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SUMARIO: O presente trabalho foi realizado com os objetivos de: ajcomprovar a agudizagao de infecgoes
latentes de Babesia spp, em equinos portadores cronicos, apds esplenectomia e, b) obter equinos
esplenectomizadas, livres de Babesia spp, para produgao de antigenos para imunodiagnostico. Foram
esplenectomizadaos oito eqlinos, utilizando-se uma técnica de laparoscopia, realizada sob condigbes de
campo. A técnica cirdrgica utilizada mostrou-se segura, sem a ocorréncia de transtomos pos operatérios.
Dentre os animais esplenectomizados, trés eram portadores assintomaticos de Babesia spp e
desenvolveram parasitemia e sintomatologia clinica de 1 a 9 dias apds a esplenectomia; os demais eram
livres de Babesra spp e nao desenvalveram doenga clinica apos a esplenectomia, mantendo-se negativos
por exame direto. A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que a esplenectomia, nas condigdes
em que foi realizada, & viavel e apropriada para obtengao de eqlinos imunodeprimidos, capazes de
reproduzir alta parasitemia em curto periodo de incubacgéo.
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INTRODUCAO

A esplencctomia como instrumento MUNOSSUPTESSOT
¢ reconhecido ha muitos anos ¢ considerade de alta valia
et estudos envelvendo reprodugio "in vivo” de Babexia
spp. uma vez que favorece a multiplicagdo parasitos,
facilitando sua detecgdo em estregagos sangliineos
(DENNING & BROCKLESBY, 1965: RIGG ez alii, [987). 0O
hago. como argdo linfoide secunddrio. tem como principais
fungoes u fagocitose, a atividade citopoiética, inciuindo a
produgao de células linfoides e macréfagos, ¢ a formagao
de anticorpos especificos (TALTAFERRO, 1956), assim
como € responsavel também pela remogio de eritrdcitos anormais
da circulacao, Desta forma, a alteracao reticuloendotelial
provocada pela uuséncia do bago determina um grande aumento
na suscetubihidade ds infecgdes por hemoprotozodrios,
agravande a sevendade da doenca e incrementande a
reprodugao dos parasitos (DENNING & BROCKLESBY. 1965).

Viras téenmcas de esplenectonma (ém sido descritas para
eqlitnos, sendo que algumas incluem remogio ou
deslocamento de costelas {DENNING & BROCKILESBY, 1965;
ROBERTS & GROENENDIK, 1978, BREJOV & CASTAGNING,

1979; RIGG ef alii. 1987). Ustas téenicas, ainda que exequivels
em equinos, freqiientemente resultam em pneumotdrax on
osteomielites, com prolongamento do pos-operatorio
(BREIOV & CASTAGNINQ, 1979). Por outre lade. técnicas de
laparoesplenectomia tém sido desenvolvidas para cqiiinos
{(RODRIGUES er alii, 1992) com resultados satisfatdrios, o
exemplo do que é utilizado em bovinos.

De acordo com DENNING & BROCKLESBY. 1965:
UILEMBERG, 1969, a remogdo do bago durante uma fase
cronica pode resultar em agudizagiio da parasitemia, levando
a vanos graus da enlenmidade, enguanto que a realizagao de
esplenectomia antes de uma infecgiio por Bubesia spp via de
regra resulta em uma severa reacdo clinica ¢ morte. B qualquer
das circunstancias, a produgado de allas parasitemias, com um
namero relativamente grande de células intectadas, ¢ de grande
valia na produgdo de antigenos para uso em téenicas
sorologicas.

Tendo em viata estas consideracdes, o presente trabalho
loi desenvolvido o comn os obletivos de. @) comprovar o
desenvolvimento de parasitemia patente de Babesia spp pos-
esplenectomia em animais negalivos ao exame direto, porém
expostos ao parasito e; b) obter eqiiinos esplenectomizados,
livres de Rahesia spp, para a produgio de antigenos.
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MATFERIAL E METODOS

Animais experimentais: Oito eqiiinos machos, sem racu
definida ¢ com idade entre 6 ¢ 36 meses de idade foram
submetidos a esplenectomia. Quatro destes amimals.  eram
naturais do municipio de Pelotas. RS, considerado como zona
endémica a Babesia spp. Dos destes. identificados como E2
e L4, foram criados sob condig¢des de campao, expostos
naturalmente a inlecgio por Babesia spp, enquanto que os
outres dos. identiticados como E5 ¢ E6, faram desmamados
¢ manudos em potreiros livres de carrapatos a partir do 15°
dia de vida. Os demais. identificados como E7, L8, E9e E10,
eram naturais do municipio de Santa Vitoria do Palmar, RS,
considerado fradicionaimente como ndo endémico a Babesia
spp (OLIVE LEITE, 1988). O cgiiino F10 havia side inoculado
vom sangue parasitado por Babesia spp. obtido a parir de
um caso clinico de babesiose eqilina a campo e criopreservado
em mitrogénio liquido, sem ter, no entanto, desenvolvido
parasitemia detectaved em eslregago sangiineo até o momento
da esplenectomia. reahzada 39 dias apos g inocudagio (DAT).

Os amimats foram trazidos para a Faculdade de Veterindria
da Universidade Federal de Petotas. local onde foi
desenvolvido o experimento. ¢ mantidos sob condigio de
isolamento em piguetes livres de carrapatos, alimentados com

ragao balanceada e lorrageiras ¢ com disponibilidade de dgua

a vontade. Periodicamente toi realizado controle de verminose
c.uinzenatmente. aplicado carrapaticida a base de piretrides,
por pulverizagao ou "pour on”.

Antes da esplenectomia, todos 0s animais apresentavan-se
climeamente sadios ¢, nao foram detectadas Babesia spp por
exame direto em esfregacos sangiineos corados por Glemsa.
Exames clinico e laboratorial: Regulurmente for realizado exame
clinico. onde eram avaliados a temperatura retal, fregliéncia
cardiaca e respiratona ¢ coloracdo de mucosas, e colhena de
sangue parg avaliagio de hematderito ¢ parasitemia. A tomada
da temperatura tot feita durante trés minutos, entre oito ¢ dez
horas da manhd. Temperaturas entre 37.5 ¢ 38.5°C foram
consideradas normais {DE WAAL et 2l 1987). Para realizacio
doy exames sanglineos. mnostras de sangue {oram coletadas
da vein jugular em tubos Vacutainer, contende EDTA (acido
tetra-acético etileno diamino) como anticoagulante, e
processadas num periodo de no maxima duas horas. A avaliagio
do hematocrito [oi leits em microcentrifuga a 3.000xg durante
cineo minutes. sendo os valores entre 32 ¢ 53% considerados
normats (SCHALM & CARLSON. 1982). A pesquisa de
hematozadrios foi feita em  esfregacos sanguineos delgados
corados com Grenwsa ¢ Laranga de Acriding (KAWAMOTO &
BILLINGSLEY, 1992). A coloraciio com Laranja de Acridina foi
utilizada na avaliagio de periodos pré-patentes. enquanto que
acoloragio com Giemsa utilizada na contagem de parasitemias.
A estimativa das parasitemias envolveu a contagem dus
hemécias parasitadas em aproximadamente 5.000 células.
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Esplenectomia: No pré-operatério os animais foram
submetidos a jejum de 24 horas, tricotomia e desinfecgiio do
flanco esquerdo. Como pré-anestésico foi utilizado o cloridrato
de detomidina® na dose de 0.1mg/kg por via endovenosa.
Posteriormenic foi feita anestesia infiltrativa no local da incisao
com lidocaina a 2% crmum volume de aproximadamente 68 mi,
dependendo do tamanho do animal,

Durante g cirurgia os eqiinos foram manudos em decubito
fateral direito, com os membros anteriores estendidos para
frente e os posteriores para (ras, coma finahdade de contengao
e aumento da drea cirurgica.

A incisao da pele foi praticada coem amplitude de
aproximadamente 20 centimetros, no sentide postero-inferiar
4 parlir da borda caudal da 18 costela, a cerca de cinco
centimetros acima da jungiio costocondral. A tela subcutanea
fot também incisada, os misculos obligio externo do abdomem
¢ ohliglio mierno do abdomem tiveram suas fibras atastadas ¢
a fascia transversa ¢ o periténio seccionados. Aberta a
avidade peritonial. [ol realizada dilaceragio dos ligamentos
frenicoesplénicos e renoesplénicos. A partir do hilo do bago
foi feita uma ligadura, com categute n°l. tomando os vasos ¢
nervos esplénicos. Fol colocada uma pinga proximao ao bugo ¢
feita seceio entre esta e a higadura . Na medida em que o bago
era exteriorizado pelo seu apice, foram fentas ligaduras duplas

dos vasos gastricos breves, os quais Toram seccionados

juntamente com o nervo gastroesplénico. Removido o bago,

foi realizada sutura em massa, com pontos em X7 e calegule
n“2, dos musculos abdominais, fascia transversa ¢ peritinio,
A gintese da pele foi feita com pontos “Recurrente de Wolf
utilizando-se fio de algodao n* 6GO0.

Procedimentos pas-cirirgico: No pos-operatorio os animals
foram submetidos a antibioticoterapia, com Ampictling sodica
na dosagem de H0mg'kg com intervalo de |2 horas. por via
intramuscular, durante 10 dias.,

Diartamente foi realizada limpeza, com dgua oxigenada 10%.
e curativo da ferida cirtirgica, com solugio de nitrofurazona a
0.02%, acucar (RAISER & BADKL. 1987) e pomada repelente.
Os pontos de pele [oram retirados em torno do 10° dia apdés a
cirurgia, dependendo do processo de cicatrizagdo.

Apds a cirurgia, os exames clinicos ¢ laboratorias feram
realizados diariamente . Nos animais que nio desenvolveram
parasitemia até o 15° dia ap0s 4 esplenectomia (DAL), estes
cxames passaram a ser realizados duas vezes por semana.

Os animais com infecgéo clinica aguda grave foram tralados
com trés aplicagoes de diaceturate de diaminazeno na dosc
de 6.0mg/kg com intervalo de 24 horas, por via intramuscular,
além de medicagdo de suporte (PHIPPS, 1996), com soro
glicosado, vitamina B12 e ferro, e transfusdes sanguineas. O
momento do tratamenta foi eleito de acordo com as condigdes
clinicas apresentadas pelos animais, mesmo com parasitemia
£171 ASCCNgan.
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Avaliagao da Esplenectomia em Equinos.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A récnica cirergica utilizada neste trabalho demoenstrou
segurangy para esplenectoria em eqiinos sob condigdes campo,
senn ocorrenciy de transtomos no pds-operatono. Resultados
semelhantes foram obtidos por BREJOV & CASTAGNING
(1979), porém o procedimento cirdrgico agui relatado, apresenta
a vantagem de evitar o deslocamento de costelas, uma vez que
através de laparotomia, os vasos esplénicos sio ligados no
wterior da cavidade abdominal diminuindo o traumausmo no
animal. A medicacfio pré-anestésica utilizada nas esplenectomias
manteve o5 animais nn estado de analgesia adeguade ao
desenvolvinente da cirurgia. Os sinais de sedacao permumeceram
porum periode de aproximadamente 90 minutos.

A esplenectomia permitiu o desenvolvimento de
parasitenia de Bohesia spp em cinco eqimos, tanto por
reagudizacao de infecgio cromica como através de inocidagio
experimental. Apos a remogao do bago, os dos eqlinos
naturalmente mlectados por Babesio spp {E2 e E4) e 0 eqgiiino
experimentalimente inoculado antes da cirurgia (E10),
apresentaran sintomatologia clinica de habesiose eqlina.
coma febre, mucosas anémicas ¢ ictéricas. edema de membros,
hemoglobintria ¢ deticiéneia respiratoria.

A Tabela 1 apresenta o desenvolvimento de parasitemia
apas a esplencetomia nos eqiiinos B2, F4 ¢ E10 . Nos eqiiines
E2 ¢ E4. os parasites foram detectados em esfregagos
sangliineos no primeiro DAL | com pico de parasitemia 1o
ottave DAE. A parasilenma maxima {o1 de 45.2% no E2 ¢ de
25, 7% no F4, com uma queda total no hematocrite de 73% (de
33 para V) ¢ 40% ( de 32 para 13%)., respectivamente, em
relaciio ao ongimal. O eqiimo E10 apresentou parasilemia nove
DAL, atingindo ¢ pico de 16% no [5° DAE. Varias formas do
parasito em "Cruz de Malta" loram observadas a parur do
segindo dia de parasitemia nos trés animais. KUTTLER er
ali (1986) ¢ DE WAAT et al. (1958) descreveram resultados
semelhantes aos obtidos neste trabalho, no que se refere a
utilidade da esplencctomia na obtencao de altas parasitemias.

Em relagde ao periodo de aparecimento dos parasitos na
cicutagdo. detectdvers em esfregagos sangiineos, notou-se
variagdo em namero de dias, com positividade desde um até
nove dias apds esplenectomia. Segundo SCHEIN (1987}, o
petiodo de incubagdo da B. equi apds infecgdes experimentais
¢ de 5 a 15 dias. dependendo do indeulo. KUTTLER ef afii
(19806}, demonstrarain uin periodo pré-patente médio de 30.£ 9
dias em nove eqliinos intactos ioculados experimentalmente
com B egui. Damesma forma, IBANUEZ er alii (1974) obteve
um periodo de incubagio de 28 dias em um eqilino com bago
ur situ apos urn méeulo de 10" eritrdcitos parasitados por B,
egqui. Por outro lado. HOLBROOK et al. {1972). cilados por
IBANFEZ et al (1974), em experimenios com eqilinos
esplenectomnzados, ao mocular 10° eritrécitos parasitados
abtveram infeegdes com um periodo de incubagao de trés a seis
dias, enquanto que com wmn indeulo de 107, o periodo de incubagio
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Tabela 1 - Desenvolvimento da parasitemia em equinos portadores
de Bahesia spp, apés a esplenectomia.

N®  Inicio Pico de Hermatdcrilo Inicio do Eliminacaan
Parasit. Parasit. Tratamentc do Parasito
(0)  MIN. EM DAT
[ (1) 45,2%(8) 33% 9%(8) (8) (6)
E4 {1} 257%(8) 32% 13%(%) (8) (6)
E10 {9) 16% (14) 34% 11%{19) (17} {6}

diminuiu para 16 a 40 horas. Desta forma, wnto KUTTLLER
el «lii{1986) quanto IBANEZ e o/ii(1974) concordam em
atirmur que em animals esplenectomizados a infecgiio apresenta-
se de forma mais severa e com um periodo de incubagio menor.
Assim sendo, no presente trabulho, o curto periodo entre a
oculagio e a detecgio dos parasitos em esfrepacos sangiiineos
provavelmente justifique-se fato de tratar-se de animais
esplenectomizados. assim como as varagdes ocorridis no
numero de dias, possivelmente devam-se uos diferentes inéeculos
e provavels diferencas na viruléneia dos isolados de Babesia spp.

A identificacio dircta dos parasitos em eslregacos
sangiiineos através da coloraciio com Laranja de Acriding
(KAWAMOTO & BILLINGSLEY, 1992) tol, de uma mancira geral,
mais tacil ¢ rapida do que com Chemsa, mesmo duranle parasitenuas
baixas, inferiores a 0.01%. Resultados semelhantes foram obudos
por KAWAMOTO{1991(a/b)) e KAWAMOTO & BILLINGSIT EY
(1992) trabalhando com diagndstico de Plaxmaodium spp e por
KAWAMOTO er afii (1992) demonstrando a aplicugdo da téeruca
para diagndstico de Babesia spp sob condigdes de campo. Assin
sendo, a coloragdo com Laranja de Acridina pode constituir-se
num valioso instrumente ne exame direto para pesquisa de
parasitos, podendo ser utilizado como uma formu facil e rapida
de diagnosticar a babesiose eqliina.

Os animais com infecgdo aguda foram tratados entre o sétno
¢ 0 ottavo dig apds 0 aparecimento dos parasitos. A parasitemia
comegou a cair apds a segunda aphicaciio do medicamento. nae
sendo mais detectados parasitos e esiregagos sanglingos am
tomo do sexto dia apds o micio do tratamento. MALTTOTRA e
alii (1979) com a mesma dosagem do medicamento também
obtiveram recuperacio clinica dos animais. Por outro lado. BHOOP
SINGH e afit (1980) obtiveram esle resultado somente usando o
dobro da dose, para estes dosagens inferiores ndo foram eficientes.
DENNING & BROCKLESBY (1965) indicou o uso de diaceturato
de diamimazeno somente em casos de baixas parasitemias por 5.
equi, pois o tratamento ndo [ora eficiente em parasitemias altas.
Lmbora seja controversa a csterilizagdo da B egqui com com
quimioterapia (CUNIA er afii, 1995, dados ndo publicados) os
resultados abtides neste trabalho confirmam a possibilidade de
promover a recuperagio clinica de animais mesmo duranie altas
parasitemias, utilizando diaceturato de diaminazeno na dosugem
de 6mg/kyg por trés vezes com intervale de 24 horas.

Os eqlilnos provenientes de zona ndo endémica a Buhesia
spp (E7, E8 e 1Y) e aqueles mantidos em isolamento desde o
15¢ dia de vida (E5 e £6) ndo desenvolveram qualquer sinal
clinico de babesinse eqiiina e nenhum parasito foi detectado
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por exame direlo em esfregacos sanglineos. até a inoculagio
experimental para produgdo dos antigenos. OO municipio de
Santa Vitdona do Pulmar encontra-se em uma zona considerada
como isenla de babesiose bovina (OLIVE LEITE, 1988),
Considerando resultados obtidos neste trabalho pode-se
SUpOT que 4 regldo sejd mbém ndo endémica a babesiose
eqginna. Desta forma . amimais provenientes do mimicipio de
Santa Vitdra do Palmar, asssim como a criacdo de eqlitnos em
wolamento desde o nascimento pode constituir-se em uma
alternativa na obtengdo de animais livres de Babesia spp.

Por fim, conclui-se que a téenica de esplenectormia utilizada
¢ segura, viavel ¢ exegilivel. mesmo sob condigdes de campa,
para obtencio de equinos nmunodeprimidos. resultando em
animais aptos a inoculagio em curlos periodos de tempo apds
aintervengdo cirurgica.

SUMMARY

This work was done with the atm of; a) showing the acuteness
ol Latent infections of Buhesia spp in chranical carrier horses
atter splenectomy, and b) 1o ohtain splenectomized horses free
ol Babesia spp for the production ol antigens for
immunediagnosis. We have splenectomized eight horses using
a laparoscopy technique performed under field conditions. The
cirurgical technique used was safe, with no post cirurgical
complication. Among the splenectomized animals, three were
assymplomalic carriers of Babesia spp and developed
parasitemia and climcal sing 1 1o 9 days after surgery; the others
were free ol Bubesia spp and didn’t develop clinical signs of
the discase and remained negative after splenectomy as
determined by direct exams. From the results obtained we
conclude that the splenectomy, under field conditions, is usetul
1o obtain immunodepressed horses that are able to produce
high levels of parasitemia in a short incubation period.

KLY WORDS: equine babesiosis, Bahesi equi, Babesia cuballi,
splenectomy.

REFERENCIAS

BHOOP SINGH; BANERIEE, D.P. GAUTAM. (LP. (1980).
Comparative Efficacy of Diminazene Diaceturate and
Imidocarb Dipropionate against Infection in Donkeys.
Veterinary Parasitology, 7: 173-179.

BREJOV, G.D. CASTAGNING, O M. {1979). Esplenectomia cn
caballos. Revista Militar de Veterinaria, 26(124): 333-339.

CUNIHA,CW:SILVA,S S :0SORIO,RI.;DUTRA, C.L; TARANTO.
IR FLORFS, W.; SHVEIRA, . (1995} Avaliago de diferentes
drogas no tratamento de infecgdes por B. equi. Em preparacio.

DEWAAL, D.T; VAN HEERDEN, J.; POTGIETER, E.T. (1 987).
An investigation into the clinical pathological changes and
serological response in horses experimentally infected with

CUNHA et afir

Bubesia equi and Babesia caballi. Onderstepoort Journal
Veterinary, 54: 561-568.

DEWAAL,D.T; VAN HEERDEN. 1.: VAN DEN BERG. §.5.:
STEGMANN, G.b.; POTGIETER, FT. (1988). Isolation of pure
Babesia equi and Babesia caballi orgunisms in splenectonmized
horses from endemic areas in South Africa. Onderstepoori
Jovrnal Vererinary Research, 55: 33-35.

DENNING. H.K.: BROCKLESBY, D.W. (1965). Splenectomy of’
horses and donkeys.  The Vererinary Record, T7(2): 40-44.

HOLBROOK, A A, FRERICHS,W.M.; ALLEN,P.C. (1972).
Laboratory diagnosis of equine piroplasmaosis. Proc. 3rdant.
Conf. equine infect. Dis.: 467-576.

IBANEZ, F.A; BETTIONOTTI, C.M.; MORETTI, O.F.;
GIMENEZ, R L.: MOREIRA. R.: BARGARDI. S BENITHZ,
M.C. (1974). Piroplasmose Fquina: comprobacion de su
existencia en la Republica Argentina (Corrientes), por
observacion del parasito, pruebas inmunologicas v
transmision experimental. Gueeta Veterindgria, 36: 65-85.

KAWAMOTO, T (1991a). Rapid diggnosis of malana by
fluoresecence microscopy with light microscope and
inlerlerence filler. fhe Lancer, 337; 58-62.

KAWAMOTO, F (1991b), Rapid Detection of Plasmodium by a
New "Thick Smears” Method using Transmission
Fluorescence Microscopy: Direct Staining with Acridie
Orange. Journal Protozoology Research, 1:27-34,

KAWAMOTO. F: BILLINGSLEY. PF(1992). Rapid Diagnosis
of Malaria by Fluorescence Microscopy, Parasitology
Today, 8(2): 81-83,

KAWAMOTO, F.; STVA 85 LEBOUTE. APM. OSAKL LS.
(1992) Um médoto simples e rapido da detecgiio a campo da
Babesia spp utilizando sondas {luorescentes. X7 Congrosse
Extadual de Med. Veterindria, Anais, Gramado/RS, Brasil.

KUTTLER, K.I.; GIPSON, C.A.; GOFF, W.L, JOHNSON, M 5.
(1986). Experimental Babesia equi infection in mature havses,
American Journal of Veterinary Research, &T(R): 1668-1670.

MALHOTRA, DV GAUTAN, Q. BANERJEE, D.P. (19791 A
note on chernotherapeutic trials against B. equi infections m
denkeys. Indian Journal of Animal Science, 49 (1) 75-77.

ROBERTS, MC.; GROENENDYK, 5.(1978). Splenectomy in
the horse. Awsralian Veterinary Journal, 54 196-197.

RODRIGUES, A L.: GUERREIRQ, G CUNHA, CWISHVASS.
MORLEIRA. AL SILVA, LLEC. (1992). Laparoesplencetomia
eneqiinos, Anais do VI Encontro de Pesquisas Veterinarius.
UFPel, Pelotas, RS, Brasil.

SCHALM, O.W.; CARI.SON, Gi.P. (19%2), The blood and blood-
forming organs.  Ln: Fquine Medicine and Surgery, 3 ed. Vol 1:
377-414. American Veteringry Pubfication. Sia. Rarbara. CA.

SCHEIN, E. (1987). Equine Babesiosis. Tn: Ristic, M. Babesiosis
af Domestic Animals and Man. Charpter 12: 197-208.

TALIAFERRO, WL (1956). Function of the spleen in immunity.
American Jownal of Tropical Medicine and Hygiene, 5: 391410

UILEMBERG, (5.(196%) Notes sur les babesioses ef lanaplasmose des
bovins a Madagascar, 1T Influence de la splénectomic Revued Elevage
et de Médecine Veierinaire des Pavs Tropicai, 22; 237-248.

{Received 28 November 1995, Accepted 10 July 1997)

Rev. Bras. Parasitcl. Vet., 6, 2, 157- 160 (1997)
(Brazil. J. Vet. Parasitot.)



