, periodo de desenvolvimento larvar até ao estadio infetante, a humidade pode ser
assegurada pela prépria estufa, com ventilacdo e humidade controladas, ou através de
recipientes com agua, colocados no interior da estufa juntamente com as amostras fecais
(Zajac & Conboy, 2012).

Segundo Soulshby (1986) e Blood et al. (1989), quando sdo reunidas as condi¢des 6timas de
temperatura e humidade, o periodo de desenvolvimento do ovo até a larva infetante pode
variar entre os cinco e os sete dias. Porém, o periodo de incubacao pode variar com o parasita.
Segundo Medica & Sukhdeo (1997) o terceiro estadio de desenvolvimento larvar da espécie
Strongylus vulgaris desenvolve-se em aproximadamente duas semanas e deste modo a
coprocultura de fezes de equideo deverd prolongar-se até cerca de 14 dias. Madeira de
Carvalho (2001) e Madeira de Carvalho et al. (2004), referem que a coprocultura prolongada
permite o desenvolvimento de um grande numero de espécies diferentes, cuja duracdo do
ciclo exdgeno é pouco ou nada conhecida.

A incubacdo pode decorrer na bancada do laboratério, & temperatura e humidade relativa
ambientais. Neste caso, as condi¢cdes de desenvolvimento larvar poderdo ser similares as do
meio ambiente, ndo se podendo, contudo, controla-las. Nestas condigfes o tempo de
desenvolvimento pode ser irregular e o periodo de incubacdo pode variar entre os 10 e 0s 20
dias (Foreyt, 2001).
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Durante o periodo de incubacdo pode haver crescimento de fungos prejudiciais ao
desenvolvimento dos estadios larvares de vida livre. Este crescimento pode ser inibido com o
arejamento das camadas mais profundas da massa fecal, revolvendo diariamente o cultivo

para incorporar ar (Foreyt, 2001; Zajac & Conboy, 2012).

7.3.1.5.2. Recolha das larvas

Todos os métodos utilizados na recolha de larvas infetantes tém como fundamento o seu
comportamento migratorio (Zajac & Conboy, 2012). Segundo Soulsby (1986), as L3 ativas
reagem a estimulos externos deslocando-se desde a massa fecal até ao ambiente circundante
respondendo a tropismos positivos a luz suave, a 4gua e a temperatura moderada, sendo que
as migracg0es larvares sdo mais ativas quando a temperatura ambiente esta entre os 25 e 28°C.
Em laboratdrio podem ser recriados os estimulos externos necessarios a migracao das larvas
infetantes que respondem abandonando a massa fecal. Desta forma podem ser isoladas e
concentradas, limpas de residuos fecais (Foreyt, 2001).

Os métodos mais frequentemente utilizados na recolha de larvas infetantes sdo os que utilizam
o0 aparelho de Baermann, o copo conico e a placa de Petri (Thienpont et al., 1986; Zajac &
Conboy, 2012).

Aparelho de Baermann

O aparelho de Baermann consiste num funil suspenso por um suporte. Na abertura inferior,
mais estreita, do funil encontra-se um tubo de borracha com um sistema de mola metalica que
permite fechar ou abrir. Coloca-se agua e um tamis, no interior do funil, de modo que a
superficie agua toque no tamis. Transfere-se o cultivo fecal da estufa para o tamis. Deixa-se
repousar durante 12 a 24 horas para que as L3 possam migrar para a agua e ai se
concentrarem, no fundo do funil, de onde s&o recolhidas para serem observadas (Thienpont et
al., 1986; Kassai, 1999; Zajac & Conboy, 2012).

Copo cénico
As fezes do cultivo sdo transferidas para uma pequena gaze de area quadrangular, de modo
que se faca uma pequena trouxa, amarrando os angulos opostos da gaze com as fezes no seu

interior. A trouxa de fezes deve ser colocada num copo conico cheio de agua, de forma que
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flutue a superficie. Deixar repousar durante 12 a 24 horas. Apés este periodo retirar
cuidadosamente a trouxa do copo, eliminar o sobrenadante e recuperar as larvas no sedimento
(Thienpont et al., 1986).

Placa de Petri

Apos o periodo de incubacdo retirar o copo com a cultura fecal da estufa e adicionar agua até
preencher. Tapar o copo com uma placa de Petri e inverter o conjunto. Adicionar agua a
tampa da placa de Petri e aguardar de 12 a 24 horas. Apo0s este periodo recuperar as larvas no
sedimento presente na placa de Petri (Thienpont et al., 1986).

Apos a sua recolha, e independentemente do método adotado, as larvas devem ser transferidas
para tubos de centrifuga e concentradas por sedimentacdo natural, durante 24 horas, ou por
centrifugagdo a 1500rpm durante trés minutos Uma vez isoladas as larvas devem ser
conservadas refrigeradas, a temperatura de 4 a 5°C, em tubos de centrifuga tapados com
pelicula aderente, de modo a reduzir a concentracdo de oxigénio e consequentemente o
metabolismo das formas larvares. As larvas podem ser conservadas desta forma durante sete a
15 dias, embora permanecam sem alteragdes durante trés a quatro meses (Madeira de
Carvalho, 2001; Madeira de Carvalho et al., 2003, 2004).

7.3.1.5.3. Observacéo e identificacao das larvas infetantes

A observacdo das larvas deve ser realizada, sempre que possivel, imediatamente apds a
colheita, de forma a permitir um estudo de exemplares sem alteracdes morfoldgicas (Zajac &
Conboy, 2012). Para um estudo cuidadoso as larvas devem ser observadas entre lamina e
lamela ap6s imobilizacdo, fixacdo e coloragdo diferencial por imersdo em solucdo iodada
(Bussiéras & Chermette, 1991; Madeira de Carvalho 2001; Zajac & Conboy, 2012).

A identificacdo genérica e/ou especifica das larvas do terceiro estadio de desenvolvimento
pode ser realizada por observacao ao microscépio Gtico com as objetivas de 10, 20 e 40 vezes
(Madeira de Carvalho et al., 2003). Estas larvas apresentam uma morfologia constante e
caracteristica do género ou da espécie a que pertencem, sendo o estudo dessa morfologia a
base da sua identificacdo (Bussiéras & Chermette, 1991; Madeira de Carvalho 2001; Zajac &
Conboy, 2012).

Consideram-se caracteres morfoldgicos Uteis para identificagdo de larvas do terceiro estadio

de desenvolvimento, caracteres morfologicos externos e caracteres morfologicos internos. No
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que respeita aos caracteres morfoldgicos externos, sdo avaliadas a bainha da larva, a cauda da
larva, a cauda da bainha e a porcdo distal da cauda da bainha. Relativamente aos caracteres
internos sdo avaliados aspetos relacionados com o aparelho digestivo como a morfologia da
boca, o esofago, o intestino, o anus e o poro anal, sendo ainda avaliada a célula primordial
genital e a sua posicdo relativa aos restantes orgdos (Afonso-Roque, 1989 in Madeira de
Carvalho, 2001; Wyk et al., 2004). A forma, nimero e disposicdo das células intestinais sdo
caracteres morfoldgicos de elevada utilidade para a identificacdo das larvas do terceiro estadio
de desenvolvimento (Zajac & Conboy, 2012). A Figura 8 representa varios caracteres

morfoldgicos considerados para a identificacdo de larvas infetantes L3.

Figura 8 - Diagrama da larva infetante (Adaptado de Wyk et al., 2004).

a. comprimento total; b. cauda da larva; c. por¢do distal; d. filamento

A identificacdo das L3 de estrongilideos dos asininos no presente trabalho foi realizada com
base nos trabalhos e chaves propostas por Madeira de Carvalho (2001) e Madeira de Carvalho
et al. (2004, 2007, 2008, 2008a).

Segundo Madeira de Carvalho (2001), a percentagem de géneros e espécies, de cada amostra,
pode ser estabelecida com base na contagem e identificacdo de pelo menos 100 larvas do
terceiro estadio.

Durante o tempo de incubacdo na coprocultura podem sobreviver e proliferar, nas culturas
fecais, nematodes nédo parasitas da ordem Rhabditida, que ndo devem ser confundidos com os
nematodes parasitas (Bussiéras & Chermette, 1991). Os nematodes de vida livre, ou
nematodes ndo parasitas, sdo facilmente identificados e diferenciados por possuirem um
esdfago rabditiforme, com aparelho valvular muito desenvolvido e aparelho reprodutor nas
formas adultas (Soulsby, 1986; Bussiéras & Chermette, 1991). As fémeas adultas apresentam
um Gtero com ovos no seu interior e os machos adultos apresentam espiculas na cloaca, junto

a extremidade posterior (Soulsby, 1986).
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7.3.2. Contaminacdao por estrongilideos no ambiente

O desenvolvimento exdgeno dos estrongilideos, parasitas de equideos, inicia-se com a
eliminacdo de ovos para o exterior juntamente com as fezes do hospedeiro e termina com a
infecdo do hospedeiro por ingestdo de formas infetantes juntamente com o alimento (Soulsby,
1986; Romero, 1988; Eysker et al., 2007).

Segundo Madeira de Carvalho (2001), as técnicas parasitologicas utilizadas no estudo da
contaminacdo ambiental permitem avaliar a presenca de ovos e assim como dos estadios

larvares de vida livre presentes no alimento dos equideos.

7.3.2.1. Estudo quantitativo da biodiversidade de larvas infetantes na pastagem

7.3.2.1.1. Amostragem de erva na pastagem

A amostragem de erva na pastagem deve ser realizada de forma a garantir a
representatividade da &rea em estudo (Purvis, 1984). A pastagem deve ser percorrida, num
trajeto em forma de W, em dois percursos inversos de forma que ndo se sobreponham as
amostras (Purvis, 1984; Ludwig & Johnstone, 1984). Este método pressupde dez paragens
equidistantes entre si e em cada linha reta tracada, correspondendo a cada brago do W. Em
cada paragem dever-se-a recolher cinco pequenas amostras de erva, correspondendo ao
volume capaz de ser amostrado entre os dedos polegar e indicador do operador, retiradas a
frente, a esquerda, a direita, a atras e entre os pés do operador. Este procedimento, de 80
paragens e 400 colheitas de erva, permite colher entre 250 a 500 gramas de erva,
correspondendo a uma amostra representativa da pastagem (Purvis, 1984; Ludwig &
Johnstone, 1984; Madeira de Carvalho, 1993).

Segundo Soulsby (1986), a amostragem de erva na pastagem devera ser realizada de manha

de forma a garantir os melhores resultados.

7.3.2.1.2. Conservacao de erva na pastagem

Para interromper o desenvolvimento das formas parasitarias sem as inviabilizar, podendo
ocorrer a retoma do seu desenvolvimento em laboratério, é necessario acondicionar a amostra

sem ar, em recipiente hermético como o saco de plastico utilizado na recolha e refrigerar a
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temperatura de 4 a 5°C (Bussiéras & Chermette, 1991; Taylor et al., 2007; Zajac & Conboy,
2012).

7.3.2.1.3. Extracéo das larvas infetantes

O processo de libertagdo das larvas infetantes de estrongilideos da erva da pastagem é
importante para a sua extragdo e posterior identificacdo. A imersdo da amostra de erva da
pastagem em égua com detergente, durante algumas horas, facilita a libertacdo das larvas
infetantes (Gettinby et al., 1985; Madeira de Carvalho, 2001).

A adicdo de detergente na dgua de imersao reduz a tensao superficial, facilitando a libertacdo
das larvas infetantes e permitindo melhores resultados (Gettinby et al., 1985).

Segundo Madeira de Carvalho (2001), uma amostra, de 250 a 500 gramas de erva da
pastagem, deve ficar imersa em dez litros de agua corrente da torneira com adicdo de algumas
gotas de detergente, durante cerca de 12 horas. Apds este periodo a erva deve ser escorrida e
centrifugada, de forma a recuperar-se 0 maior volume possivel da agua de lavagem. A erva é
submetida a uma segunda lavagem para garantir a recuperagdo do maior nimero possivel de
larvas infetantes.

A agua obtida nas duas lavagens é filtrada, para isolamento e concentracdo das larvas
infetantes. Com recurso a um conjunto de filtros de malha decrescente, de 1000, 500, 250 e 20
micrometros (um) de didmetro, é possivel eliminar os detritos de maiores dimensdes, retidos
nos filtros com poros de maior didmetro, e concentrar e isolar as larvas infetantes, retidas no
filtro de 20um de didmetro. As larvas infetantes, e detritos finos, sdo transferidos para copos
de precipitacdo de 250 ou 500 mililitros e, posteriormente, filtrados com papel de filtro onde
ficam retidos a superficie (Madeira de Carvalho, 2001).

A recolha das larvas infetantes é realizada, mais frequentemente, pelos métodos que utilizam
0 aparelho de Baermann e o copo conico (Thienpont et al., 1986; Zajac & Conboy, 2012) e
consiste na recuperacdo de dez mililitros da suspensdo aquosa, que contem o sedimento
acumulado nos metodos de recolha utilizados, e transferéncia para tubos de centrifuga com

tampa para melhor conservagéo (Madeira de Carvalho, 2001).

A erva da pastagem, utilizada na extracdo das larvas infetantes, deve ser seca em estufa a
80°C durante dois a trés dias e pesada de forma a determinar o peso da erva seca, em gramas,

para posterior calculo da concentracdo das larvas infetantes na pastagem e determinagéo do

86



numero de L3 por grama de erva seca (Madeira de Carvalho, 2001; Madeira de Carvalho et
al., 2007).

7.3.2.1.3. Conservacao e contagem das larvas infetantes

Segundo Madeira de Carvalho (2001), as larvas infetantes extraidas da erva das pastagens
devem ser observadas imediatamente apds a sua recolha. No entanto é possivel conserva-las
em suspensdo aquosa, a temperatura de 4 a 5°C, num tubo de centrifuga, tapado com uma
pelicula de Parafilm® durante sete a 14 dias apos colheita, sem que haja alteracdo
morfoldgica evidente.

A contagem das larvas infetantes poderd ser realizada no sedimento de dez mililitros de
suspensdo aquosa, apos centrifugacdo a 2500rpm durante cinco minutos. Caso exista uma
concentracdo baixa de larvas, a totalidade das larvas presentes corresponderdo ao total de
larvas presentes na amostra de erva colhida. Se o nimero de larvas infetantes for muito
elevado poder-se-a4 proceder a homogeneizacdo da suspensdo aquosa e recuperar apenas um
mililitro. Deve ser contada a totalidade das larvas infetantes presentes nesta aliquota e o
numero obtido multiplicado por dez para calculo do total de larvas presentes na amostra de
erva colhida. Se, ainda assim, a concentracao de larvas infetantes for muito elevada poder-se-
a proceder a sua diluicdo ou a colheita de aliquotas de menor volume (Madeira de Carvalho,
2001).

Este volume devera ser observado ao microscépio ético, com amplia¢Ges baixas de 40 a 200
vezes, adicionando duas a trés gotas de soluto de lugol para permitir uma identificagdo mais
correta das larvas infetantes (Thienpont et al., 1986; Madeira de Carvalho, 2001; Zajac &
Conboy, 2012).

O valor da concentracdo de larvas infetantes na erva da pastagem é expresso pelo nimero de
larvas infetantes presentes num quilograma de erva seca e calculado atraves da formula
N°L3/Kg ES = [N° total de L3 (10ml) x 1000] / Peso de erva seca em gramas (Madeira de
Carvalho, 2001; Madeira de Carvalho et al., 2007).
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7.3.2.2. Estudo quantitativo da contaminacéo dos estabulos

A contaminacdo do meio ambiente, e permanéncia de ovos e larvas de parasitas no estabulo,
pode constituir um importante fator de risco para a infecdo dos equideos estabulados
(Uhlinger, 1991; Madeira de Carvalho, 2001; Dopfer et al., 2004).

7.3.2.2.1. Método de amostragem e colheita

A amostragem das camas do estabulo e do alimento das manjedouras devera ser metodica e
sisteméatica de forma a permitir a recolha de uma amostra representativa (Purvis, 1984;
Fazendeiro, 1989). A palha deve ser colhida em diversos pontos das camas, em camadas mais
superficiais e profundas, e em vérias localizagdes do estdbulo (Madeira de Carvalho, 2001).
Segundo Fazendeiro (1989), para que ndo haja sobreposicao, as amostras devem ser colhidas
em cinco zonas diferentes da cama.

Segundo Madeira de Carvalho (2001), o procedimento de amostragem do alimento, palha ou
feno da manjedoura, realiza-se de forma idéntica ao da cama do estabulo.

7.3.2.2.2. Determinacéo do nivel de contaminacéo das camas e da alimentacéo

Fazendeiro (1989) refere uma modificacdo da técnica de McMaster adaptada as amostras da

cama ou alimento de animais estabulados. Segundo a autora, a suspensdo de seis gramas de

palha ou feno, em 54 mililitros de solucdo saturada de agucar permite uma sensibilidade de 20

0vos por grama de contetido da cama ou alimento.
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I1l. TRABALHO EXPERIMENTAL

Estudo epidemiologico do parasitismo por estrongilideos em asininos da Raca de
Miranda

1. INTRODUCAO

Os asininos (Equus asinus) da Raca de Miranda, sdo criados em exploragdes tradicionais de
minifundio do tipo familiar, do Planalto Mirandés e Parque Natural do Douro Internacional.
Estes animais encontram-se frequentemente estabulados em comunidade com os restantes
animais domésticos como bovinos, ovinos e galinaceos, sendo utilizados nas principais
atividades agropecuarias tradicionais. Esta populacdo de asininos encontra-se também
associada a maltiplos projetos de recuperacdo da Raca Asinina de Miranda, desenvolvidos
pela Associacdo para o Estudo e Protecdo do Gado Asinino (AEPGA). Sendo frequente a
utilizacdo destes animais em atividades ludicas e de lazer relacionadas com a preservacao dos
recursos ecoldgicos, culturais e sociais dos concelhos de Braganca, Miranda do Douro,
Vimioso e Mogadouro.

A problemética do desaparecimento dos asininos em Portugal tem vindo a despertar, nos
altimos anos, o interesse pelo estudo do seu parasitismo no entanto, sdo raros os estudos
parasitoldgicos em asininos, ndo se conhecendo a importancia clinica e epidemiolégica das
parasitoses intestinais por estrongilideos nestes hospedeiros. Entre 2005 e 2008, periodo
anterior a data do inicio deste trabalho, foram realizados estudos parasitoldgicos que
revelaram a ocorréncia de um parasitismo caracterizado por cargas parasitarias e
biodiversidade elevadas, associado a um potencial patogénico elevado nos asininos criados
em exploracdes tradicionais do Planalto Mirandés. Em julho de 2005, o primeiro estudo
parasitolégico realizado neste grupo de animais revelou uma prevaléncia de infeccdo por
estrongilideos intestinais de 87,0% (110/127) em que 70,9% dos asininos parasitados
eliminavam valores superiores a 1000 OPG, dos quais 14,5% intensamente parasitados
eliminavam valores superiores a 5000 OPG. Durante os anos de 2006 a 2008 foi realizado o
controlo antiparasitario estratégico com administracdo regular e periodica de ivermectina a
2% (1ml/50Kg PV), duas vezes por ano durante as estacfes de outono e primavera. Em
fevereiro de 2008 foi observada uma prevaléncia de infecdo de apenas 38,8% (33/85) em que
81,8% dos asininos parasitados apresentaram eliminacdo inferior a 1000 OPG, e apenas
18,2% apresentaram uma eliminacdo superior a 1000 e inferior a 2500 OPG (Sousa et al.,
2008).
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Estudos revelaram prevaléncias de infecdes por estrongilideos intestinais em cerca de 38%
dos asininos sujeitos a controlo antiparasitario estratégico centrado na administracéo
semestral de ivermectina ao longo de quatro anos, entre 2005 e 2008, evidenciando uma
diminuicdo da biodiversidade parasitaria associada a um aumento da prevaléncia de infecéo
por ciatostomineos, de 85,2% para 100% (Sousa & Madeira de Carvalho, 2009) assim como
em outros locais do pais (Gomes et al., 2006, 2007) e um pouco por todo o0 mundo (Tsegaye
& Chala, 2015; Sheferaw & Alemu, 2015).

Considerando o estatuto parasitolégico dos animais da Raca Asinina de Miranda, observado
até 2008, e tendo em conta o efeito negativo que o parasitismo por estrongilideos pode
exercer na saude e bem-estar, assim como na sua capacidade reprodutora, foi proposta a
realizacdo deste trabalho que pretendeu observar a infecdo parasitéaria natural deste nucleo de
animais tdo importantes no desenvolvimento de programas de recuperacdo e reproducédo da
Raca de Miranda, no solar da raga. Assim, com este trabalho pretende-se observar o estatuto
parasitoldgico dos animais da Raca Asinina de Miranda de forma a contribuir para um melhor
conhecimento do parasitismo intestinal envolvido, em particular os estrongilideos, e da
adocdo de medidas terapéuticas adequadas, contribuindo para o desenvolvimento de
programas de recuperagdo da Unica raga asinina autoctone registada e reconhecida em

Portugal.

2. OBJETIVOS

Com o objetivo global de avaliar a dindmica do parasitismo por estrongilideos gastrintestinais
de asininos da Raca de Miranda no Planalto Mirandés sujeitos a um controlo anti-helmintico
seletivo, os objetivos deste trabalho consistiram em:

1. Elaborar inquéritos epidemioldgicos com a finalidade de caracterizar a populagédo
hospedeira em estudo, assim como a exploracdo agropecuaria envolvida.

2. Alterar o controlo anti-helmintico estratégico para controlo anti-helmintico seletivo.

3. Avaliar o parasitismo por estrongilideos parasitas gastrointestinais de asininos:

3.1. Determinar a taxa de prevaléncia de infecdo parasitaria.

3.2. Determinar o nivel de infecdo parasitaria dos animais.

3.2. Avaliar a biodiversidade parasitaria.

4. Estudar a contaminacdo ambiental por estrongilideos:

4.1. Prevaléncia e biodiversidade de larvas infetantes de estrongilideos na pastagem.

4.2. Abundancia de estrongilideos na palha e alimento do estabulo.
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3. DESENHO EXPERIMENTAL

O periodo de realizacdo deste estudo decorreu entre dezembro de 2009 e setembro de 2014.
Foi realizado um estudo observacional longitudinal que decorreu de acordo com a
calendarizacdo esquematizada na Figura 9. Ao longo de 60 meses, com intervalos trimestrais,
foi realizada a colheita de material bioldgico e efetuado o respetivo processamento
laboratorial. No final de cada ano procedeu-se a compilacao de dados, analise e discussdo dos

resultados.

Figura 9 - Calendarizacdo do trabalho experimental (periodo de tempo dividido em trés
meses).

2009 2010 2011 2012 2013 2014

Inquéritos
epidemioldgicos

Estrongilideos
intestinais

Estrongilideos
no ambiente

Compilacdo e
analise de dados

4. MATERIAL E METODOS

De forma a concretizar os objetivos propostos, foi necessario recorrer a diversas fontes de
informagéo.
O Quadro 5 apresenta as fontes de informacéo utilizadas para a realizacdo do estudo assim

como os métodos utilizados na sua recolha.

Quadro 5 - Fontes de dados, métodos de recolha e de registo.

Fontes de dados Meétodo de recolha Registo dos dados

AEPGA Questionario Inquérito (Anexo 1)
Base de dados Microsft Office - Excel

AEPGA Amostras bioldgicas Processo Individual
(animais) Base de dados Microsft Office - Excel
IPMA Dados meteoroldgicos Base de dados Microsft Office - Excel
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Considerou-se como a populacdo alvo do estudo, os asininos da Raca de Miranda residentes
nos centros de recuperacdo da raca da Associacao para o Estudo e Protecdo do Gado Asinino
(AEPGA). A realizacdo dos inquéritos visou a caracterizacdo da populacdo estudada. Além
disso, ao longo do periodo de estudo, e com uma periodicidade de trimestral, foram colhidas
amostras biologicas individuais que apds transportadas para o laboratorio foram processadas

de forma a permitir a concretizacéo dos objetivos estipulados para o presente estudo.

4.1. Inquéritos epidemioldgicos

Os inquéritos epidemioldgicos permitiram a obtencdo de informacdo relativa a populacédo
estudada assim como informacéo relativa aos fatores de maior suscetibilidade dos asininos
para o parasitismo intestinal por estrongilideos (Anexo 1).

Estes inquéritos, realizados no inicio do estudo, foram anexados ao processo individual de
cada animal. Algumas das informacdes individuais registadas foram sexo, idade, condicdo
corporal e perimetro torcico. Relativamente a condicdo corporal, os animais foram
classificados de acordo com a escala de indice de condicdo corporal (ICC), entre 1 a 5,
referida por Smith & Wood (2008). Para a analise dos resultados foram considerados trés
grupos de acordo com o indice de condicdo corporal: 2-2,5; 3-3,5 e 4-5.

O perimetro toracico (PTO) permite estimar a altura e o peso dos animais (Smith & Wood,
2008). O seu registo para cada uma dos animais foi efetuado em centimetros e, para a analise
dos resultados, consideraram-se trés grupos: 115-128; 130-149 e 150-168.

Além de informacdes individuais, os inquéritos também visaram a recolha de informacao
sobre a exploracdo, 0 maneio sanitario e sistema de criacdo dos Burros de Miranda, com a
finalidade de caracterizar ndo s6 a unidade epidemioldgica animal como também a unidade
epidemioldgica exploracéo.

Acrescenta-se ainda que foram registadas outras informac6es relevantes para a caracterizacdo
da area de estudo, nomeadamente as condicdes climatéricas da regido durante o periodo de
estudo. Assim, segundo o0s registos do Boletim Climatoldgico Mensal de Portugal
Continental, publicado pelo Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera (IPMA), foi possivel
acompanhar e registar os dados meteoroldgicos da estacdo meteoroldgica de Braganca,
localizada a 41°49°N; 6°46°0.
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4.1.1. Caracterizacdo da area de estudo

A populacéo de asininos encontrava-se sedeada em trés centros de recuperacdo da Associacdo
para o Estudo e Protecdo do Gado Asinino (AEPGA), localizados nas aldeias de Atenor
(41°42°N, 06°48°0, a 652 metros de altitude), Duas Igrejas (41°47°N, 06°35°0, a 738 metros
de altitude) e Pena Branca (41°54°N; 06°26°0, a 741 metros de altitude). Durante o periodo de
estudo, grande parte desta populacdo de asininos, residente nos centros da AEPGA, foi
utilizada em atividades relacionadas com a preservacdo da Raca Asinina de Miranda. Estas
atividades foram realizadas no Planalto Mirandés, localizado entre os paralelos 41°08°N ¢
41°47°N e pelos meridianos de 06°10°0 e 06°54°0, e descrito no capitulo de Materiais e
Métodos Gerais (Capitulo 3).

Caracterizacdo dos centros de recuperacdo da AEPGA

A AEPGA possui trés centros, criados para acolher os asininos pertencentes a Associacao,
vocacionados para atividades especificas com o objetivo de cuidar e preservar o gado asinino,
em particular a raga autdctone de asininos da Terra de Miranda.

O Centro de Acolhimento e Recuperacdo do Burro foi criado em 2004 com o objetivo social
de acolher asininos que deixavam de ter utilidade no trabalho agricola e perdiam
funcionalidade no meio rural onde viviam. Estes animais idosos, doentes e sem mercado,
eram frequentemente negligenciados e alvo de abandono e maus tratos por parte dos seus
proprietarios, muitas vezes eles proprios idosos e doentes, sem condi¢des para cuidar dos
animais. Assim, neste centro a AEPGA fornece cuidados veterinrios adequados, de forma a
melhorar o bem-estar e saude animal, com o objetivo de recuperar alguma funcionalidade
destes animais e de os utilizar em atividades ludicas e pedagogicas, em beneficio para o
animal assim como para a comunidade em geral.

O Centro de Acolhimento e Recuperacdo do Burro, localizado na aldeia de Duas Igrejas,
consiste num retiro para burros constituido por um palheiro, onde se armazena o alimento
como palha e feno, uma loja onde os animais se abrigam durante a noite e de intempéries, e de

um lameiro com aproximadamente dois hectares de area.
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Figura 10 - Animais da Raca Asinina de Miranda em lameiro de um centro de recuperagéo da
AEPGA (Fonte: AEPGA).

O Centro de Pena Branca esta sedeado numa antiga escola primaria da aldeia de Pena
Branca, onde é possivel acolher algumas atividades e encontros de formacdo técnico-
cientifica como workshops e palestras. Este centro € constituido por um lameiro com
aproximadamente um hectare onde se encontra um palheiro, para armazenar o alimento, e as
lojas para abrigar os asininos. Este centro da AEPGA abriga uma comunidade de animais
adultos, da Raca Asinina de Miranda e de raca indeterminada, que vivem em comunidade e
sdo utilizados em atividades agricolas locais, em atividades ludicas e de lazer, e em sessdes de
asinoterapia, com vista a melhorar a qualidade de vida das pessoas da regido e a preservar 0s

recursos locais.

O Palheirico foi criado pela AEPGA com o objetivo de ser o centro de reproducéo e recria da
raca Asinina de Miranda. Sedeado na aldeia de Atenor, este centro consiste num espaco com
uma area total de sete hectares, que contempla um lameiro de pasto com cerca de 1 hectare,
um palheiro onde sdo guardados os fardos de palha e feno para a alimentacdo dos animais e
lojas onde os animais ficam abrigados durante a noite. Neste centro existem apenas animais
da Raca Asinina de Miranda utilizados em projetos de melhoramento genético, reproducao e

criacdo da raca autoctone. Estes animais, fémeas e machos reprodutores assim como jovens
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em recria e alguns machos castrados, sao frequentemente utilizados em atividades ludicas e de

lazer relacionadas com a preservacao dos recursos ecoldgicos, culturais e sociais locais.

Sistema de criacdo e maneio

Nos centros de recuperacdo, 0s animais permaneceram em regime de semi-estabulacdo com
acesso permanente a pastagem e alimentados com palha, feno ou racdo duas vezes por dia, no
inicio da manha e fim da tarde. O acesso a agua fresca foi permanente, durante todo o dia,
com recurso a bebedouro de agua potavel junto a pastagem.

Ao longo do periodo de estudo observou-se uma grande mobilidade dos animais entre os trés
centros da AEPGA, com transferéncias frequentes de animais adultos entre os centros de
Atenor e Pena Branca, assim como substituicbes de animais seniores no centro de Duas
Igrejas. Foram ainda observadas deslocac¢Ges dos animais adultos para o exterior dos centros,
participando em multiplas atividades associadas a projetos da AEPGA. Nessas atividades 0s
asininos partilhavam espacos e pastagens com outros equideos (asininos, equinos e muares),
ruminantes (bovinos e ovinos) e restantes animais domésticos provenientes de exploracGes

agropecuarias tradicionais de particulares.

4.2. Alteracdo do controlo anti-helmintico estratégico para controlo anti-helmintico
seletivo

Este objetivo baseou-se em duas observacgdes relativamente ao parasitismo deste grupo de
animais e previamente referidas no item 4.1.: a) resultados de estudos realizados em asininos,
criados em exploracdes tradicionais do Planalto Mirandés, sujeitos a administracGes
semestrais de ivermectina ao longo de quatro anos, entre 2005 e 2008 (Sousa et al., 2008); b)
a prevaléncia de infecdo de 38,0% associada a diminuigdo da biodiversidade de estrongilideos
intestinais e aumento da prevaléncia de infecdo por ciatostomineos para 100% (Sousa &
Madeira de Carvalho, 2009).

Tendo em conta que a abordagem tradicional de controlo anti-helmintico estratégico, baseada
em tratamentos frequentes, de grupo, com administracdes de anti-helminticos em intervalos
regulares, contribuiu para o desenvolvimento de resisténcia anti-helmintica, em particular nos
ciatostomineos (Nielsen, 2009), foi considerada uma nova abordagem de controlo parasitario
para esta populacdo de asininos.

Assim, em dezembro de 2009, foi proposta a AEPGA a alteracdo da estratégia de controlo
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anti-helmintico. Desta forma, a partir desta altura o controlo anti-helmintico passou a ser
efetuado de forma seletiva, apenas em animais identificados como parasitados e eliminadores
de elevada carga parasitaria. Considerou-se o tratamento dos animais eliminadores de valores
iguais ou superiores a 500 OPG, estabelecendo-se assim este como o valor limiar para
tratamento considerado neste trabalho.

A monitoracdo periddica dos asininos, realizando diagnésticos coproldgicos quantitativos

individuais, de trés em trés meses, permitiu o controlo seletivo da populacéo estudada.

4.3. Estudo do parasitismo por estrongilideos parasitas intestinais de asininos

4.3.1. Amostragem e colheita de fezes

Durante o estudo, foram colhidas amostras fecais a todos os asininos da Raca de Miranda
residentes nos centros de recuperacdo. A colheita individual de fezes foi realizada por
palpacéo rectal e consistiu na recolha de aproximadamente 500 gramas de fezes a partir da
ampola rectal com luva obstétrica, utilizando lubrificante (Vetopgel ®) para facilitar a recolha
e minimizar o desconforto do animal. O material fecal colhido e identificado, como
esquematizado na Figura 11, foi acondicionado em malas térmicas a temperatura de 4-5°C,
transportado para o laboratério e mantido a temperatura de refrigeracdo até ao seu

processamento.
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Figura 11 - Colheita individual de fezes por palpacéo rectal (Original).

1 - Lubrificagdo da luva de palpacdo rectal. 2 - Colheita da amostra fecal da ampola rectal por
palpacdo rectal. 3 - Amostra fecal com aproximadamente 500 gramas. 4 - Identificacdo do material
fecal colhido.

4.3.2. Determinar a taxa de prevaléncia de infecdo parasitaria

A metodologia utilizada para determinar a taxa de prevaléncia de infecdo parasitaria consistiu
na identificacdo e na contagem de ovos tipo estrongilideo por coprologia quantitativa, de
acordo com o método de McMaster modificado por Thienpont et al. (1986) e referido por
Madeira de Carvalho (2001) e Madeira de Carvalho et al. (2007b), cujo protocolo se encontra
referido no Anexo Il. A identificacdo de casos de parasitismo por estrongilideos
gastrintestinais permitiu determinar a taxa de prevaléncia de infecdo parasitaria.

Coprologia quantitativa

A técnica consistiu em diluir duas gramas de fezes de asinino em 28 mililitros de solucéo
saturada de acucar simples com densidade de 1.20. Ap6s homogeneizagdo a suspensdo fecal
foi filtrada e transferida para uma cdmara de McMaster, como se encontra esquematizado na
Figura 12.
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Figura 12 - Método de McMaster modificado referido por Madeira de Carvalho (2001) e
Madeira de Carvalho et al. (2007b) (Original).

1 - Homogeneizacdo da amostra fecal. 2 - Pesagem de 2 grama de fezes. 3 - Suspensdo fecal em
solucdo densa de acgucar. 4 - Filtragem. 5 - Transferéncia para a cdmara de contagem McMaster. 6 -
Observacao ao microscopio 6tico com baixas ampliacdes.

O diagnostico de parasitismo, foi realizado pela observagdo de um ou mais ovos do tipo
estrongilideo, com a ampliagdo 100 e 200 vezes. Os ovos observados foram designados por
ovos do tipo estrongilideo ou apenas ovos de estrongilideos por apresentarem morfologia
geral da familia Strongylidae (Figura 13).

A contagem dos ovos de estrongilideo foi efectuada nas duas células de contagem da camara
de McMaster e o valor de OPG foi determinado multiplicando o fator de correcdo 50 ao
numero de ovos contados.

O resultado foi considerado negativo quando ndo se observavam ovos de estrongilideo na
amostra, apresentando assim valores inferiores a 50 OPG. A presenca de pelo menos um ovo
de estrongilideo determinava o resultado positivo da amostra, apresentando assim um
resultado sempre igual ou superior a 50 OPG.

Considerando que algumas amostras negativas, com valores abaixo dos 50 OPG, pudessem
estar parasitadas, determinou-se que todas as amostras fecais negativas (<50 OPG) e positivas
(>50 OPG) fossem sujeitas & coprocultura, descrita no item 3.3.1.5. e no Anexo Ill, para

estudo da biodiversidade parasitaria.
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Figura 13 - Ovo do tipo estrongilideo observado ao microscopio 6tico. Imagem ampliada 192
vezes (Original).

4.3.3. Determinar o nivel de infecdo parasitaria dos animais

A metodologia usada para determinar o nivel de infecdo parasitaria (NIP) consistiu na
contagem de ovos tipo estrongilideo por coprologia quantitativa, de acordo com o método de
McMaster modificado por Thienpont et al. (1986) e referido por Madeira de Carvalho (2001)
e Madeira de Carvalho et al. (2007b), cujo protocolo se encontra referido no Anexo Il e no
item 4.4.3.2. Coprologia Quantitativa. A determinacdo do nimero de ovos por grama de fezes
(OPG) permitiu avaliar o nivel de infecdo parasitaria (NIP).

De acordo com o valor de OPG os niveis de infe¢do parasitaria (NIP) foram categorizados em
fraco, médio e forte, quando observados respetivamente, entre 50 a 450 OPG, entre 500 a
1000 OPG, e valores superiores a 1000 OPG.

4.3.4. Avaliar a biodiversidade parasitaria

A identificacdo dos diferentes géneros e espécies de parasitas estrongilideos dos equideos é
indispensavel para o estudo da sua biologia e patogenia (Madeira de Carvalho, 2001).
Segundo Bevilaqua et al. (1993), a observacdo e identificacdo das larvas infetantes € a melhor
forma de diferenciar estes parasitas, visto que a morfologia dos seus ovos € muito idéntica.

A biodiversidade de estrongilideos parasitas gastrintestinais foi avaliada através da realizacéo
de culturas fecais. A partir de todas as amostras fecais colhidas procedeu-se a obtencdo de

larvas infetantes do terceiro estadio de desenvolvimento por coprocultura.
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Culturas fecais ou coproculturas

As culturas fecais foram realizadas de acordo com o método de Roberts & O’Sullivan (1950)
modificado por Ueno & Gutierres (1983) e Madeira de Carvalho (1991, 1993) e referido por
Madeira de Carvalho (2001) e Madeira de Carvalho et al. (2004, 2007b, 2008). O protocolo
utilizado neste estudo encontra-se no Anexo Ill.

A técnica de cultura fecal consistiu em colocar cerca de 50 a 60 gramas de fezes humedecidas
e homogeneizadas em recipiente de plastico descartavel. As culturas foram cobertas com
papel de aluminio perfurado e incubadas durante 14 dias, em estufa a temperatura de 26 a
28°C e humidade relativa de 70 a 80%. A técnica utilizada encontra-se esquematizada na
Figura 14.

Figura 14 - Método de cultura fecal referido por Madeira de Carvalho (2001) e Madeira de
Carvalho et al. (2004, 2007, 2008) (Original).

1 - Transferéncia de fezes para o copo de plastico descartavel. 2 - Orificio em profundidade no centro
da amostra homogeneizada. 3 - Copo coberto com folha de aluminio perfurada. 4 - Humedecimento da
amostra. 5 - Incubacdo em estufa himida.

Recolha de larvas infetantes

A recolha das larvas infetantes foi realizada pelo método de Roberts & O’Sullivan (1950)
modificado por Euzéby (1982), referido por Madeira de Carvalho (2001) e Madeira de
Carvalho et al. (2004, 2007, 2008). O protocolo utilizado encontra-se no Anexo V.

Esta técnica foi realizada ap0s o periodo de 14 dias de incubacdo e consistiu em submergir a

cultura fecal em agua e inverté-la sobre uma placa de Petri a qual se adicionou 20 mililitros de
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agua. Ap6s um repouso de 24 horas o liquido presente na placa de Petri, foi recolhido e
transferido para tubos de centrifuga de dez mililitros. A concentracdo das L3 ocorreu por
centrifugagédo a 1500rpm durante trés minutos.

A conservacgao ocorreu por refrigeracdo a 4-5°C, em tubos de centrifuga cobertos com pelicula

de “Parafilm®”, durante um periodo inferior a 15 dias.

Identificacéo das larvas infetantes

Com o proposito de realizar o estudo morfoldgico das L3 e de forma a assegurar um bom
estado de conservacéo, foi realizada a observacao e identificagcdo larvar nos 15 dias seguintes
a recolha.

A observacdo microscopica ocorreu em preparacdo lamina-lamela, com as L3 fixadas e
coradas com soluto de lugol, de acordo com protocolo referido no Anexo V.

A identificacdo microscépica das larvas infetantes foi realizada, utilizando ampliacGes de 40,
100 e 200 vezes e considerando caracteres morfoldgicos de identificacdo referidos na chave
dicotomica proposta por Madeira de Carvalho (2001) e Madeira de Carvalho et al. (2004,
2007b, 2008), como as larvas infetantes de Cyathostomum sensu lato referidas na Figura 15.

Figura 15 - Larvas infetantes (L3) de Cyathostomum sensu lato morfotipo A (esquerda) e
morfotipo D (direita). Observacdo ao microscopio 6tico, imagem ampliada 100 vezes
(original).

A chave para identificacdo de nematodes comuns dos equideos encontra-se referida no Anexo
VI. Em particular as L3 de Cyathostomum sensu lato que segundo Madeira de Carvalho

(2001) e Madeira de Carvalho et al. (2004, 2007b, 2008), agrupam larvas infetantes que
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apresentam entre seis e nove células intestinais, sendo distribuidos por oito morfotipos

diferentes, de A a H, como referido no Quadro 6.

Quadro 6 - Tipos larvares, numero e disposicdo de células intestinais do género
Cyathostomum sensu lato (segundo Madeira de Carvalho, 2001 e Madeira de Carvalho et al.
2004, 2007b, 2008).

Tipo larvar N° células Arranjo das
intestinais células intestinais

Cyathostomum spp. Tipo A 8 2+6
Cyathostomum spp. Tipo B 8 4+4
Cyathostomum spp. Tipo C 8 2+2+4
Cyathostomum spp. Tipo D 8 Fila Gnica
Cyathostomum spp. Tipo E 6 Variavel
Cyathostomum spp. Tipo F 7 Variavel
Cyathostomum spp. Tipo G 8 Variavel
Cyathostomum spp. Tipo H 9 Variavel

4.4. Estudo da contaminacdo ambiental por estrongilideos

O estudo de contaminacdo ambiental por estrongilideos foi realizado ao nivel da pastagem e

ao nivel do estabulo.

4.4.1. Estudo da biodiversidade de larvas infetantes de estrongilideos na pastagem

Para o estudo da populacdo de larvas infetantes de estrongilideos procedeu-se a amostragem

de erva na pastagem assim como a extracdo das larvas infetantes.

Amostragem

A amostragem da erva da pastagem foi realizada de acordo a técnica do duplo W
desenvolvida por Madeira de Carvalho (2001) e Madeira de Carvalho et al. (2007b). De
acordo com o protocolo, referido no Anexo VII, foram realizadas cinco colheitas de erva em
80 pontos da pastagem, totalizando 400 colheitas com um peso de 250 a 500 gramas. As
amostras foram conservadas refrigeradas, a 4-5°C, acondicionadas em sacos de plastico até ao

processamento laboratorial.
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Extracéo

Para a extracdo das larvas infetantes da erva da pastagem procedeu-se de acordo com a
técnica de Madeira de Carvalho (2001) e Madeira de Carvalho et al. (2007b), cujo
procedimento se encontra no Anexo VIII. A metodologia, representada na Figura 16, consistiu
em dois ciclos de lavagens da amostra de erva da pastagem, o primeiro ciclo realizado com
imersdo da erva em agua da torneira com detergente para facilitar a libertacdo e posterior
recuperacao das larvas infetantes (L3). Procedeu-se a centrifugacdo da amostra de erva lavada
para recuperar a agua de lavagem que foi filtrada, por um sistema de malhas com didmetro
decrescente (dois filtros de malha com diametro de 1000, dois filtros de 500, dois filtros de
106 e um filtro de malha com 20 micrémetros), para concentrar as larvas infetantes e permitir a
sua extracéo.

A recolha das larvas infetantes foi realizada pelo método do copo conico mediante
recuperacdo de dez mililitros do sedimento acumulado em 24 horas e transferéncia para tubos
de centrifuga com tampa. A conservacéao foi realizada por refrigeracdo, a temperatura de 4-

5°C, durante sete a 14 dias ap0s extracao.

Figura 16 - Extracdo das larvas infetantes da erva da pastagem segundo metodologia referida
por Madeira de Carvalho (2001) e Madeira de Carvalho et al. (2007b) (Original).
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Figura 16 (continuacéo). Legenda:

1 - Lavagem com imerséo da erva da pastagem. 2 - Centrifugacdo. 3 - Filtracdo da agua de lavagem da
erva da pastagem. 4 - Recuperagdo do sedimento retido no filtro de 20um. 5 - Concentracéo das larvas
infetantes transferindo-as para papel de filtro. 6 - Extragdo das larvas infetantes dos sedimentos finos.

Identificacéo

A identificacdo das larvas infetantes presentes na erva da pastagem foi realizada segundo a
chave para identificacdo de nematodes referida no Anexo VI, e a contagem foi realizada
segundo metodologia referida por Madeira de Carvalho (2001) e Madeira de Carvalho et al.
(2007b), exposta no Anexo IX. A tecnica consistiu na contagem da totalidade de larvas

infetantes existentes nos dez mililitros de suspensao aquosa do sedimento colhido.

Quantificacao

A erva da pastagem, utilizada na extracdo das larvas infetantes, foi seca em estufa a 80°C
durante trés dias, e pesada imediatamente ap6s o periodo de secagem para se obter o peso de
erva seca (ES) em grama, utilizado no céalculo do valor da concentracdo de larvas infetantes
na erva da pastagem.

O numero de larvas infetantes por quilograma de erva seca foi calculado através da férmula
NCL3/Kg ES = [N° total L3 (10ml) x 1000] / Peso de erva seca em gramas.

4.4.2. Estudo da contaminacao do estabulo

Para o estudo da contaminacdo do estabulo por estrongilideos procedeu-se a amostragem e

colheita de palha das camas assim como da palha e feno utilizados na alimentacao.

Amostragem

A técnica consistiu em colher amostras, de palha da cama e palha ou feno das manjedouras,
em camadas mais superficiais e profundas de varias localiza¢Ges do estabulo. O procedimento
utilizado para a amostragem do estdbulo foi descrito por Madeira de Carvalho (2001) e

encontra-se referido no Anexo X.
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Técnica parasitolégica quantitativa para amostras ambientais

O estudo do nivel de contaminacdo da cama e do alimento foi realizado pela técnica de
McMaster referida por Madeira de Carvalho (2001) e descrita no Anexo XI. Esta técnica de
McMaster modificada, esquematizada na Figura 17, consistiu em suspender seis gramas de
palha ou feno em 54 mililitros de solugéo saturada de agucar e, procedendo de acordo com o
descrito no Anexo Il, considerou-se negativa a amostra com valores inferiores a 20 OPG e
positivas a com valores iguais ou superiores a 20 OPG.

Figura 17 - Técnica de McMaster modificada para recuperar ovos de estrongilideos da palha
da cama e feno da manjedoura referida por Madeira de Carvalho (2001) (Original).

1 - Cortar a amostra em aparas com tesoura e pesar 6 grama. 2 - Suspender em solugdo densa de
acucar. 3 - Filtragem. 4 - Transferéncia para a cdmara de contagem McMaster.
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5. TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

O tratamento estatistico considerou variaveis de caracterizacdo da populagdo como sexo
(categorial nominal: fémea, macho castrado, macho inteiro), idade (continua), condigdo
corporal (categorial nominal: 2-2,5; 3-3,5; 4-5) e perimetro toracico (categorial nominal: 115-
128; 130-149 e 150-168). Foram tambeém consideradas variaveis de caracterizacdo climatérica
como a temperatura média (continua), temperatura minima (continua), temperatura maxima
(continua) e precipitacdo (continua). As variaveis de resposta foram resultados da coprologia
quantitativa (categorial nominal: positivo/negativo), numero OPG (continua), NIP (categorial
nominal: fraco, medio, forte) e nimero de larvas infetantes (continua).

Os dados foram analisados através do programa estatistico “R” (versao 3.2.2: https://www.r-
project.org). O teste de Spearman foi utilizado para analisar correlagcdes entre varidveis
através da determinacdo do coeficiente p (rho). Foi também utilizado o teste ANOVA para

estudar a variabilidade dos dados entre dois ou mais grupos, comparando as suas medias.
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6. RESULTADOS

6.1. Caracterizacdo climatica do periodo de estudo

A caracterizagdo climatica da regido em estudo foi realizada com base nos registos da estacéo
meteoroldgica de Braganca (41°49°N; 6°46°0), por ser a estacdo mais proxima do local de
estudo com registos regulares durante o periodo de estudo, de dezembro de 2009 a setembro
de 2014. Apesar da existéncia de uma estacdo udométrica com localizagdo mais proxima ao
local de estudo, em Miranda do Douro (41°30°N; 06°17°0), ndo foi possivel utilizar os seus
registos por falta de dados durante o periodo de estudo.

Segundo os registos do Boletim Climatoldgico Mensal de Portugal Continental, do Instituto
Portugués do Mar e da Atmosfera, foi possivel acompanhar os dados meteorolégicos,
apresentados no Gréafico 1 e resumidos no Quadro 7.

Durante os cinco anos de estudo registaram-se 401 dias com temperaturas iguais ou superiores
a 25°C, dos quais 284 (70,8%) apresentaram valores iguais ou superiores a 30°C. Observou-se
ainda que 68,3% (194/284) dos dias mais quentes ocorreram nos meses de julho (60/194) e

agosto (134/194), sendo estes 0s meses mais quentes com média de temperatura maxima de
30,1 e 30°C, respetivamente.

Grafico 1 - Diagrama pluviométrico com valores da precipitagdo média mensal (mm) e
temperatura média mensal (°C), registados entre dezembro de 2009 e setembro de 2014.

jun-13
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Quadro 7 - Resumo dos parametros e valores registados na estacdo meteorologica de
Braganga entre dezembro 2009 e setembro de 2014 (Fonte: IPMA).

Parametros meteorolégicos

Temperatura média anual 12,9°C
Temperatura média do més mais quente 22,0°C
Temperatura média do més mais frio 4,9°C
Temperatura maxima absoluta 37,2°C
Temperatura minima absoluta -9,2°C
N° de dias com temperatura > 25°C 401

N° de dias com temperatura > 30°C 284

N° de dias com temperatura < 0,0°C 93
Precipitacdo média anual 72,1mm
Precipitacdo média do més mais chuvoso 139,3mm
Precipitacdo média do més mais seco 14,6mm
N° de dias com precipitagdo > 1 mm 172

Os meses de dezembro, janeiro e fevereiro foram os mais frios, com temperaturas médias de
4,9°C, 5,1°C e 5,4°C, respetivamente. No entanto foi em fevereiro que se registou o maior
nimero de dias com temperaturas iguais ou inferiores a 0,0°C, correspondendo a 59,5%
(55/93) dos dias mais frios observados durante o periodo de estudo. Neste periodo a média da
temperatura minima foi de 0,5°C em dezembro, 1,2°C em janeiro e de 0,0°C em fevereiro.

Relativamente & precipitacdo, os meses de dezembro, janeiro e fevereiro foram os meses mais
chuvosos, com valores médios de precipitacio de 139,3mm, 112,6mm e 102,2mm,
respetivamente. Durante o periodo de estudo verificou-se que cerca de 65% (561,5/864,9mm)
do total da precipitacdo ocorreu entre os meses de outubro a fevereiro, sendo que 41,0%
(354,1/864,9mm) ocorreu durante os trés meses mais chuvosos. Os meses de julho e agosto
foram os mais secos, observando-se uma precipitacdo média de 14,6mm em cada um dos

meses.
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6.2. Caracterizacdo da populacéo estudada

Este estudo foi realizado numa populacdo de 62 asininos (Quadros 8 e 9), constituida por
67,7% (n=42) de fémeas, 30,7% (n=19) de machos esterilizados e 1,6% (n=1) de machos
reprodutores.

Os animais permaneceram saudaveis durante o periodo de estudo.

De acordo com o indice de condi¢do corporal considerado no ponto 4.4.1., referido nos
materiais e métodos, a populacdo foi categorizada em trés grupos, de 2-2,5 (n=12), 3-3,5
(n=38) e 4-5 (n=12), observando-se uma média da condi¢do corporal estimada em 3,2
(DP=0,6; minimo=2; maximo 5), sendo que nas fémeas a média da condi¢do corporal foi
estimada em 3,2 (DP=0,7; minimo=2; maximo=5) e nos machos esterilizados em 3,2
(DP=0,5; minimo=3; maximo=4).

O perimetro toracico (PTO) foi estimado de acordo com o ponto 4.4.1., referido no capitulo
dos Materiais e Métodos. De acordo com o considerado, a populacdo estudada consistiu em
animais com PTO de 115-128cm (n=12), 130-149cm (n=33) e 150-168cm (n=17), tendo sido
observado um valor médio de 141 centimetros (DP=12,2; minimo=115; méaximo=168), que

evidenciou uma grande uniformidade morfométrica da populacdo em estudo.

Quadro 8 - Caracterizacdo da populacdo de animais utilizados no estudo, desde dezembro de
2009 a setembro de 2014.

n % n % n %
Sexo Q 42 67,7 3 19 30,7 1) 1 16
esterilizados reprodutor

Idade 2<4 9 14,5 4-10 30 484 >10 23 37,7
(anos)

ICC 2-2,5 12 194 3-3,5 38 61,2 4-5 12 194
PTO 115-128 12 194 130-149 33 532 150-168 17 274
(cm)

n niimero, % percentagem, @ fémea, ' macho, < menor, > maior, ICC Indice Condigio Corporal,
PTO Perimetro toracico
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Quadro 9 - Animais da Raca Asinina de Miranda utilizados no estudo epidemiologico durante
um periodo de cinco anos, desde dezembro de 2009 a setembro de 2014.

NUmerode Género Idade PTO Condi¢do | Niomerode Género Idade PTO Condicdo
Identificacdo Anos cm  Corporal | Identificagédo anos cm Corporal
1 AEPGA Q 4 141 3,0 32 AEPGA Q 14 135 4,0
2 AEPGA Q 6 150 2,5 33 AEPGA Q 4 149 3,5
3 AEPGA Q 4 140 3,0 34 AEPGA Q 18 115 3,0
4 AEPGA Q 2 149 4,0 35 AEPGA Q 20 140 3,0
5 AEPGA Q 2 158 3,0 36 AEPGA Q 4 142 3,5
6 AEPGA Q 6 155 3,0 37 AEPGA Q 4 140 3,5
7 AEPGA Q 2 155 3,0 38 AEPGA Q 4 143 3,5
8 AEPGA Q 6 139 3,0 39 AEPGA Q 2 135 3,5
9 AEPGA Q 3 149 2,5 40 AEPGA Q 4 121 2,0
10 AEPGA Q 3 168 3,5 41 AEPGA Q 3 153 2,5
11 AEPGA Q 5 132 3,0 42 AEPGA Q 15 135 5,0
12 AEPGA Q 6 139 2,5 43 AEPGA o 20 123 3,0
13 AEPGA Q 6 136 2,5 44 AEPGA o 20 158 4,0
14 AEPGA Q 12 137 3,0 45 AEPGA o 20 159 3,0
15 AEPGA Q 2 126 3,0 46 AEPGA o 5 147 4,0
16 AEPGA Q 6 133 2,0 47 AEPGA o 6 120 3,0
17 AEPGA Q 5 155 4,0 48 AEPGA o 20 153 4,0
18 AEPGA Q 15 133 4,5 49 AEPGA o 12 163 2,5
19 AEPGA Q 6 132 3,0 50 AEPGA o 6 142 3,0
20 AEPGA Q 6 128 3,0 51 AEPGA o 4 157 2,5
21 AEPGA Q 12 125 4,5 52 AEPGA o 15 133 4,0
22 AEPGA Q 149 3,0 53 AEPGA o 15 159 3,5
23 AEPGA Q 4 128 2,5 54 AEPGA o 20 143 3,0
24 AEPGA Q 20 125 3,0 55 AEPGA o 18 128 2,5
25 AEPGA Q 5 154 3,0 56 AEPGA o 20 154 3,0
26 AEPGA Q 18 147 3,5 57 AEPGA o 12 137 3,5
27 AEPGA Q 6 142 4,5 58 AEPGA o 20 140 3,5
28 AEPGA Q 2 130 2,5 59 AEPGA o 5 125 3,0
29 AEPGA Q 6 154 3,0 60 AEPGA o 18 122 3,5
30 AEPGA Q 4 154 4,0 61 AEPGA o 20 133 3,0
31 AEPGA Q 6 146 3,0 62 AEPGA 3 4 148 3,0

Q fémea, & macho reprodutor, © macho esterilizado
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6.3. Parasitismo dos animais

Durante o periodo de estudo foi possivel determinar a prevaléncia de parasitismo assim como

o nivel de infecdo parasitaria da populacdo alvo (Quadro 10).

Quadro 10 - Prevaléncia de infecdo parasitaria e valores de OPG de mensais observados
durante os cinco anos de estudo, de dezembro 2009 a setembro 2014.

Prevaléncia Distribuicéo dos niveis de OPG
Meses  Observados Positivos 50-450 500-1000 >1000
n n % n % n % n %

dez-09 62 22 355 11 500 11 500 O 0,0
mar-10 62 20 32,3 12 600 8 400 O 0,0
jun-10 62 28 4572 15 536 13 464 O 0,0
set-10 62 17 274 9 529 8 471 0 0,0
Meédias 62,0 218 351 118 541 100 459 0,0 0,0
dez-10 62 15 24,2 14 93,3 1 6,7 0 0,0
mar-11 62 61 984 37 60,7 13 213 12 197
jun-11 62 38 61,3 8 211 13 342 15 395
set-11 62 31 50,0 19 61,3 5 16,1 9 29,0
Meédias 62,0 36,3 585 195 591 80 196 9,0 221
dez-11 62 29 46,8 17 58,6 7 24,1 5 17,2
mar-12 62 27 435 20 741 3 11,1 4 14,8
jun-12 62 34 548 16 471 16 471 2 5,8
set-12 62 19 30,6 13 684 6 316 O 0,0
Meédias 62,0 273 439 165 62,1 80 285 28 95
dez-12 62 15 242 11 733 4 26,7 0 0,0
mar-13 62 24 387 20 833 4 16,7 0 0,0
jun-13 62 27 435 18 66,7 9 333 0 0,0
set-13 62 17 274 7 412 10 588 O 0,0
Meédias 62,0 208 335 140 661 6,8 339 00 0,0
dez-13 62 14 22,6 10 714 4 286 O 0,0
mar-14 62 14 226 12 857 2 143 0 0,0
jun-14 62 17 274 12 706 5 294 0 0,0
set-14 62 12 194 7 58,3 5 417 0 0,0
Meédias 62,0 143 230 103 715 40 285 00 0,

6.3.1. Prevaléncia

Considerando o total de animais analisados que evidenciaram a presenca de ovos nas fezes,
com valores iguais ou superiores a 50 OPG, procedeu-se a determinacdo do valor da
prevaléncia. Ao longo dos cinco anos de estudo, observou-se uma diminuigédo do valor da taxa
de prevaléncia média anual de 35,1% para 23,0% dos animais sujeitos ao controlo anti-
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helmintico seletivo, observacdo ilustrada pela linha de tendéncia apresentada no Grafico 2.
Contudo, durante o segundo ano de estudo, observou-se um aumento de 23,4%, registando-se
58,5% de prevaléncia média anual com um valor mensal maximo de 98,4% em marco de

2011, quando 61 dos 62 animais estudados se encontravam parasitados.

A prevaléncia de infecdo dos animais apresentou flutuacdo sazonal ao longo dos cinco anos
de estudo (Graficos 2 e 3). Os valores de prevaléncia mais elevados foram observados entre

0s meses de marco e junho, e os valores de prevaléncia mais baixos verificaram-se entre 0s
meses de setembro e dezembro.

Gréfico 2 - Prevaléncia de parasitismo observada ao longo do periodo de estudo, com linha de
tendéncia.
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Gréfico 3 - Prevaléncias de parasitismo observadas ao longo dos cinco anos de estudo (A, B,
C, D e E), com as respetivas linhas de tendéncia.
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A média da taxa de prevaléncia de infecdo global foi superior (46,7%; 1C95%:16,7-78,9%)
nos animais com idade inferior a quatro anos, seguindo-se o grupo de animais com idade entre
quatro e dez anos (38,2%; 1C95%:21,8-57,6%) e com uma taxa de prevaléncia inferior nos
animais com idade superior a dez anos (35,6%; 1C95%:17,8-60,0%) (Grafico 4).

Gréfico 4 - Média global da taxa de prevaléncia de infecdo por grupos etarios.
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Uma anélise detalhada da taxa de prevaléncia de infecdo, ao longo do periodo de estudo e por
grupos etérios (Grafico 5), permitiu observar que o aumento da taxa de prevaléncia no
segundo ano de estudo ocorreu em todos 0s grupos etarios. No entanto, nos dois ultimos anos
0 grupo de animais com idade inferior a quatro anos apresentou uma taxa de prevaléncia de
infecdo superior aos restantes grupos (Grafico 6). No final do estudo, verificou-se uma
convergéncia em todos 0s grupos etarios para uma taxa de prevaléncia de 19,9%
(1C95%:11,2-32,3%) observada no més de setembro de 2014.

O teste ANOVA evidenciou uma diferenca estatisticamente significativa na prevaléncia de
infecdo entre os grupos etarios. Esta diferenca observou-se entre o grupo de idade inferior a
quatro anos e de quatro a dez anos (p=0,0029) e entre o grupo de idade inferior a quatro anos

e 0 grupo de idade superior a dez anos (p=0,0004).
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Grafico 5 - Variagdo da taxa de prevaléncia de infe¢do por grupos etarios durante o periodo de
estudo.
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Gréfico 6 - Taxa de prevaléncia de infecdo dos grupos etarios nos dois Gltimos anos de estudo
(A -4°ano, B - 5° ano).
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A andlise dos resultados da taxa de prevaléncia em relacdo ao sexo revelou uma distribuicdo
semelhante em ambos 0s sexos ao longo do periodo de estudo (Graficos 7 e 8). N&o se
verificou uma associacdo significativa entre 0 sexo e a média da taxa de prevaléncia de
infecdo observada em fémeas (média=39,5; DP=13,4) e em machos (média=37,1; DP=145).

Esta analise ndo considerou o grupo de machos inteiros por ser constituido apenas por um
animal.
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Gréfico 7 - Variacao da taxa de prevaléncia de infecdo por sexo durante o periodo de estudo.

120 + )
] —— ffmeas
100 ] —=— machos castrados
< 80 +
S
8 1
5 ]
<§ 60 T
= ]
© ]
o 40
20 +
0 ] T T T T T T T T T T T T T T T T T r .
NN PSS S P AP S P PP CRI\
66\’ &%5 \&\ K9 b@‘\/ éé \&\ ¥ b@‘\» &v‘ \00 & b@(‘) ‘&5 . \&\ & b@‘\» &b& QQ Ko

Gréfico 8 - Registo anual da taxa de prevaléncia com distribuicdo semelhante em ambos os
SeX0s.

70

J

® fémeas
60

1

B machos castrados

50 +

40 -

30 A

Prevaléncia (%)

20 -+

10 A

1°ano 2°ano 3%ano 4% ano 5%ano

Relativamente ao numero de reinfecdes ocorridas durante o periodo de estudo, verificou-se
uma diferenca significativa entre os sexos. O teste ANOVA revelou uma diferenca estatistica
(p=0,0027) na média da frequéncia de novas infecdes entre fémeas (média=6,9, DP=5,5) e
machos esterilizados (média=2,6, DP=2,3).
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Uma anélise global permitiu verificar que a taxa de prevaléncia de infecdo foi mais baixa nos
animais de maior condicdo corporal (4-5) (35,8%; 1C95%:12,8-66,7%) e mais elevada nos
animais de menor condicao corporal (2-2,5) (40,8%; 1C95%:16,0-70,7%). A variagédo da taxa
de prevaléncia em relacdo a condicdo corporal durante o periodo de estudo encontra-se
representada no Grafico 9. No entanto, e apesar de os dados apontarem nesse sentido, ndo se

verificou uma associagéo significativa entre a condigéo corporal e a taxa de prevaléncia.

Grafico 9 - Variacdo da taxa de prevaléncia em relacdo a condi¢do corporal durante o periodo
de estudo.
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A taxa de prevaléncia de infecdo ndo apresentou diferencas significativas em relacéo ao PTO,
observando-se valores de prevaléncia média global de 37,5% (DP=19,8; maximo=100;
minimo=16,7), 39,8% (DP=20,1; maximo=97,0; minimo=15,2), 37,6% (DP=25,0;
maximo=100; minimo=>5,9), para os respetivos valores de PTO 115-128, 130-149 e 150-168
centimetros.

A taxa de prevaléncia de infecdo foi analisada em relacdo a varidveis meteoroldgicas,
nomeadamente precipitacdo, temperatura média, temperatura minima e temperatura maxima.

A analise pelo teste de Spearman ndo demonstrou a existéncia de correlacdes entre a taxa de
prevaléncia e as variaveis meteoroldgicas (Quadro 11).
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Quadro 11 - Correlagcdo entre a prevaléncia de parasitismo mensal e as variaveis
meteoroldgicas observadas durante o periodo de estudo.

Coeficientes Prec. Total Temp. média Temp. minima Temp. maxima
r -0,21 0,05 0,03 -0,03
p 0,36 0,82 0,86 0,87
1C95% -0,59; 0,25 -0,40; 0,48 -0,41; 0,47 -0,47; 0,41

6.3.2. Nivel de infec&o parasitaria

O nivel de infecdo parasitaria (NIP) foi determinado com base nos valores de ovos por grama
de fezes (OPG), de acordo com o ponto 4.4.3.3., referido do Capitulo 4.

6.3.2.1. Ovos por grama de fezes (OPG)

Durante o periodo de estudo foi possivel observar uma flutuagdo dos valores médios de OPG
com uma redugdo progressiva na amplitude (Gréfico 10). Entre dezembro de 2009 e setembro
de 2014 verificou-se inicialmente um aumento até junho de 2011 seguido de uma diminuicao

progressiva e paulatina da excrecdo de ovos até setembro de 2014.

Grafico 10 - Niveis mensais médios de OPG durante o periodo de estudo.
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De acordo com o Quadro 12 e Gréafico 11, ao longo dos cinco anos, ocorreu uma reducdo do
valor médio de OPG, de 551,4 OPG no primeiro ano para 376,5 OPG no ultimo ano de
estudo. No entanto, no segundo e terceiro anos de estudo os valores médios foram de 691,4
OPG e 609,2 OPG, respetivamente. As curvas de excrecdo de ovos observadas nos cinco anos
de estudo podem ser observadas no Gréafico 12.

O teste ANOVA realizado para o valor de OPG, no mesmo més em anos diferentes, permitiu
observar diferencas significativas entre 0 més de junho de 2010 e junho de 2011 (p=0,002),
dezembro de 2010 e dezembro de 2011 (p=0,008) e junho de 2011 e junho de 2012 (p=0,004).

Quadro 12 - Valores de OPG observados durante o periodo de estudo.

Valores médios mensais de OPG

Meses 1°ano 2° ano 3°ano  4°ano 5% ano Média
dezembro 463,6 292,9 575,9 430,0 289,3 410,3
margo 582,5 668,0 635,2 477,1 3429 541,1
junho 640,7 1150,0 707,4 529,6 4529 696,1
setembro 518,8 654,8 518,4 505,9 420,8 523,7
Meédia anual 551,4 691,4 609,2 485,6 376,5 542,8
Minimo 463,6 292,9 518,4 430,0 289,3 410,3
Méaximo 640,7 1150,0 707,4 529,6 4529 696,1
Desvio padrao 76,8 351,7 81,0 42,9 74,3 117,5
Erro padrdo da média 19,2 87,9 20,2 55,1 10,7 29,4

Gréfico 11 - Valores de OPG médios anuais observados durante os cinco anos de estudo, de
dezembro de 2009 a setembro de 2014.
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Grafico 12 - Curvas de excre¢do de ovos observadas ao longo dos cinco anos de estudo (A, B,
C, D e E), com as respetivas linhas de tendéncia.
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A andlise de variancia dos niveis médios mensais de OPG, através do teste de ANOVA,

permitiu verificar que houve diferencas significativas entre alguns meses no periodo de estudo
(Quadro 13).

Quadro 13 - Resultados do teste ANOVA para niveis de OPG entre 0s meses, durante o
periodo de estudo.

1°ano 2% ano 3°ano 4% ano 5% ano

dezembro/margo ns p=0,009 ns ns ns
margo/junho ns p=0,0003 ns ns ns
junho/setembro ns p=0,003 ns ns ns
setembro/dezembro p=0,007 ns ns p=0,003 ns

ns - ndo significativo

A mesma anélise efetuada para avaliacdo global da média do valor de OPG em todos o0s anos,

permitiu observar diferencas significativas entre o segundo e o quinto ano do estudo (p<0,05).

Um macho castrado com idade entre 15 a 20 anos apresentou uma curva de eliminagéo fecal
de ovos diferente da registada na restante populacdo (Grafico 13). Este animal, com PTO de
159 centimetros e nivel trés de condicdo corporal, apresentou resultados negativos durante o
primeiro ano de estudo e, em dezembro de 2010 foi observada uma excrecdo de 50 OPG que
aumentou progressivamente ao longo de quatro anos de estudo. Nos dois ultimos anos, o valor
de OPG aproximou-se da média da populacdo sem exceder os 450 OPG, ndo tendo sido
desparasitado durante todo o periodo de estudo.

Gréafico 13 - Comparacdo entre os niveis médios de OPG da populacdo de asininos e 0s
valores de OPG registados num macho castrado durante o periodo de estudo.
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O estudo da eliminacdo de ovos de estrongilideos permitiu evidenciar uma sazonalidade na
excrecdo. O valor médio global de eliminacdo de ovos registado nos meses de junho (696,1
OPG) foi 0 mais elevado, observando-se um decréscimo nos meses de setembro (523,7 OPG)
e dezembro (410,3 OPG), més em que se registou o valor de eliminagdo mais baixo.
Verificou-se um aumento progressivo nos meses de marco (541,1 OPG) até junho (Grafico

14), més com valor médio de excrecdo mais elevado.

Gréfico 14 - Valores médios globais de OPG observados em cada més.
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Os valores absolutos de OPG, observados durante o periodo de estudo, e respetivo erro

padrdo, podem ser observados no Grafico 15.

Grafico 15 - Valores totais de OPG observados em cada més durante periodo de estudo, com
erro padrao da média.
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Pela observacdo do Grafico 16 verifica-se um aumento progressivo na excrecdo fecal de ovos
desde dezembro até junho, més que se atinge um pico méaximo na eliminacdo de ovos;
decrescendo depois progressivamente a excre¢do nos meses de setembro até dezembro. Este
padrdo sazonal de excrecdo permite observar a curva anual de excrecdo de ovos de

estrongilideos parasitas de asininos da Raca de Miranda, no Planalto Mirandés.

Grafico 16 - Curva anual de excrecdo de ovos de estrongilideos parasitas de asininos da Raca
de Miranda, no Planalto Mirandés.
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A analise dos niveis médios de OPG por grupo etario foi realizada com base nos dados

expostos no Quadro 14 e Grafico 17.
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Quadro 14 - Valores de OPG observados em funcdo da idade dos animais estudados.

Valores médios mensais de OPG

Meses Idade 1°ano  2°ano 3°ano 4°ano 5°ano  Média
<4 anos

dezembro 360,0 400,0 510,0 283,3 375,0 385,7
margo 740,0 856,3 1030,0 490,0 433,3 709,9
junho 570,0 1730,0 862,5 458,3 500,0 824,2
setembro 433,3 620,0 433,3 350,0 350,0 437,3
Média 525,8 901,6 709,0 395,4 414,6 589,3
Minimo 360,0 400,0 433,3 283,3 350,0 385,7
Méaximo 740,0 1730,0 1030,0 490,0 500,0 824,2
Desvio padrao 1448 504,8 246,1 83,0 57,8 183,2

4-10 anos
dezembro 566,7 280,0 585,7 391,7 281,3 4211
marco 543,8 650,0 607,1 500,0 290,0 518,2
junho 620,0 1183,3 747,2 587,5 383,3 704,3
setembro 494,4 503,8 556,3 514,3 366,7 487,1
Média 556,2 654,3 624,1 498,4 330,3 532,7
Minimo 494,4 280,0 556,3 391,7 281,3 421,1
Maximo 620,0 1183,3 747,2 587,5 383,3 704,3
Desvio padrao 52,1 384,1 84,7 80,8 52,2 121,4

>10 anos
dezembro 320,0 220,0 595,0 541,7 262,5 387,8
marco 514,3 626,1 4375 4444 341,7 472,8
junho 735,7 916,7 595,8 500,0 550,0 659,6
setembro 637,5 819,2 512,5 564,3 537,5 614,2
Média 551,9 645,5 535,2 512,6 4229 533,6
Minimo 320,0 220,0 4375 444.4 262,5 387,8
Méaximo 735,7 916,7 595,8 564,3 550,0 659,6
Desvio padréo 179,2 308,3 76,0 52,7 143,3 125,6

124



Gréfico 17 - Valores anuais de OPG observados em funcéo do grupo etéario.
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O grupo de animais com idade inferior a quatro anos apresentou a maior flutuacdo na
excrecdo de ovos observada ao longo dos cinco anos de estudo (Grafico 18). Neste grupo
ocorreu um pico de excrecdo no segundo e no terceiro anos, 901,6 OPG e 709,0 OPG
respetivamente; coincidindo com o pico de excre¢do de ovos verificado no segundo (1150,0
OPG) e terceiro (707,4 OPG) anos observado na populacdo geral (Grafico 10). Nos restantes
animais verificou-se uma diminuicdo progressiva da excrecdo de ovos de estrongilideos.
Contudo, os animais com idade entre quatro e dez anos apresentaram uma maior reducao da
excrecdo de ovos comparativamente com 0s animais de idade superior a dez anos que

registaram valores de OPG mais constantes e estaveis ao longo do estudo.

Gréfico 18 - Flutuacdo do valor de OPG em funcdo da idade da populacao estudada, ao longo
dos cinco anos de estudo.
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A anélise de variancia (ANOVA) evidenciou a existéncia de diferenca significativa nos niveis
de OPG entre animais com menos de quatro anos e animais com mais de dez anos (p=0,032).
A andlise da excrecdo de OPG em relacdo ao sexo permitiu observar que a média global do
valor de OPG foi semelhante em ambos; 564,5 OPG nas fémeas e 520,3 OPG nos machos.
Contudo, o célculo da média anual do valor de OPG para cada sexo permitiu verificar que
ocorreu uma maior excrecdo nas fémeas no segundo (779,9 OPG) e terceiro (660,1 OPG)
anos do estudo do que nos machos esterilizados que apresentaram valores médios de 554,5
OPG e 502,3 OPG no segundo e terceiro anos, respetivamente (Grafico 19). O teste ANOVA
permitiu verificar a existéncia de diferenca estatisticamente significativa nos valores de OPG
entre sexos (p=0,002).
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Grafico 19 - Variagdo dos valores anuais médios de OPG em relagdo ao sexo, ao longo dos
cinco anos de estudo.
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Relativamente & analise da excre¢do considerando a condic¢do corporal, verificou-se que a
média global do valor de OPG foi semelhante nos trés grupos; 550 OPG nos animais com 2-
2,5, 533 OPG nos animais de 3-3,5 e 556 OPG nos animais 4-5. No entanto, no segundo ano
do estudo verificou-se que os animais com condi¢do corporal 2-2,5 apresentaram uma
excregdo superior aos restantes, apresentando uma média anual de 803 OPG (Grafico 20).

A analise de variancia (ANOVA) evidenciou a existéncia de diferenca estatisticamente
significativa nos valores de OPG entre os grupos com condicdo corporal 2-2,5 e 3-3,5
(p<0,001) e entre os grupos 3-3,5 e 4-5 (p<0,0006).

Grafico 20 - Variacdo dos valores anuais médios de OPG em relagéo a condicdo corporal, ao
longo dos cinco anos de estudo.
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A anélise de variancia (ANOVA) da excrecdo de ovos relativamente a condi¢do corporal
baseada no PTO apresentou uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de

115-128 e 130-149 (p<0,004) e entre os grupos 130-149 e 150-168 (p=0,03) (Grafico 21).

Grafico 21 - Variacdo dos valores anuais médios de OPG em relagdo ao PTO, ao longo dos
cinco anos de estudo.
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A andlise da correlacdo pelo teste de Spearman, entre os valores médios de OPG e as
varidveis meteoroldgicas no periodo de estudo, ndo permitiu observar correlacGes
estatisticamente significativas com a temperatura e com a precipitagao.

Durante o periodo do estudo, o nimero médio de desparasitacbes foi de 3,2 nas fémeas
(DP=0,7) e de 2,7 (DP=1,1) nos machos. Verificou-se que as diferencas das médias entre
fémeas e machos é estatisticamente significativa (p=0,012), ou seja, o tempo medio entre
desparasitagOes é diferente de machos para fémeas, sendo mais curto para estas. A analise do
namero médio de desparasitagcdes para 0s cinco anos de estudo permitiu estimar o intervalo
entre desparasitacoes, de 22,4 meses nos machos e de 16,2 meses nas fémeas.

6.3.2.2. Nivel de infecdo parasitaria (NIP)

Ao longo do periodo de estudo observou-se uma diminui¢do do nivel de infecdo parasitaria
(NIP) nos asininos sujeitos ao controlo parasitario seletivo. A taxa de prevaléncia de animais
com NIP medio diminuiu de 45,9% para 28,5% tendo a taxa de prevaléncia de animais com

NIP fraco aumentado de 54,1% para 71,5%. Os animais fortemente parasitados, eliminadores
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de valores superiores a 1000 OPG, surgiram no segundo ano (22,1%) e permaneceram no

terceiro (9,5%) tendo desaparecido no quarto e quinto anos do estudo (Grafico 22).

Grafico 22 - Niveis de infecdo parasitaria (NIP) associados ao numero médio de OPG
observados durante o periodo de estudo.
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Relativamente aos grupos etarios, observou-se que em todos 0s niveis de infecdo parasitaria
houve maior participagdo de animais com idade entre quatro e dez anos, seguindo-se 0S
animais com mais de dez anos e por fim os animais mais jovens com menos de quatro anos
(Grafico 23).

Grafico 23 - Distribuicdo do NIP em relacdo aos grupos etarios.
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A andlise estatistica (ANOVA) permitiu observar diferencas estatisticamente significativas
entre os trés grupos etérios e os diferentes niveis de infecdo parasitaria (p<0,0001).

O nivel de infecdo parasitaria apresentou variacGes ao longo do periodo de estudo entre os
sexos e 0s meses do ano (Graficos 24 e 25).

Relativamente ao sexo, o teste ANOVA permitiu observar a existéncia de diferenca
significativa na ocorréncia de NIP médio ou forte entre fémeas e machos (p=0,012). As
fémeas apresentaram um maior ndmero de infecBes parasitarias com valores iguais ou

superiores a 500 OPG do que os machos (Grafico 25).

Grafico 24 - Nivel de infecdo parasitaria em relacdo ao sexo.
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Grafico 25 - Nivel de infecdo parasitaria em relacdo ao sexo e meses estudados.
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Relativamente ao indice de condicdo corporal (ICC), verificou-se que em todos os niveis de
infecdo parasitaria houve maior participacdo de animais com ICC de 3-3,5. No grupo de NIP
fraco seguiu-se maior contribuicdo dos animais com ICC 2-2,5. No grupo de NIP forte

seguiu-se a maior contribuicdo dos animais com ICC 4-5 (Grafico 26).

Gréfico 26 - Distribuicdo do NIP em relacéo a condigédo corporal dos animais.
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A anélise estatistica (ANOVA) permitiu observar diferencas estatisticamente significativas
entre as trés condic¢des corporais e 0s niveis de infecdo parasitaria (p<0,0001).

No que respeita ao perimetro toracico, verificou-se que em todos os niveis de infegdo
parasitaria houve maior participagdo de animais com PTO 130-149cm, seguindo-se 0s
animais com PTO 150-168cm e por fim os animais com PTO 115-128cm (Grafico 27).

Gréfico 27 - Distribuicdo do NIP em relacdo ao perimetro toracico dos animais.
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A andlise estatistica (ANOVA) permitiu observar diferencas estatisticamente significativas

entre os trés perimetros toracicos considerados e os niveis de infegéo parasitaria (p<0,0001).

A andlise da correlacdo pelo teste de Spearman, entre o NIP e as variaveis meteoroldgicas no
periodo de estudo, permitiu observar correlacbes estatisticamente significativas com a

temperatura e com a precipitacdo em alguns grupos da populacao.

Em animais com idade superior a dez anos verificou-se a existéncia de uma correlacdo
positiva entre 0 NIP médio (500-1000 OPG) e a temperatura média (0=0,49; p<0,03).

Em animais de PTO 130-149cm observou-se uma correlacdo positiva entre a temperatura
minima e NIP médio (500-1000 OPG) (p=0,44; p<0,05). Também foi observada uma
correlacdo negativa entre a temperatura minima e NIP fraco (50-450 OPG) (o0=-0,47;
p<0,036).

Em animais de condicdo corporal 2,5 foi evidenciada uma correlacdo negativa entre a
temperatura minima e NIP fraco (50-450 OPG) (0=-0,46; p<0,042). Também neste grupo de
animais verificou-se uma correlagdo negativa entre a temperatura média e NIP fraco (50-450
OPG) (p0=-0,46; p<0,043), entre temperatura maxima e NIP fraco (50-450 OPG) (p0=-0,63;
p<0,003). Ainda neste grupo, os animais com idade inferior a quatro anos evidenciaram uma

correlagéo negativa entre a precipitacdo e NIP forte (>1000 OPG) (p=-0,45; p<0,045).

6.3.3. Biodiversidade de parasitas gastrointestinais

Apo6s a realizacdo da coprocultura procedeu-se a identificacdo das larvas infetantes, sendo
possivel observar a biodiversidade e avaliar a prevaléncia (Quadro 15) e abundancia
proporcional (Quadro 16) de géneros e espécies de parasitas gastrointestinais observados
durante o estudo.

A prevaléncia de infecdo parasitiria por Parascaris foi observada apds realizacdo de
diagndstico etioldgico, por observacdo de ovos presentes nas amostras fecais analisadas, pelo

método coprologico quantitativo de McMaster.
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Quadro 15 - Prevaléncias médias de géneros e espécies de parasitas gastrointestinais
observados durante o estudo.

Strongylidae
Meses Cyathostominae Strongylinae
Morfotipos do género Cyathostomum S.vulgaris Oesoph. T.axei Parascaris
A B C D E F G H

dez-09 710 00 00 290 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
mar-10 7.4 00 00 286 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
jun-10 692 00 00 308 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
st.10 727 00 00 273 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
Média 7.1 00 00 289 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
D.padrio 14 00 00 14 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
dez-10 700 00 00 300 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
mar-11 383 7.8 156 175 1,9 19 11,7 06 2,6 0,6 0,6 0,6
jun-11 350 87 165 194 19 19 11,7 10 1,9 0,0 1,0 1,0
set-11 425 96 151 164 27 27 96 00 1,4 0,0 0,0 0,0
Média 464 87 157 208 22 22 11,0 08 2,0 0,6 0,8 0,8
D. padrio 160 09 07 62 05 05 12 02 0,6 0,0 0,2 0,2
dez-11 424 91 152 182 15 16 121 00 0,0 0,0 0,0 0,0
mar-12 844 00 00 156 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
jun-12 7783 00 00 227 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
set.12 826 00 00 174 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
Meédia  7L7 91 152 185 15 16 121 00 0,0 0,0 0,0 0,0
D. padrio 197 00 00 30 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
dez-12 789 00 00 21,1 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
mar-13 786 00 00 21,4 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
jun-13 794 00 00 206 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
set.13 80 00 00 190 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
Média 795 00 00 205 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
D.padrio 10 00 00 10 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
dez-13 778 00 00 222 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
mar-14 824 00 00 17,6 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
jun-14 850 00 00 150 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
st.14 857 00 00 143 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
Média 827 00 00 173 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0
D.padrio 36 00 00 36 00 00 00 00 0,0 0,0 0,0 0,0

Cyath A - Cyathostomum morfotipo A; Cyath B - Cyathostomum morfotipo B; Cyath C - Cyathostomum morfotipo C; Cyath D -
Cyathostomum morfotipo D; Cyath E - Cyathostomum morfotipo E; Cyath F - Cyathostomum morfotipo F; Cyath G - Cyathostomum
morfotipo G; Cyath H - Cyathostomum morfotipo H; S. vulgaris - Strongylus vulgaris; Oesoph. - Oesophagodontus robustus; T. axei -
Trichostrongulus axei; Parascaris)

Ao longo dos cinco anos de estudo, com controlo parasitario seletivo trimestral, observou-se
uma baixa biodiversidade de parasitas gastrointestinais sendo o0s cistostomineos os mais

prevalentes (Gréaficos 28 e 29).
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Gréfico 28 - Prevaléncias médias anuais de parasitas gastrointestinais, observados ao longo do
estudo.
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Cyath. A - Cyathostomum morfotipo A; Cyath. B - Cyathostomum morfotipo B; Cyath. C - Cyathostomum morfotipo C; Cyath. D -
Cyathostomum morfotipo D; Cyath. E - Cyathostomum morfotipo E; Cyath. F - Cyathostomum morfotipo F; Cyath. G - Cyathostomum
morfotipo G; Cyath. H - Cyathostomum morfotipo H; S. vulgaris - Strongylus vulgaris; Oesoph. - Oesophagodontus robustus; T. axei -
Trichostrongulus axei)

Gréfico 29 - Prevaléncias médias globais dos parasitas durante o periodo de estudo (com barra
do erro padrdo da média).
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morfotipo G; Cyath. H - Cyathostomum morfotipo H; S. vulgaris - Strongylus vulgaris; Oesoph.- Oesophagodontus robustus; T. axei -
Trichostrongulus axei)
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Durante o segundo ano de estudo observou-se um aumento da biodiversidade, surgindo 2,6%
de animais parasitados com estrongilineos, dos quais 2,0% parasitados com a especie
Strongylus vulgaris, a espécie de estrongilineo mais prevalente, e 0,6% por Oesophagodontus
robustus. Neste periodo foram observados 0,8% de infe¢do por Trichostrongylus axei e 0,8%
pelo género Parascaris (Gréafico 30).

Gréafico 30 - Prevaléncia de parasitas gastrointestinais (ndo Cyathostominae) observada no
segundo ano de estudo.
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O género Cyathostomum sensu lato foi o Unico ciatostomineo observado ao longo dos cinco
anos de estudo, sendo mais prevalentes os morfotipos A (35,0 a 85,7%) e D (15,6 a 30,8%).
Durante o segundo e terceiro anos de estudo, observou-se uma maior biodiversidade do
género Cyathostomum sensu lato, sendo os morfotipos A (46,4 a 71,7%), D (20,8 a 18,5%), C
(15,7 a 15,2%), G (11,0 a 12,1%) e B (8,7 a 9,1%), os mais observados. Foram menos
observados os morfotipos E (2,2 a 1,5%) e F (2,2 a 1,6%). O morfotipo H foi observado
apenas no segundo ano de estudo com 0,8% de prevaléncia (Grafico 31).
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Gréafico 31 - Biodiversidade do género Cyathostomum sensu lato observada ao longo dos
cinco anos de estudo.
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Relativamente ao tratamento estatistico da biodiversidade parasitaria, ndo foi possivel
estabelecer diferencas estatisticas entre os diferentes géneros e espécies observadas ao longo
do estudo. Apenas foi possivel analisar os morfotipos A e D do genero Cyathostomum sensu
lato por este ter sido observado de forma constante ao longo do estudo.

A andlise da biodiversidade parasitaria permitiu observar diferencas estatisticamente
significativas do género Cyathostomum sensu lato morfotipo A nos animais com idades entre
quatro a dez anos e superiores a dez anos (p=0,041) e também nos animais com condicdo
corporal entre 2-2,5 e 4-5 (p=0,028).

Foram observadas diferencas estatisticamente significativas do género Cyathostomum sensu
lato morfotipo D entre o grupo dos animais com idade menor que quatro anos e idade maior
que dez anos (p=0,042), assim como entre os animais com condi¢do corporal 2-2,5 e 3-3,5
(p=0,04), 3-3,5 e 4-5 (p=0,018) e entre 2-2,5 e 4-5 (p<0,0001).

O estudo da abundancia de larvas infetantes de géneros e espécies parasitas gastrointestinais

permitiu observar um decréscimo do numero de larvas identificadas por cultura fecal do

primeiro para o ultimo ano do estudo, de 8500 para 5701 larvas, respetivamente, embora

tenha ocorrido uma maior abundancia de larvas durante o segundo e terceiro anos de estudo

(Grafico 32). Também foi possivel observar uma flutuacdo do nimero de larvas ao longo do

ano, sendo menos abundantes em setembro (9500/47335; 20,1%) e dezembro (9303/47335;
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19,7%) e mais em marco (14337/47335; 30,3%) e junho (14195/47335; 30,0%) (Gréafico 33).

Gréafico 32 - Registo do valor médio anual global do numero de larvas infetantes observadas

ao longo dos cinco anos de estudo.
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Gréfico 33 - Flutuacéo
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Relativamente a abundancia proporcional dos diferentes géneros e espécies, verificou-se que

as larvas infetantes de Cyathostomum sensu lato foram as mais abundantes, representando

cerca de 99,8% das larvas observadas nas amostras positivas analisadas. Trichostrongylus
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axei (0,19%), Strongylus vulgaris (0,02%) e Oesophagodontus robustus (0,002%) foram as
espécies assinaladas por ordem decrescente de abundancia em relacdo ao total analisado de
larvas infetantes, embora com muito menor expressdo. Os valores encontram-se expostos no
Quadro 16 e Graficos 34 e 35.

Quadro 16 - Abundancias proporcionais médias mensais e anuais de géneros e espécies de
parasitas gastrointestinais (L3) observados nos asininos estudados.

Ne L3 % de géneros e espécies observados em culturas fecais
Meses Observadas Strongylidae
Cyathostominae Strongylinae

Morfotipos do género Cyathostomum
A B C D E F G H S.vulgaris Oesoph. T.axei

dezembro 9303 91,22 0,08 1,34 7,14 0,01 0,01 0,20 0,00 0,00 0,00 0,00
marcgo 14337 91,50 0,13 1,40 6,03 0,03 0,04 0,38 0,00 0,04 0,01 0,44
junho 14195 90,98 0,09 1,20 7,09 0,02 0,03 0,22 0,01 0,02 0,00 0,34
setembro 9500 93,56 0,08 1,11 5,04 0,02 0,02 0,15 0,00 0,02 0,00 0,00
Média 11833,75 91,81 0,09 1,26 6,33 0,02 0,03 0,24 0,00 0,02 0,002 0,19
Minimo 9303 90,98 0,08 1,11 5,04 0,01 0,01 0,15 0,00 0,00 0,00 0,00
Méaximo 14337 93,56 0,13 1,40 7,14 0,03 0,04 0,38 0,01 0,04 0,01 0,44
Desvio padrdo  2810,27 1,18 0,02 0,14 1,00 0,01 0,01 0,10 0,00 0,02 0,00 0,23

Cyath. A - Cyathostomum morfotipo A; Cyath. B - Cyathostomum morfotipo B; Cyath. C - Cyathostomum morfotipo C; Cyath. D -
Cyathostomum morfotipo D; Cyath. E - Cyathostomum morfotipo E; Cyath. F - Cyathostomum morfotipo F; Cyath. G - Cyathostomum
morfotipo G; Cyath. H - Cyathostomum morfotipo H; S. vulgaris - Strongylus vulgaris; Oesoph. - Oesophagodontus robustus; T. axei -
Trichostrongulus axei)

Grafico 34 - Abundéancias proporcionais médias dos diferentes morfotipos de Cyathostomum
sensu lato observados nos asininos estudados.
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Grafico 35 - Abundancias proporcionais médias do género Cyathostomum sensu lato
(morfotipos B, C, D, E, F e G) e de parasitas gastrointestinais ndo ciatostomineos observados.

ON B DOON A OON A OON A DOON B DOONI AN A0
QRO

| NN S N [ [N [ [N [N N [ [ [ [N [N [ [ [ N Y [ [ [ S [ [ O [N S S N —— —

Abundancia (%)
OO0 NINNNNWWWWW-A A AN AUITIUIUITIODHO

< N S >
O O O O O s 4 N N
I T
S S 3 S Q J $ & S
< + < <+ AN S
& N &
& & o)
<& S &>
f—PQ
O‘Z)

A andlise estatistica da abundancia de larvas infetantes de géneros e espécies parasitas
gastrointestinais permitiu observar diferenca estatistica para Cyathostomum senso lato
morfotipo D entre 0os meses de junho e setembro durante os cinco anos de estudo (p=0,039),
observando-se que a abundancia de larvas deste parasita no més de junho é diferente e

superior ao da abundancia do més de setembro, ao longo de todos 0s anos de estudo.
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6.4. Estudo da contaminacdo ambiental por estrongilideos

6.4.1. Estudo da biodiversidade de larvas infetantes de estrongilideos na pastagem

Ao longo de cinco anos de estudo, apenas foram observadas cinco larvas infetantes de
Cyathostomum sensu lato Morfotipo A em 500 gramas de erva seca em marco de 2011

(Quadro 17).

Quadro 17 - Larvas infetantes (L3) de estrongilideos observadas na pastagem durante o
periodo de estudo.

Larvas infetantes de estrongilideos observadas na pastagem

Meses 1°ano 2% ano 3%ano 4° ano 5% ano
dezembro 0 0 0 0 0

margo 0 10 L3/Kg 0 0 0

junho 0 0 0 0 0
setembro 0 0 0 0 0

Por nédo haver dados suficientes ndo foi realizado o tratamento estatistico deste resultado.

6.4.2. Estudo da contaminacéo do estabulo

O estudo da contaminacdo da palha da cama dos estdbulos apenas permitiu observar a

presenca de ovos de estrongilideos em dezembro de 2009 e dezembro de 2010 (Quadro 18).

Quadro 18 - Ovos de estrongilideos observados na palha da cama do estabulo.

Ovos de estrongilideos observados na cama do estabulo

Meses 1°ano 2° ano 3°ano 4° ano 5° ano
dezembro 200PG 60 0PG 0 0 0

marco 0 0 0 0 0

junho 0 0 0 0 0
setembro 0 0 0 0 0

O estudo da contaminacdo das camas revelou uma baixa contaminacdo de ovos por grama de
palha. Nao foi possivel realizar o tratamento estatistico destes resultados.

A pesquisa de ovos de estrongilideos na palha e feno utilizado na alimentagdo dos asininos
revelou resultados negativos, ndo se observando formas parasitarias ao longo do periodo de

estudo.
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7. DISCUSSAO

Este estudo epidemioldgico permitiu observar o estatuto parasitologico dos burros da Raca
Asinina de Miranda, pertencentes a Associacdo para o Estudo e Protecdo do Gado Asinino
(AEPGA) e utilizados em programas de recuperacdo desta raca autoctone.

Estudos realizados entre 2005 e 2008 observaram a infecdo parasitaria natural deste nucleo de
animais sujeitos a um controlo anti-helmintico estratégico. Este controlo baseou-se em
tratamentos de grupo com administragdo subcutanea de ivermectina a 2% (1ml/50Kg PV) em
intervalos regulares. Considerando a primavera e outono as épocas indicadas para o
tratamento parasitario, esta populacdo foi sujeita a um protocolo de tratamento estratégico,
que consistiu na aplicacdo de duas doses da lactona macrociclica nestas épocas. Em 2005, a
primeira avaliacdo parasitologica destes animais permitiu observar uma elevada prevaléncia
de infecdo por estrongilideos intestinais (87,0%; 110/127) sendo que 70,9% dos asininos
apresentavam um nivel de infecdo parasitaria (NIP) forte (>1000 OPG) dos quais 14,5%
intensamente parasitados (>5000 OPG). Durante quatro anos, entre 2005 e 2009, o controlo
antiparasitario estratégico foi monitorizado duas vezes por ano aquando do tratamento
parasitario, através de uma avaliacdo parasitologica dos animais. Entre 2005 e 2006 registou-
se uma diminuicdo da prevaléncia média de infecdo por estrongilideos de 87,0% (2005) para
40,5% (2006) e durante os restantes dois anos foi observada uma manutencdo dos valores
médios da prevaléncia em 38,7% (2007), 38,8% (2008). Em 2008, ano anterior ao atual
estudo epidemioldgico, observou-se uma prevaléncia de infecdo de apenas 38,8% (33/85) em
que 81,8% dos asininos parasitados apresentaram eliminacédo inferior a 1000 OPG, e apenas
18,2 % apresentaram uma eliminacdo superior a 1000 e inferior a 2500 OPG (Sousa et al.,
2008). Com o controlo estratégico foi também evidenciada uma diminuicdo da biodiversidade
parasitaria associada a um aumento da prevaléncia de infe¢do por ciatostomineos, de 85,2%
para 100% com predominancia de Cyathostomum morfotipo A (100%) e Cyathostomum
morfotipo D (40%) (Sousa & Madeira de Carvalho, 2009)

Com a manutencdo de uma prevaléncia média de infecdo por estrongilideos de 39,3% e o
aumento da prevaléncia de infecdo por ciatostomineos para 100%, observados na populagdo
de asininos da Raca de Miranda sujeita a tratamento estratégico durante os trés anos anteriores
a este estudo epidemiologico, foi considerada uma nova abordagem ao controlo. Para o efeito
foi tido em consideracdo que a abordagem tradicional de controlo anti-helmintico estratégico,
baseada em tratamentos frequentes, com administragdes de anti-helminticos em intervalos

regulares, contribuiu para um controlo pouco eficaz e para o desenvolvimento de resisténcias
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em varios pontos do globo, inclusive em asininos (Lloyd et al., 2000; Kaplan, 2002, 2004;
Nielsen, 2009; Canever et al., 2013; Lester et al., 2013; Nielsen et al., 2013, 2014; Relf et al.,
2014). Desta forma, foi proposta a AEPGA a alteracdo da estratégia de controlo parasitéario
com o objetivo de utilizar de forma racional os recursos disponiveis e de desparasitar apenas
0s animais com indicacdo para tratamento, evitando administracbes desnecessarias ou
ineficazes.

Em dezembro de 2009, no inicio deste estudo epidemiolégico, foi implementado o controlo
seletivo, baseado na vigilancia do parasitismo com selecdo de tratamentos anti-helminticos
especificos para os asininos da AEPGA, no solar da Raca de Miranda.

Durante o periodo de estudo foram monitorizados todos os asininos e selecionados para
tratamento apenas os animais eliminadores de valores iguais ou superiores a 500 OPG, tendo
sido observada, em comparacdo com o controlo estratégico anteriormente utilizado, uma
redugdo do numero dos tratamentos anti-helminticos com administracdo subcuténea de
ivermectina a 2% (1ml/50Kg PV). Durante os cinco anos de estudo, observou-se um ndmero
médio de desparasitacfes de 3,3 nas fémeas e de 2,7 nos machos, com um intervalo médio
entre desparasitagdes de 16,2 meses nas fémeas e de 22,4 meses nos machos. Estes resultados
parecem estar de acordo com Trawford & Burden (2012), que referem que a monitoracao
frequentemente de asininos permite programas de tratamento individualizado e por Nielsen et
al. (2006, 2014) e Becher et al. (2010), autores que observaram uma reducdo do numero de
tratamentos com anti-helminticos com a abordagem de controlo seletivo.

Ao longo de cinco anos de estudo foi observada uma diminuicdo da prevaléncia média anual
de 35,1% para 23,0%, verificando-se no final do estudo uma convergéncia para uma taxa de
prevaléncia de 19,9%. Estes valores sdo coincidentes com os observados na bibliografia que
refere uma distribuicdo do tipo binominal negativa, em que cerca de 20% dos hospedeiros
concentram cerca de 80% dos estrongilideos, parasitas de equideos (Warnick, 1992; Molnar
& Kassai, 1994; Nielsen et al., 2006). Estudos recentes demonstram que a percentagem real
de equideos, responsavel pela excrecdo de 80% da carga parasitaria no ambiente € inferior a
20% da populacéo (Lester et al., 2013; Relf et al., 2013).

Desta forma verificou-se que o controlo parasitario seletivo observado ao longo deste estudo,
foi eficaz para no controlo do parasitismo por estrongilideos, em concordancia com estudos
realizados em equideos e referidos por varios autores (Nielsen et al., 2006; Becher et al.,
2010; Francisco et al., 2012; Trawford & Burden, 2012; Greite, 2013; Madeira de Carvalho et
al., 2014; Nielsen et al., 2014).
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Contudo, fatores extrinsecos como 0 maneio e condi¢cdes meteoroldgicas, assim como fatores
intrinsecos aos asininos como a idade, sexo, condi¢do corporal e tamanho do animal, parecem
influenciar o controlo parasitario seletivo.

Durante o segundo ano de estudo, entre dezembro de 2010 e setembro de 2011, observou-se
um aumento da prevaléncia média anual de 35,1% para 58,5%, com um valor mensal maximo
de 98,4% registado em marco de 2011. A caracterizacdo climatica do Planalto Mirandés e da
area de dispersdo da Raca Asinina de Miranda, realizada durante o periodo de estudo,
permitiu observar uma diminui¢do acentuada da precipitacdo. Segundo os registos do Boletim
Climatoldgico Mensal de Portugal Continental, do Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera,
0 ano de 2011 foi seco, com uma precipitacdo média anual de apenas 59,5mm, sendo julho o
més mais seco (1,1mm) e setembro o mais chuvoso (136,8mm).

Considerando que o regime fluvial dos cursos de &gua do Planalto Mirandés depende da
sazonalidade climatica da regido (Monteiro et al., 2000; Meirinhos, 2014) e que o tradicional
método de rega de lima utilizado nos lameiros, que desempenha um papel regulador do ciclo
da &gua e dos nutrientes do solo, pode ser interrompido nos anos mais secos quando 0S cursos
de &gua secam por completo (Moreira et al., 2001; Pd¢as, 2014), torna evidente a importancia
das condicBes geocliméticas na manutencdo da composicéo floristica da vegetacdo espontanea
caracteristica dos lameiros ou pastagens de montanha, sendo a disponibilidade hidrica um
elemento critico para a existéncia de pastagem (Méndez & Aguiar, 2010).

Pelo facto dos lameiros constituirem a base da alimentacdo de ruminantes e equideos
domesticos do Planalto Mirandés e de estes permanecerem em pastoreio conjunto (Monteiro
et al., 2000; Méndez & Aguiar, 2010; AEPGA, 2015a), a escassez de alimento pode alterar o
comportamento natural dos asininos que passam a alimentar-se junto ou dentro das areas de
defecacdo, aumentando a contaminacdo ambiental e consequentemente o risco de reinfecdo e
infecdo de outros animais. Nestas condi¢des 0s asininos podem acumular um grande nimero
de estrongilideos (Kuzmina, 2012; Matthews & Burden, 2013; Relf et al., 2013; Matthews,
2008, 2014; Schneider et al., 2014). Por outro lado, estudos demonstram que o pastoreio
conjunto, de equinos domésticos e bravios, promove o0 aumento do parasitismo dos animais
introduzidos, os que apresentam valores de excrecdo de ovos superiores (Madeira de
Carvalho, 2001).

Arneberg et al., (1998), Madeira de Carvalho (2001) e Matthews & Burden (2013)
consideram que 0 encabecamento é critico para o controlo do parasitismo em equideos,
observando maior infecdo parasitaria em populacdes com maior encabecamento. Segundo
Patterson & Ruckstuhl (2013) a prevaléncia e a intensidade do parasitismo estdo diretamente

relacionadas com a densidade dos hospedeiros.
143



A contaminacdo ambiental observada na palha, nos meses de dezembro de 2009 (20 OPG) e
dezembro 2010 (60 OPG), assim como a observada na pastagem em marco de 2011 (10
L3/Kg) pode estar relacionada com o pico de parasitismo observado durante o segundo ano de
estudo. Segundo Uhlinger (1991) e Dopfer et al. (2004), a média da contagem dos ovos
emitidos pelos elementos de um rebanho permite calcular o ritmo de infecdo adquirida pelos
equideos, assim como o grau de contaminagdo do meio ambiente, com ovos dos parasitas.
Neste estudo epidemioldgico foram observados diferentes valores de taxa de prevaléncias de
infecdo por estrongilideos em asininos. Quanto ao sexo, foi observada uma prevaléncia
superior em fémeas (39,5%) do que em machos (37,1%). Em asininos de diferentes faixas
etarias observou-se maior prevaléncia em animais com idade inferior a quatro anos (46,7%) e
menor em animais com idade superior a dez anos (35,6%). Entre asininos de diferentes
condigdes corporais, foi observada maior prevaléncia de infecdo em asininos com menor
condigéo corporal (40,8%) do que asininos com melhor condi¢do corporal (35,8%). Desta
forma este estudo permitiu identificar o sexo, a idade e a condicao corporal como fatores de
risco para a infecdo parasitaria por estrongilideos, revelando maior intensidade de infecéo por
estrongilideos em asininos do sexo feminino, com idade inferior a quatro anos e em menor
condicdo corporal, resultados coincidentes com os referidos por véarios autores (Bell et al.,
2001; Tesfu et al., 2014).

O aumento de parasitismo observado no segundo e terceiro anos de estudo, terd ocorrido
devido ao aumento da prevaléncia de infecdo e aumento da excrecdo de ovos registados nos
animais mais jovens e nas fémeas.

No grupo de animais com idade inferior a quatro anos ocorreu um pico de excre¢do no
segundo ano (901,6 OPG) e no terceiro (709,0 OPG), coincidindo com o pico de excrecao de
ovos observado nestes anos (1150,0 e 707,4 OPG, respetivamente no segundo e terceiro ano
de estudo). Em relacdo ao sexo, durante o periodo de estudo ndo foram observadas diferencas
significativas entre a taxa de prevaléncia de fémeas (39,5%) e machos (37,1%), assim como
entre média global do valor de OPG excretados pelas fémeas (564,5 OPG) e pelos machos
(520,3 OPG). No entanto a média da frequéncia de novas infecdes foi superior em fémeas
(6,9) do que em machos (2,6) assim como a média de excrecdo de ovos observada durante o
periodo mais seco do estudo, em que as fémeas apresentaram valores médios de 779,9 OPG e
660,7 OPG, e os machos de 554,5 OPG e 502,3 OPG, no segundo e terceiro anos,
respetivamente.

Este estudo permitiu observar a maior suscetibilidade dos asininos jovens assim como das

fémeas as infecBes parasitarias por estrongilideos, referida por vérios autores (Bell et al.,
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2001; Mezgebu et al., 2013; Tesfu et al., 2014; Sheferaw & Alemu, 2015; Tsegaye & Chala,
2015).

Segundo os resultados deste estudo, a condicdo corporal, avaliada pelo perimetro toracico,
parece ndo ter relacdo com a taxa de prevaléncia de infecdo. Este resultado poderd estar
relacionado com a uniformidade morfométrica observada na populagédo estudada.

Este estudo permitiu observar uma curva anual de excrecdo de ovos de estrongilideos
parasitas de asininos da Raga de Miranda, no Planalto Mirandés. A flutuagdo observada
caracteriza-se por um padrdo sazonal de excrecdo de ovos verificando-se um aumento
progressivo desde dezembro até junho, més que se atinge um pico maximo na eliminagéo de
ovos; decrescendo depois progressivamente a excrecao nos meses de setembro até dezembro.
No nosso pais foi observada uma curva semelhante por Madeira de Carvalho (2001), em
garranos bravios do Parque Natural Peneda Gerés. Também foi referido um padréo sazonal,
de excrecdo de ovos de estrongilideos parasitas de equinos, similar no noroeste de Espanha
(Vazquez, 2010). O aumento sazonal da excrecdo de ovos de estrongilideos parasitas de
equinos, com contagens mais elevadas no verdo e mais baixas no inverno, tem sido referido
em Vvarios estudos realizados em paises do hemisfério norte como no Reino Unido (Ramsey et
al., 2004; Lloyd & Martin, 2006), na Ucréania (Kuzmina et al., 2006b) e Estados Unidos
(Baudena et al., 2000). A dindmica populacional dos estrongilideos depende das condigdes
ambientais que condicionam as épocas de ovopostura, em particular dos ciatostomineos.
Quando as condi¢des ambientais sdo desfavoraveis no hemisfério norte, durante os meses de
dezembro a marco, as larvas de ciatostomineos encontram-se em hipobiose encapsuladas na
mucosa e submucosa do intestino grosso, atrasando o desenvolvimento enddgeno até a fase
adulta. A baixa excrecdo de ovos de ciatostomineos observada de dezembro a margo, época
de condicBes ambientais extremas e desfavoraveis ao desenvolvimento exdgeno, parece
evidenciar a presenca de estrongilideos adultos pouco viaveis no Iimen do intestino grosso e a
duracdo da fase de hipobiose (Elsener & Villeneuve, 2009; Corning, 2009). No fim do
inverno ou inicio da primavera os estrongilideos adultos sdo eliminados e as larvas
hipobidticas emergem para o limen do intestino grosso (Giles et al., 1985; Reinemeyer et al.,
1986).

A curva anual de excrecdo de ovos de estrongilideos parasitas de asininos da Raga Asinina de
Miranda, no Planalto Mirandés observada neste estudo, podera corresponder assim ao ciclo
anual da dindmica de populacéo de ciatostomineos descrito para equinos no hemisfério norte.
A curva anual de excrecdo de ovos observada poderd ser consequéncia das condicBes
meteoroldgicas registadas no Planalto Mirandés onde sdo observadas condi¢cfes favoraveis

para o desenvolvimento do ciclo exdgeno de estrongilideos durante os meses de margo a
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junho. Segundo Soulsby (1986) e Mfitilodze & Hutchinson (1987) a L1 pode desenvolver-se
entre os limites minimo (3°C) e maximo (40°C), podendo eclodir e sobreviver durante varias
semanas a temperaturas baixas (8°C) e originar larvas viaveis ao fim de dez meses.

No Planalto Mirandés registam-se temperaturas minimas (8°C) favoraveis ao
desenvolvimento dos ovos de estrongilideos a partir de marco, o que podera justificar um
aumento da populacdo de L3 na pastagem em abril, um més apos ao pico de eliminacéo, e a
ocorréncia do pico maximo de excrecdo de ovos em junho. Como 0s meses mais quentes
registam temperaturas méximas absolutas proximas a 40°C, condicBGes desfavoraveis ao
desenvolvimento exdgeno de estrongilideos, ocorre uma diminuicdo da excrecao de ovos.
Desta forma os resultados obtidos parecem estar de acordo com as condic¢des climaticas
definidas por Monteiro et al. (2000), Preto & Sa (2007) e Meirinhos (2014), que referem uma
continentalidade do Planalto Mirandés, zona de Tras-os-Montes de menor influéncia atlantica
caracterizada por fortes amplitudes térmicas, com verdes quentes e curtos e os invernos frios e
longos.

Este estudo registou a ocorréncia de uma curva de excrecdo de ovos caracterizada por
aumento lento e progressivo do ndmero de ovos eliminados pelas fezes, de 0 a 450 OPG,
observado ao longo de cinco anos, sem ter havido indicacdo para tratamento anti-helmintico.
Esta curva foi observada num asinino macho esterilizado com idade entre 15 a 20 anos,
perimetro toracico de 159 centimetros e nivel trés de condigédo corporal.

Sendo um animal adulto e sujeito a um contacto continuado com formas infetantes, os valores
de OPG baixos observados podem indicar um certo grau de pré-municdo (Madeira de
Carvalho, 2001). Por outro lado, alteracGes comportamentais relacionadas com dominancia ou
com apeténcia por alimentos desidratados, como feno e palha, em detrimento da pastagem,
poderdo justificar esta curva de excre¢do de ovos que reflete niveis muito baixos de infecdo
parasitaria. No entanto, do ponto de vista epidemioldgico, 0s animais excretores de baixos
valores de OPG podem assumir um papel muito importante como fonte de reflgio e
consequentemente na prevencdo do aparecimento de resisténcias a anti-helminticos. Apesar
de ndo existirem estudos quantitativos que fundamentem estes principios, os autores referem
que os nematodes parasitas dos equideos ndo tratados podem atuar como uma fonte de refdgio
que desempenha um papel central no desenvolvimento de resisténcia aos anti-helminticos
(Van Wyk, 2001; Bowman et al., 2003; Nielsen et al., 2006; Van Wyk et al., 2006;
KENYON et al., 2009). Os autores supdem que 0 pequeno numero de nematodes resistentes
sobreviventes ao tratamento dos equideos possam ser rapidamente diluidos pelos parasitas em

refugio, levando a uma acumulacéo lenta na populagao de alelos genéticos que codificam para
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a resisténcia aos anti-helminticos (Eysker et al., 2006; Van Wyk et al., 2006; Matthews et al.,
2014).

Segundo os varios autores consultados, as infecdes parasitarias sdo frequentes em asininos.
Estes referem resultados similares aos observados neste trabalho, com niveis de infecéo
elevados por estrongilideos intestinais, de 82,0 a 90,0% (Mattioli et al., 1994; Wells et al.,
1998; Gebread, 1999; Collobert-Laugier et al., 2002; Matthee et al., 2002; Morris et al.,
2004).

No presente estudo observou-se uma baixa biodiversidade, de parasitas gastrointestinais,
associada ao controlo parasitario seletivo, sendo os ciatostomineos 0s mais prevalentes ao
longo dos cinco anos de estudo. Este resultado € coincidente com os referidos por varios
autores, que observam uma prevaléncia de ciatostomineos préxima dos 100% (Madeira de
Carvalho, 2001; Matthee et al., 2002; Nielsen et al., 2006; Kuzmina et al., 2007; Kuzmina &
Kuzmin 2008; Hosseini et al., 2009; Getachew et al., 2010; Chitra et al., 2011; Ferreira et al.,
2014) e uma baixa biodiversidade associada a controlos parasitarios (Becher et al., 2010;
Nielsen, 2012; Trawford & Burden, 2012; Menzel, 2013).

A infecdo por ciatostomineos observada neste trabalho pode representar algum risco acrescido
para a salude dos asininos, por estes parasitas exercerem um impacto negativo na saude,
reduzindo significativamente a sua condicdo corporal (Matthee, et al., 2002b; Lind et al.,
2003; Peregrine et al., 2006) assim como por estarem associados a situacdes de colite grave,
diarreia crénica ou mortalidade até 50% em equideos (Lyons et al., 2000; Love, 2003). Por
outro lado, pode representar um desafio na abordagem de controlo antiparasitério, visto que
estes parasitas encontram-se associados a resisténcia anti-helmintica emergente a todos os
grupos de compostos sintéticos disponiveis para tratamento anti-helmintico de equideos
(Becher et al., 2010; Nielsen, 2012; Trawford & Burden, 2012; Menzel, 2013).

O género Cyathostomum sensu lato foi o Unico género de ciatostomineo observado ao longo
dos cinco anos de estudo, sendo mais prevalentes os morfotipos A (35,0 a 85,7%) e D (15,6 a
30,8%), no entanto durante o segundo e terceiro anos de estudo observou-se uma maior
biodiversidade do género Cyathostomum sensu lato, com os morfotipos A (46,4 a 71,7%), D
(20,8 a 18,5%), C (15,7 a 15,2%), G (11,0 a 12,1%) e B (8,7 a 9,1%), 0s mais observados,
sendo também identificados os morfotipos E (2,2 a 1,5%), F (2,2 a 1,6%) e H (0,8%). Estes
resultados sdo semelhantes aos de Madeira de Carvalho et al. (2007c), que observaram uma
elevada prevaléncia de Cyathostomum sensu lato em asininos e hibridos estabulados,
registando uma grande biodiversidade deste género em equideos ndo desparasitados.
Cyathostomum tipo A foi frequentemente observado, com 65 a 98% de abundancia, seguido

pelos morfotipos C e D, entre 6 a 8%, e os morfotipos B, E, F, G e H foram 0s menos
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frequentemente observados. Segundo Madeira de Carvalho et al. (2007¢) e Sousa & Madeira
de Carvalho (2009), as medidas de controlo antiparasitario diminuem a biodiversidade deste
género.

A prevaléncia média de infecdo por Strongylus vulgaris resultou de 2,0% no segundo ano de
estudo, sendo o estrongilineo mais observado. Resultado coincidente com trabalhos prévios
que referem Strongylus vulgaris como a espécie de estrongilineo mais prevalente nos seus
estudos Getachew et al. (2010), Ibrahim et al. (2011), Filho et al. (2013), Ferreira et al.
(2014), Matto et al. (2015).

Em marco de 2011, um asinino macho reprodutor de seis anos, pertencente &8 AEPGA, surgiu
parasitado com 300 OPG. Sem indicacao para tratamento anti-helmintico, considerado apenas
para animais excretores de valores iguais ou superiores a 500 OPG, procedeu-se a cultura
fecal e identificacdo das larvas infetantes. Sendo observadas L3 Strongylus vulgaris foi
aconselhado o tratamento pela importancia patogénica deste agente.

De acordo com Pandey (1981), Khallaayoune (1991) e Borji et al. (2014), as larvas de
Strongylus vulgaris sdo frequentemente observadas em artérias mesentéricas de asininos
necropsiados. Borji et al. (2014) refere a ocorréncia de arterite parasitaria, com obstrucdo
completa da artéria mesentérica cranial, pela presenca de larvas de Strongylus vulgaris assim
como colica severa e fatal de um asinino macho com oito anos de idade, ndo sujeito a
tratamento anti-helmintico regular.

A ocorréncia desta infe¢do parasitaria no Unico animal reprodutor da AEPGA observado neste
estudo, levantou a questdo colocada pelos autores Nielsen et al. (2006, 2012), Becher et al.
(2010), Pilo et al. (2012), Studzinska et al. (2012), e Hertzberg et al. (2014), que observaram
um aumento da prevaléncia de infecdo por Strongylus vulgaris em exploracGes onde se
reduziu a intensidade de tratamento anti-helmintico ao longo de varios anos, pelo que os
autores consideram que o controlo seletivo podera aumentar a probabilidade de Strongylus
vulgaris completar seu ciclo bioldgico e potenciar o seu reaparecimento. No entanto
Hertzberg et al. (2014) e Matthews (2014) consideram que sdo necessarios mais estudos para
avaliar esta possibilidade.

Durante o segundo ano de estudo foi observada uma prevaléncia média de infecdo por
Trichostrongylus axei de 0,8%, correspondendo a um macho castrado com seis anos de idade.
A ocorréncia de infecdo de asininos por Trichostrongylus axei podera evidenciar pastoreio
conjunto destes animais com ruminantes, uma vez que esta associacdo tem sido
frequentemente referenciada na bibliografia (Madeira de Carvalho & Afonso-Roque, 1995;

Trawford & Mulugeta, 2008). De acordo com o observado neste estudo, também Wannas et
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al. (2012) e Filho et al. (2013), referem a ocorréncia de infecdo gastrica por este parasita em
animais adultos entre os dois e os seis anos de idade.

Este estudo evidenciou a ocorréncia de uma prevaléncia média de infecdo por Parascaris de
0,8%, correspondendo a uma fémea com oito anos de idade durante o segundo ano de estudo.
Getachew (2006), Getachew et al. (2010), Chitra et al. (2011), Wannas et al. (2012),
Mezgebu et al. (2013) e Tsegaye & Chala, (2015) evidenciaram infe¢Ges de asininos adultos,
com idade superior a dois anos e meio, por Parascaris equorum o que segundo Trawford &
Mulugeta (2008) poderd sugerir a auséncia de imunidade protetora contra a infecdo por

ascarideos em asininos adultos.

Embora ainda seja reduzida a informacao sobre a biodiversidade de parasitas gastrintestinais
em asininos assim como a sua distribuicdo na populacéo hospedeira, prevaléncia de infecéo e
modo de transmissdo, 0 seu conhecimento é necessario e importante para que se possa adotar
medidas terapéuticas adequadas. Este estudo pretende contribuir para o conhecimento de
aspetos epidemiologicos importantes para que possam ser utilizados em estratégias de
controlo parasitario da populacdo de asininos do Planalto Mirandés, contribuindo desta forma
para o estudo e protecdo do gado asinino em particular da Raca Asinina de Miranda.
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IV. CONCLUSOES

1. Os inquéritos epidemiologicos permitiram caracterizar a populagéo estudada de asininos da
Raca de Miranda, assim como o clima do solar da raca observado durante o periodo de
estudo.

A populacdo de asininos residentes nos centros da AEPGA, caracterizou-se por ser um nucleo
de animais utilizados em atividades relacionadas com a preservacdo da Ragca Asinina de
Miranda. Permanecendo em regime de semi-estabulacdo, com acesso permanente a pastagem,
estes animais deslocaram-se frequentemente entre os trés centros da AEPGA assim como para
0 exterior dos centros, partilhando espacos e pastagens com outros equideos, ruminantes e
restantes animais domésticos provenientes de exploracBes agropecuarias tradicionais do
Planalto Mirandés.

A populacdo estudada caracterizou-se ainda por ser constituida por um maior nimero de
fémeas reprodutoras (67,7%) e de machos esterilizados (30,7%), do que machos reprodutores
(1,6%); evidenciando uma grande uniformidade de animais adultos (9,1 anos) com um indice
de condicéo corporal médio de 3,2 e perimetro toracico de 141,3 centimetros.

A caracterizacdo climética da regido em estudo, realizada através dos registos mensais da
estacdo meteoroldgica de Braganca (IPMA) ao longo do periodo de estudo, permitiu observar
uma sazonalidade climatica caracterizada por periodos frios e himidos, com valores médios
de temperaturas (4,9°C) e precipitagdo (139,3mm) registados durante os meses de dezembro,
janeiro e fevereiro, e periodos quentes e secos, com valores médios de temperaturas (22,0°C)

e precipitacdo (14,6mm) registados durante os meses de julho e agosto.

2. Avaliagdo da mudanca do controlo parasitario estratégico vs. seletivo:

A implementacdo do controlo seletivo permitiu utilizar os recursos disponiveis de forma mais
racional, tratando apenas os animais com indicacdo para tratamento, eliminadores de valores
igual ou superiores a 500 OPG. O controlo seletivo permitiu reduzir o nimero de tratamentos
anti-helminticos com administracdo subcutdnea de ivermectina a 2% (1ml/50Kg PV),
evitando os tratamentos desnecessarios ou ineficazes realizados duas vezes por ano, na
primavera e outono, observados no controlo estratégico anteriormente aplicado ao grupo de
asininos estudados. Durante 0s cinco anos de estudo, observou-se um nimero médio de
desparasitacfes de 3,3 nas fémeas e de 2,7 nos machos, com um intervalo médio entre

desparasitagOes de 16,4 meses nas fémeas e de 22,4 meses nos machos. Observou-se ainda
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uma diminuicdo da prevaléncia média anual de 35,1% para 23,0%, evidenciando uma eficacia

efetiva do controlo seletivo vs. controlo estratégico.

3. O estudo do parasitismo por estrongilideos parasitas gastrointestinais de asininos
evidenciou:

- Uma distribuicdo do tipo binominal negativa dos estrongilideos parasitas intestinais de
asininos, em que cerca de 23,0% dos asininos regularmente desparasitados, concentram a
totalidade dos estrongilideos parasitas de asininos.

- O papel epidemiologicamente relevante que os lameiros, ou pastagens de montanha,
constituem na epidemiologia das estrongilidoses asininas no Planalto Mirandés. Pelo facto
dos lameiros constituirem a base da alimentacdo de ruminantes e equideos domésticos da
regido.

- A influéncia da sazonalidade climatica da regido na epidemiologia das estrongilidoses
asininas. Este estudo permitiu observar uma curva anual de excrecdo de ovos de
estrongilideos parasitas de asininos da Raca de Miranda, no Planalto Mirandés. A flutuacédo
observada caracteriza-se por um padrdo sazonal de excrecdo de ovos verificando-se um
aumento progressivo desde dezembro até junho, més que se atinge um pico maximo na
eliminacdo de ovos; decrescendo depois progressivamente a excrecao nos meses de setembro
até dezembro.

- Fatores de risco para a infecdo parasitaria por estrongilideos. Este estudo observou maior
intensidade de infegdo por estrongilideos em asininos do sexo feminino, com idade inferior a
quatro anos e em menor condi¢do corporal. Evidenciado o sexo, idade e condicdo corporal
como fatores de risco na epidemiologia das estrongilidoses asininas.

- Maior suscetibilidade dos asininos jovens e das fémeas as infe¢des parasitarias.

- Uma baixa biodiversidade, de parasitas gastrointestinais, associada ao controlo parasitario
seletivo, sendo os ciatostomineos 0s mais prevalentes ao longo dos cinco anos de estudo.

- A biodiversidade do género Cyathostomum sensu lato foi progressivamente reduzida. Ao
longo dos cinco anos de estudo foram mais prevalentes os morfotipos A (35,0 a 85,7%) e D
(15,6 a 30,8%), no entanto observou-se durante o segundo e terceiro anos de estudo os
morfotipos C (15,7 a 15,2%), G (11,0 a 12,1%) e B (8,7 a 9,1%), E (2,2 a 1,5%), F (2,2 a
1,6%) e H (0,8%).

- Uma prevaléncia média de infecdo por Strongylus vulgaris de 2,0%, observada no segundo
ano de estudo, sendo o estrongilineo mais observado neste estudo.

- Uma prevaléncia média de infecdo por Trichostrongylus axei de 0,8%, observada durante o
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segundo ano de estudo, evidenciando pastoreio conjunto destes animais com ruminantes.
Sendo hospedeiros naturais de parasitas intestinais do cavalo e de ruminantes, 0s asininos
podem assumir um papel importante, como hospedeiros assintomaticos disseminadores, na
transmissao de infe¢Bes parasitarias entre as diferentes espécies de equideos e a ruminantes.

- Uma prevaléncia média de infecdo por Parascaris de 0,8%, correspondendo a infecdo
parasitaria de uma fémea com oito anos de idade, observada no segundo ano de estudo,
sugerindo a auséncia de imunidade protetora contra a infecdo por ascarideos em asininos

adultos.
4. A contaminacdo ambiental observada neste trabalho, em dezembro de 2009 e de 2010,

podera estar relacionada com o pico de parasitismo observado durante o segundo ano de

estudo.
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VI. ANEXOS

ANEXO I - Inquérito epidemioldgico.

PROCESSO NUMERO DATA

Proprietario

Morada Localidade

Telefone Outro contacto

Caracteristicas do animal

NUmero de identificacdo Nome

Raga

Sexo

Idade

Aptido

Condicéo corporal*

Estado fisiolégico

*Escalade1;2a2,5;3a3,5e4a5
Notas

Caracteristicas da exploracéo

Centro de
recuperacao
Ensino
Actividade | Apoio a deficientes
lab
Ndmero de >5a15
animais >15
Notas
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Caracteristicas do maneio da exploracéo

Tipo
Alimento Origem
Forma (comedouros ...)
Agua Origem
Estabulacéo Sim
Né&o
Camas Material
Maneio
Sim
Acesso a pastagem | N&o

Epoca de pastoreio

Notas

Caracteristicas do maneio sanitario

Desparasitacéo

Substancias activas usadas

Altura do ano

Outras técnicas de

terapéutica/profilaxia

antiparasitaria

Profilaxia das
doencas infecto-

contagiosas

(vacinacao)

Notas
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ANEXO Il - Método de McMaster modificado.

Diagndstico de parasitismo intestinal e determinacdo do niumero de ovos por grama de
fezes pelo método de McMaster modificado por Thienpont et al. (1986), referido por
Madeira de Carvalho (2001) e Madeira de Carvalho et al. (2007b).

1. Colocar duas gramas de fezes homogeneizadas num copo de plastico descartavel de 90
mililitros.

2. Medir 28 mililitros de solucdo densa de agucar (densidade de 1.20*) em proveta graduada.
3. Adicionar pouco a pouco os 28 mililitros de solucdo densa de aclcar a amostra de fezes e
diluir a amostra até formar uma suspenséo fecal.

4. Filtrar a suspenséo fecal através de um tamis de forma a reter os detritos de maior volume.
5. Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur transferir a suspensao fecal filtrada para a cdmara
de McMaster em acrilico com lamina superior removivel, de forma a encher as duas células
de contagem. A suspensdo fecal deve ser introduzida lentamente e de forma a ndo formar
bolhas de ar.

6. Colocar a cAmara de McMaster cheia sobre a platina do microscopio e deixar repousar
cerca de dez minutos de forma a deixar estabilizar a preparacao.

7. Observar ao microscopio otico (Olympus CH20) com baixas ampliacdes, de 100 e 400
vezes, e proceder a contagem de todos os ovos tipo estrongilideo nas duas células de
contagem.

8. Considerar negativas as amostra com valores inferiores a 50 OPG e positivas as com
valores iguais e superiores a 50 OPG.

9. Calcular o numero de ovos por grama de fezes (OPG), segundo a formula indicada (n° ovos
contados x 50) ou (média do n° ovos contados x 100).

* Preparacdo da solucdo de agucar a 1.20 de gravidade especifica, segundo Kassai (1999):

Dissolver 500 gramas de acucar granulado em um litro de agua destilada, adicionar seis

mililitros de formaldeido a 37%.
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ANEXO I11 - Método de coprocultura modificado.

Coprocultura pelo método de Roberts & O’Sullivan (1950) modificado por Ueno &
Gutierres (1983) e Madeira de Carvalho (1991), referido por Madeira de Carvalho
(2001) e Madeira de Carvalho et al. (2004, 2007b, 2008).

1. Macerar a amostra de fezes de forma a homogeneiza-la e a melhorar a sua consisténcia e
arejamento. A consisténcia deve tornar-se fridvel e esponjosa.

2. ldentificar um copo de plastico descartavel de 200 mililitros.

3. Colocar cerca de 50 a 60 gramas de fezes no copo e realizar um orificio em profundidade
no centro da amostra de forma a aumentar a sua &rea de superficie exposta ao oxigénio.

4. Cortar uma folha de aluminio com cerca de 10cm? de &rea e perfura-la com auxilio de uma
tesoura/pinca.

5. Cobrir o copo com a folha de aluminio perfurada e com o auxilio de um borrifador
humedecer a amostra.

6. Colocar no interior de uma estufa humida (humidade relativa de 70 a 80%) e a temperatura
de 26 a 28°C.

7. Incubar durante 14 dias com controlo diario da temperatura, humidade e arejamento da

cultura, de forma a evitar a sua putrefaccéo e formacéo de fungos.
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ANEXO 1V - Técnica de recolha de larvas infetantes.

Recolha de larvas infetantes pela técnica de Roberts & O’Sullivan com modificagdes de
Euzéby (1982), referidas por Madeira de Carvalho (2001) e Madeira de Carvalho et al.
(2004, 2007b, 2008).

1. Ap6s o periodo de incubacdo retirar a coprocultura da estufa, destapar e colocar dgua de
forma a submergi-la.

2. Colocar uma base de placa de Petri sobre a coprocultura imersa de forma a cobrir o copo.

3. Inverter a coprocultura de forma a ndo extravasar liquido para a base da placa de Petri e
adicionar-lhe cerca de 15 a 20 mililitros de agua.

4. Deixar repousar cerca de 24 horas.

5. Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur recolher o liquido que se encontra na base da placa
de Petri, onde se encontram concentradas as L3, e transfere-se 0 mesmo para tubos de
centrifuga de dez mililitros.

6. Proceder a concentragdo das L3 por centrifugacdo a 1500rpm durante trés minutos.

7. Cobrir os tubos de centrifuga com pelicula de “Parafilm®” para reduzir a concentragdo de
oxigénio.

8. Refrigerar a 4-5°C as larvas isoladas, até a0 momento da sua observacao e identificacéo.
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ANEXO V - Técnicas de recuperacao e observacao de larvas infetantes.

Observacdo microscopia das larvas infetantes isoladas, segundo Madeira de Carvalho
(2001) e Madeira de Carvalho et al. (2004, 2007b, 2008).

1. Para recuperar as L3 isoladas nos tubos de centrifuga € necessario eliminar cuidadosamente
0 sobrenadante e recuperar o sedimento com pipeta de Pasteur.

2. Colocar uma gota de sedimento sobre uma lamina de vidro e adicionar com uma gota de
Soluto de Lugol.

3. Com movimentos rotativos da lamina promover a diluicdo do sedimento na solucdo iodada
de forma a fixar e corar eficazmente as L3.

4. Fazer uma preparagédo lamina-lamela evitando a formacao de bolhas de ar.

5. Observar ao microscopio otico na ampliacdo 40 e 100 vezes, realizando contagem e
identificacdo de pelo menos 100 larvas do terceiro estadio de desenvolvimento.

6. Utilizar a chave dicotdmica para identificacdo de L3 de nematodes comuns dos equideos.
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ANEXO VI - Chave dicotomica para identificacdo das larvas infetantes.

Identificacdo das larvas infetantes de acordo com as caracteristicas morfométricas
referidas na chave dicotomica adaptada de Madeira de Carvalho (2001) e Madeira de
Carvalho et al. (2004, 2007b, 2008).

Chave para identificacdo de alguns nematodes comuns dos equideos.
1. Larvas SEM DAINNA ........coiiiiie et s et e e s e e be e s re e e te e ereeeaes 2

LLAIVAS COM DAINNA ...ttt nnennnnnnnnnnes 3

2. Esofago rabditiforme (com bulbo), presenca de machos, fémeas e ovos
............................................................................................................... Nematodes de vida livre

Esofago filariforme, superior a 1/3 do comprimento do corpo, cauda da larva termina em
forma de “v” PEQUENO ....cvevvieieeieeieiie et Strongyloides westeri

3. Cauda da bainha muito curta, 80 a 115um do anus a extremidade posterior da bainha, ndo
apresentando forma de chicote, com comprimento total médio de 738,1um .....................
................................................................................................................... Trichostrongylus axei

4. Larvas de tamanho médio com 6 a 9 células intestinais, com comprimentos totais médios
A8 773,3 @ 8BBOIUM ..ttt et e st e et e s re e be et e e re e te et e reenneenneeneenres 5

Larvas de tamanho pequeno a grande com mais de 9 células intestinais, comprimentos
totais MEdios de 730,7 @ 991, 7HUM ..oviiuiiiieeieiie ettt sr et re et e 8

5. Larvas de tamanho medio com 8 celulas intestinais com organizacdo e forma bem
definidas, comprimentos totais médios de 812 a 848HUM .........cccveereieienine st 6

Larvas de tamanho médio a grande com 6 a 9 células intestinais sem organizacgao e forma
definidas, comprimentos totais médios de 773,3 @ 886UM .......ccceccvevveiieieiieece e 7

6. Larvas de dimensdo média com 8 células intestinais, em que as duas primeiras (triangulares
ou rectangulares) formam uma fila dupla e as restantes seis (trapezoides ou rectangulares)
formam uma fila Gnica, comprimento total médio de 811,9um ...........cooviiiiiiiiiiiin,
........................................................................................ Cyathostomum sensu lato tipo A (2+6)

Larvas de dimensdo média com 8 células intestinais triangulares ou pentagonais arranjadas
em fila dupla, comprimento total médio de 828, 1M ...........cooviiiiiiiiiiii e



Larvas de dimensdo média a grande com 8 células intestinais, em que as quatro primeira
formam uma fila dupla (pentagonais, triangulares ou rectangulares) e as restantes quatro
(trapezoidais) estdo arranjadas em fila Gnica, comprimentos total médio de 847,8um .........
.................................................................................... Cyathostomum sensu lato tipo C (2+2+4)

Larvas de dimensdo média a grande com 8 células intestinais em fila Unica com forma
trapezoidal ou triangular, comprimento total médio de 842,8um ...,
................................................................................................. Cyathostomum sensu lato tipo D

7. Larvas de pequena dimensdo com 6 células intestinais triangulares e/ou trapezoidais, com
arranjo diverso, em fila dupla ou Unica, < comprimento total medio de 773,3um .................
.................................................................................................. Cyathostomum sensu lato tipo E

Larvas de média dimensdo com 7 células intestinais triangulares e trapezoidais alongadas.
Arranjo diverso, 2 a 4 células em fila dupla e as restantes em fila Unica ou arranjo misto.
Comprimento total MEdio de 824,21UM ... ...

Larvas de média a grande dimensdo com 8 células intestinais triangulares e/ou
rectangulares (alongadas e estritas), trapezoidais (porcao distal), arranjo diverso, comprimento
total medio de 847, 8M .......ccooiiiiiiiiee e, Cyathostomum sensu lato tipo G

Larvas de grande dimensdo com 9 células intestinais triangulares alongadas, as primeiras 6
em fila dupla e as restantes em fila Gnica, > comprimento total médio deste grupo é de 886um
................................................................................................. Cyathostomum sensu lato tipo H

8. Larvas com 12 células intestinais arranjadas em fila dupla (células com forma rectangular e
pentagonal), ou 6 a 10 células emparelhadas e as restantes em fila Unica (trapezoidal e
triangular), com comprimento total médio de 730,7Um .........ooiiiiiiii

Larvas com mais de 12 CAIUIAS INTESTINGAIS ..oevevvreeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessesseeeeeeeeeessssesereeeeeees 9
9. Larvas com 16 CEIUIAS INTESTINGIS ........eeeeeeeeee et e e eee e 10
Larvas com mais de 16 CAIUIAS INESINGIS ......cooueeeeeeee et 12

10. Larvas de dimensdo média (comprimento médio de 785,7um e largura média de 27,6um),
com células intestinais rectangulares e pentagonais, com propor¢do corpo da larva/porgédo
distal (CI/Pd) = 2,11 oo s Poteriostomum spp.

Larva de dimenSaA0 Grande .........c.eocueieeriiieiee e e se et e e et e e aeeneennees 11
11. Larvas de grande dimenséo (comprimento medio de 991,7um e largura média de 34,5um),

com intestino longo (415um) e com células grandes, distintas, de forma triangular, por vezes
pentagonais alongadas, proporcao cl/pd = 2,4:1 ...



Larvas de grande dimensdo (comprimento médio de 862,4um e largura media de 29,2um),
com células rectangulares (células proximais em fila dupla), pentagonais e triangulares
(células distais em posicéo intermédia ou com uma unica célula terminal), proporcéo cl/pd =
LB s Craterostomum acuticaudatum

Larvas de grande dimensdo (comprimento médio de 907um e largura média de 30,1um),
com células proximais rectangulares alongadas e as restantes pentagonais, as duas células
distais assimétricas, uma com metade do comprimento da outra mas com terminagdo ao
mesmo nivel, proporcdo Cl/pd = 1,7:L ... o

Larvas de grande dimensdo e finas (comprimento médio de 901um e largura média de
18,3um), células intestinais pouco diferenciadas, transi¢cdo pouco distinta entre o es6fago e o
intestino, cauda da larva com um lobo na extremidade, cauda da bainha curta, proporg¢éo cl/pd

3t SRS Strongylus equinus
12. Larvas com 18 a 20 CAIUIAS INTESTINGIS .....ooeeeeeeeeeeeeee et e e 13
Larvas com mais de 20 CEIUIAS INESTINAIS .......vvveeeeeeeeeee ettt e e e e e 14

13. Larvas de pequena a média dimensdo, finas (comprimento médio de 788,5um e largura
média de 22,5um), com células intestinais triangulares estreitas e alongadas, mal definidas,
esOfago curto , proporcdo CH/Pd = 2,2:1 ..o,

Larvas de média a grande dimensdo e grossas (comprimento médio de 834,2um e largura
média de 28,4um), com células intestinais pentagonais (mais frequentes), rectangulares e
triangulares (células distais justapostas ou em posicdo intermédia), esdfago longo (cerca de
1/3 do comprimento do corpo da larva), proporcdo cd/pd = 2,1:1 ...

14. Larvas de grande dimensao e grossas (comprimento médio de 935,6um e largura média de
32,1um), com células intestinais pentagonais e bem definidas e com coloracdo mais escura,
esOfago curto, proporGao CA/Pd = 2,8:1 ...

*Excepto Triodontophorus serratus
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ANEXO VII - Técnica para amostragem e colheita de erva da pastagem.

Técnica do duplo W para amostragem e colheita de erva, adaptada de Taylor (1939),
modificada por Ludwig & Johnstone (1984) e Madeira de Carvalho (1993), desenvolvida
por Madeira de Carvalho (2001) e Madeira de Carvalho et al. (2007b).

1. Percorrer a area de pastagem, duas vezes e em sentido inverso, num trajeto em forma de W.
2. Em cada braco, dos dois W percorridos, colher amostra de erva em dez paragens
equidistantes, num total de 80 pontos de colheita.

3. Em cada ponto colher cinco amostras com o polegar e o indicador: atras, frente, esquerda,
direita do ponto de paragem e entre 0s pés.

4. Fazer um total de 400 colheitas de erva, com um peso total entre 250 a 500 gramas.

5. Colher para sacos de polietileno, fechar e identificar.

6. Transportar para o laboratorio refrigerado (4-5°C).
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ANEXO VIII - Técnica para recuperar larvas infetantes da erva da pastagem.

Técnica de Gruner & Raynaud (1980) e Gettinby et al. (1985) modificada por Madeira
de Carvalho (1993), desenvolvida por Madeira de Carvalho (2001) e Madeira de
Carvalho et al. (2007b).

1. Colocar as amostras de erva em recipientes de plastico de dez litros e imergir com agua da
torneira a temperatura ambiente.

2. Adicionar trés gotas de detergente (reduzir a tensdo superficial), agitar e aguardar cerca de
dez minutos.

3. Escorrer a 4gua da lavagem para um recipiente e proceder a uma segunda lavagem com
agua corrente.

4. Escorrer a erva e centrifugar a 100rpm durante um minuto em centrifuga manual para
vegetais. A erva depois de lavada vai secar na estufa a 80°C durante trés dias para
determinacédo do peso da erva seca em grama.

5. Filtrar a 4gua obtida, das duas lavagens e centrifugacdo, através de filtros de malha com
didmetro decrescente, de 1000, 500, 250* e 20 micrometros (Retsch®, de 20 centimetros de
diametro).

6. Recuperar as larvas infetantes (L3), retidas no filtro de 20 micrémetros, por lavagem com
agua corrente e arrasto das L3 para copos de precipitagdo de 500 mililitros.

7. Concentrar as L3 transferindo-as para papel de filtro (Whatman® referéncia 113, com 15
centimetros de didmetro) por vacuo (pressao de 250 milimetros de mercdrio).

8. Extrair as L3 dos detritos finos, em aparelho de Baermann ou copo cénico, e ap6s 24 horas
de permanéncia. Recuperar o0s dez mililitros de sedimento para tubo de centrifuga.

* Os filtros de malha com didmetro de 250 micrémetros foram substituidos por filtros de 106
micrometros.
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ANEXO IX - Técnica de contagem das larvas infetantes na pastagem.

Técnica de contagem das larvas infetantes na pastagem, desenvolvida por Madeira de
Carvalho (2001) e Madeira de Carvalho et al. (2007b).

1. Agitar o tubo de centrifuga de forma a suspender as L3 contidas em dez mililitros de
suspensao aquosa.

2. Com micropipeta graduada (1000 microlitros) retirar uma aliquota de um mililitro da
amostra homogeneizada.

3. Adicionar duas a trés gotas de Soluto de Lugol e observar o volume da aliquota ao
microscopio 6tico a 40, 100 e 200 vezes.

4. Proceder & identificacdo das L3 de acordo com caracteres morfoldgicos referidos em chave
dicotomica proposta por Madeira de Carvalho (2001) e Madeira de Carvalho et al. (2008) (Anexo
V).

5. Contar a totalidade das L3 presentes.

6. Calcular o nimero de L3 presentes nos dez mililitros de suspensdo aquosa multiplicando
por dez o numero obtido.

7. Calcular o valor do nimero de L3, expresso por quilograma de erva seca (ES) através da
seguinte formula: N°L3/Kg ES = [N° total de L3 (10ml) X 1000] / Peso erva seca (grama)
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ANEXO X - Técnica de amostragem e colheita de palha e de feno.

Técnica de amostragem e colheita de palha das camas e da palha e feno utilizados na

alimentacdo, referida por Madeira de Carvalho (2001).

1. Colher palha e aparas de madeira em diversos pontos das camas e em varias camadas,
superficiais e profundas.

2. Proceder de forma idéntica, ao referido no ponto um, para colher palha e feno de
manjedouras utilizadas para alimentacao.

3. Colocar o material colhido em sacos de plastico, identificados e convenientemente
acondicionados em malas térmicas.

4. Transportar para o laboratdrio a temperatura de refrigeragdo (4-5°C).

ANEXO XI - Técnica de McMaster para o estudo do nivel de contaminacéo da palha e
do feno.

Técnica de McMaster modificada por Fazendeiro (1989), referida por Madeira de

Carvalho (2001) para o estudo do nivel de contaminacéo da palha e do feno.

1. Cortar a amostra com tesoura até perfazer seis gramas.

2. Transferir para um copo e adicionar 54 mililitros de solucdo densa de acutcar (1.20).

3. Proceder ao diagndstico e a contagem de parasitas pelo método de McMaster modificado

referido no Anexo II.

Nota: Técnica com sensibilidade de 20 ovos por grama de conteido da cama ou alimento.
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