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RESUMO

A hemoncose continua sendo, até hoje, a principal doenga encontrada na criagao de
ovinos em todo o mundo. E caracterizada pela parasitemia de ovinos pelo agente
hematéfago Haemonchus contortus. O parasito causa lesdes no trato gastrointestinal
de animais infectados. Essas lesbes, juntamente com a secregdo de fatores
anticoagulantes e proteinas, faciltam a alimentagdo do parasito através do
sangramento induzido nesses locais. A perda sanguinea gerada pelo parasito leva a
anemia e perda excessiva de proteinas como a albumina, resultando em sintomas
clinicos de perda de peso, aumento da morbidade e reducéo da eficiéncia produtiva,
0 que causa perdas econdmicas significativas a industria e afeta o bem-estar dos
animais afetados. Este estudo tem como objetivo avaliar as alteragbes hemostaticas
causadas pela infeccao por Haemonchus contortus em ovinos. Foram utilizadas 19
ovelhas de ambos os sexos e idade variando entre 7 e 8 meses. Os animais
receberam via oral, de forma experimental, 10.000 larvas infectantes de estrongiloides.
Apos 30 dias os animais foram submetidos aos testes hemostaticos para avaliagao
das possiveis alteragdes da cascata de coagulacdo geradas pelos parasitos. Os
resultados mostraram diferenca estatistica significativa (p < 0,05) entre ovelhas
parasitadas do grupo experimental e ovelhas livres do parasito, como controle
negativo, para todos os testes diagndsticos, que incluiram: Tempo de Coagulagao
Ativada (p = 0,0001), Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (p = 0,0045) e Tempo
de Protrombina (p = 0,0325), utilizando-se como teste comparativo entre os grupos o
teste ANOVA. Além disso, foram observadas diferencas significativas entre os grupos
controle e experimental (p < 0,05) nos valores de hematdcrito (p < 0,0001) e contagem
de plaquetas (p < 0,0001). A infecgédo por parasitos gastrointestinais traz alteragdes
hemostaticas relacionadas a via intrinseca, que sao prejudiciais para a producéo ovina

e para o bem-estar dos animais acometidos.

Palavras chave: Anemia, coagulagao, trombina, protrombina



ABSTRACT

Hemonchosis remains, to this day, the main disease found in sheep farming around
the world. It is characterized by the parasitemia of sheep by the hematophagous agent
Haemonchus contortus. The parasite causes damage to the gastrointestinal tract of
infected animals. These lesions, together with the secretion of anticoagulant factors
and proteins, facilitate the parasite's feeding through the bleeding induced in these
locations. Blood loss generated by the parasite leads to anemia and excessive loss of
proteins such as albumin, resulting in clinical symptoms of weight loss, increased
morbidity and reduced production efficiency, which causes significant economic losses
to the industry and affects well-being. affected animals. This study aims to highlight
and point out the hemostatic changes that Haemonchus contortus infection causes in
sheep. 19 sheep of both sexes and ages ranging between 7 and 8 months were used,
which experimentally received 10.000 infective strongyloid larvae. After 30 days, the
animals were subjected to hemostatic tests to evaluate possible changes in the
coagulation cascade generated by parasites. The results showed a statistically
significant difference (p < 0.05) between experimentally parasitized sheep and
parasite-free sheep for all diagnostic tests, which included: Activated Coagulation Time
(p=0.0001), Activated Partial Thromboplastin Time (p = 0.0045) and Prothrombin Time
(p = 0.0325), using ANOVA as a comparative test. Furthermore, significant differences
(p < 0.05) were observed in hematocrit (p < 0.0001) and platelet count (p < 0.0001)
values. Infection by gastrointestinal parasites brings hemostatic changes related to the
intrinsic pathway, which are harmful to sheep production and the well-being of affected

animals.

Keywords: Anemia, coagulation, thrombin, prothrombin
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1 INTRODUCAO

Estima-se que o rebanho ovino brasileiro seja composto por mais de 18 milhdes
de animais. A regido sul do Brasil abriga 30% do rebanho, que é destinado
principalmente a produgao de carne (IBGE, 2016).

A nematodiase de pequenos ruminantes € uma das principais doengas que
afetam a produtividade das fazendas sob pastoreio, condigao esta que causa perdas
econdmicas significativas tanto para a cadeia produtiva quanto para o bem-estar dos
animais acometidos (GIL et al., 2024).

Varios sdo os nematoides que parasitam os ovinos, dentre eles pode-se citar o
Nematodirus sp., Trichostrongylus sp., Cooperia sp., Oesophagostomum e o
Haemonchus contortus sendo este, 0 mais comum encontrado nesta espécie, além
de ser o responsavel pela maior parte de perdas produtivas na ovinocultura
relacionadas a parasitoses (ALAM, HASSANEN e EL-MANDRAWY, 2020).

O parasito Haemonchus contortus € um parasito gastrointestinal hematofago
com maior prevaléncia em regides tropicais e subtropicais (ABDO, TESFAYE e
SHIBIRRU, 2017). Afeta ovinos de todas as idades, tornando-se uma preocupagao
em todas as faixas etarias (OLIVEIRA, 2017). A doenga é considerada uma das
principais questdes sanitarias na ovinocultura, levando a perdas econdmicas
significativas para os produtores (SCZESNY-MORAES, 2017).

A patogénese da hemoncose ovina esta relacionada ao dano causado ao
abomaso pelo parasito, que utiliza uma lanceta oral para retirar sangue dos vasos
sanguineos da camada mucosa do abomaso (GONZALEZ-GADUNO, 2014), além de
causar disturbios digestivos (HOSTE, 2016). Consequentemente, os animais afetados
podem apresentar perda de peso, hipoproteinemia e anemia grave (ALAM,
HASSANEN e EL-MANDRAWY, 2020).

A principal abordagem para controlar os parasitos gastrointestinais, incluindo H.
contortus, é através de produtos quimicos medicamentosos. Seu uso irracional
acabou por desencadear um problema de resisténcia anti-helmintica em todo o mundo
(HERRERA-MANZANILLA et al., 2017; BAUDINETTE et al., 2022). Nesse sentido,
diversas pesquisas utilizam a gestao integral para controle destes parasitos, tais como
rotacado de pastagem, selecao de animais resistentes (COLVIN et al., 2021), uso de
dietas ricas em proteinas e energia (CAN-CELIS et al., 2022), controle biolégico
utilizando fungos nematéfagos (MENDOZA-DE GIVES et al., 2022). Ja foram foram
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propostos estudos envolvendo extratos de plantas com alto teor de metabdlitos
secundarios na tentativa de modular a resposta imunologica frente a hemoncose e
reduzir os efeitos deletérios causados pela infecgdo (JAYAWARDENE et al., 2021).

A anemia é considerada uma das alteracdes relativas as condicdes de saude
animal que refletem a perdas de produgdo. Nematoides gastrointestinais, incluindo o
H. contortus sdo considerados uma importante causa de anemia em ovinos em todo
o mundo (MONGRUEL et al., 2020).

Além do H. contortus, demais nematoides intestinais assim como Cooperia sp
e Trichostrongylus sp, quando em infec¢gdes massivas, também podem desencadear
desordens hematoldgicas, principalmente relacionado as anemias causadas pela
hematofagia e, consequente, perda de produtividade e de bem-estar dos animais
acometidos (CAN-CELIS et al., 2022).

A hemostasia € um processo fisioldgico que visa manter o sangue em estado
fluido dentro dos vasos sanguineos, prevenindo hemorragias e tromboses (HUPP et
al., 2018). Os componentes envolvidos na hemostasia incluem plaquetas, células
endoteliais, vasos sanguineos, fatores de coagulagdo plasmatica, inibidores
fisiolégicos da coagulacéo e o sistema de fibrindlise (SILVA e HASHIMOTTO, 2006).

As alteracbes hemostaticas observadas em ovinos parasitados por
Haemonchus contortus podem envolver disfungdes na coagulacdo sanguinea, como
alteracgdes na ativacao de fatores da cascata de coagulacéo e na fungao plaquetaria,
além do aumento do risco de hemorragias e tromboses (ALAM, HASSANEN e EL-
MANDRAWY, 2020). Compreender esses mecanismos € essencial para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes, que considerem nao
apenas a eliminagdo do parasita, mas também a manutengdo da integridade
hemostatica dos animais.

Dado que o impacto das alteracbes hemostaticas podem variar conforme a
carga parasitaria e a resposta imunoldgica do animal, estudos sobre esses disturbios
podem fornecer informagdes cruciais para melhorar o manejo clinico e a prevengao
de complicacbes associadas a infecgao por Haemonchus contortus, promevendo o
bem-estar dos animais e a sustentabilidade da cadeia agropecuaria.

Somado a isso, observa-se poucos estudos relacionadas aos disturbios de
hemostasia em ovinos parasitados por H. contortus na literatura, o que dificulta o

entendimento do processo patolégico envolvido nas falhas hemostaticas desta doenca.



17

Tendo em vista isso, o presente estudo demonstra relevancia técnico-cientifica para a
comunidade académica e para o agronegocio da cadeia ovina.

O objetivo do presente estudo é determinar as alteragbes de hematdcrito, TP,
TTPA e TCA causadas em ovinos parasitados por Haemonchus contortus, além de

avaliar o ganho de peso de animais parasitados.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1  PERDAS ECONOMICAS RELACIONADAS A HEMONCOSE

A hemoncose € caracterizada por ser uma parasitose gastrointestinal cronica
causada por nematoides do género Haemonchus. E uma das doencas mais
prevalentes e economicamente importante, que afeta os pequenos ruminantes (GIL et
al., 2014; SALGADO et al., 2019). Esses impactos sdo multidimensionais e envolvem
tanto perdas diretas com tratamento e controle da infecgdo quanto perdas indiretas
associadas a redugao na produgao animal, queda na taxa de fertilidade e aumento da
mortalidade (CARVALHO et al., 2021).

Esta doenca € uma das principais causas de perda de peso dos ovinos, uma
vez que a infestagdo por Haemonchus reduz a capacidade do animal de absorver
nutrientes, o que compromete o estado geral de saude do ruminante (ALMEIDA et al.,
2018). Aanemia resultante da infecgao leva a diminuicao do apetite e a baixa eficiéncia
alimentar, com consequente redug¢ao no crescimento e menor capacidade de engorda
(CARVALHO et al., 2021). Animais afetados por hemoncose podem apresentar até 30%
de reducdo no ganho de peso diario em comparagdo com individuos nao infectados
(WILMSEN et al., 2014).

Além disso, a producéo de leite se torna reduzida devido ao estresse fisico da
infeccdo e a baixa ingestao de alimentos. A redug¢do da producgéo leiteira pode variar
de 20% a 50%, dependendo da intensidade da infecgdo, com consequentes perdas
diretas aos produtores (WILMSEN et al., 2014).

A hemoncose intensifica o estresse metabdlico dos animais, alterando o ciclo
estral. O ciclo estral pode ser interrompido ou desregulado em fémeas infectadas,
resultando em uma diminuigdo da taxa de concepcido e aumento do intervalo entre
partos (ALMEIDA et al., 2018; CARVALHO et al., 2021), reduzindo o numero de
cordeiros produzidos anualmente (CARVALHO et al., 2021).

A mortalidade associada a hemoncose ocorre principalmente em casos de
infeccbes de alta intensidade de parasitos, quando a perda sanguinea € severa e a
capacidade do animal de se recuperar € comprometida (JAYAWARDENE et al., 2021).
Rebanhos ndo tratados ou mal manejados podem apresentar taxas de mortalidade
superiores a 10% em periodos criticos, representando uma perda financeira

substancial, uma vez que a morte de um animal implica ndo apenas a perda do valor
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de mercado, mas também da genética e do potencial de producao da ovelha
(TORRES et al., 2016).

Além das perdas diretas associadas ao controle e a producédo, a hemoncose
gera uma série de perdas indiretas que comprometem a competitividade e a
sustentabilidade da produgao de ovinos (GIL et al., 2014). Afeta a qualidade da carne,
do leite e da 13, devido ao estresse crénico e ao impacto negativo no estado nutricional
do animal (CARVALHO et al., 2018).

A carne proveniente de ovinos parasitados frequentemente apresenta menor
qualidade, com menor marmoreio e alteragdes na textura, o que resulta em um preco
de mercado inferior (HERRERA-MANZILLA et al., 2014). No caso do leite, a baixa
produgcdo compromete os pregos e a lucratividade dos produtores leiteiros
(CARVALHO et al., 2018). Semelhante a isso, a produgao de la também sofre baixa
da produtividade, além da diminuicdo da qualidade, apresentando alteragbes na
textura e comprimento dos fios (GIL et al., 2014).

Outro fator limitante € o comprometimento da resisténcia imunoldgica dos
ovinos, tornando-os mais susceptiveis a outras doencgas (JAYAWARDENE et al., 2021).
Esse fenbmeno implica em maiores custos com tratamentos veterinarios, vacinas e
prevencao, além de contribuir para o aumento das taxas de morbidade e mortalidade
(SALGADO et al., 2019). A perda de resisténcia imunoldgica pode, portanto, ter efeitos
em cadeia, tornando o rebanho mais vulneravel e, consequentemente, mais

dispendioso de ser mantido (GIL et al., 2014).
2.2 PATOGENESE

O ciclo biologico do Haemonchus contortus inicia com a deposicdo de ovos
nas fezes de ovinos infestados. Esses ovos eclodem no ambiente, dando origem a
larvas de primeiros estagios (L1), que se desenvolvem até o estagio L3, a larva
infectante. As larvas de estagio L3 sao ingeridas pelos ovinos ao pastarem, e é esse
estagio larval que invade o sistema digestivo do hospedeiro. As larvas, apds
alcangarem o abomaso, penetram na mucosa gastrica, onde se desenvolvem em
adultos que comegam a se alimentar de sangue (TAYLOR et al., 2007).

O parasito adulto, que pode atingir até 3 cm de comprimento, fixa-se nas
mucosas do abomaso, onde se alimenta do sangue do hospedeiro (MONGRUEL et

al., 2020). O processo de alimentagao por parte dos nematoides adultos provoca uma
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série de lesdes locais nas mucosas, resultando em sangramentos e secregdo de
fluidos (TAYLOR et al., 2007). Esse consumo continuo de sangue pelo parasita causa
uma série de efeitos deletérios para o hospedeiro, culminando em uma resposta
imunoldgica que pode levar a alteragées clinicas (MONGRUEL et al., 2020).

As lesbes provocadas pelo H. contortus no abomaso dos ovinos resultam em
uma série de alteragdes morfologicas e fisioldgicas (OLIVEIRA, 2017). A presenga dos
parasitos na mucosa gastrica provoca inflamagao, necrose das células epiteliais e
ulceragao, provocados pelo ato da hematofagia (ABDO, TESFAYE e SHIBIRRU, 2017).
Aresposta inflamatdria intensa aumenta a permeabilidade das mucosas, favorecendo
o extravasamento de sangue e proteinas para o interior do lumem gastrico
(MONGRUEL et al., 2020). Essa perda de liquidos e proteinas contribui para a
hipoproteinemia observada nos animais afetados, resultando em um quadro clinico
caracterizado por edema subcutaneo (OLIVEIRA, 2017).

Além disso, a fungcdo de secrecdo gastrica € prejudicada, uma vez que a
mucosa do abomaso perde a capacidade de produzir enzimas digestivas e acido
gastrico adequados para a digestao de alimentos, comprometendo a digestéo e a
absorcao de nutrientes, afetando diretamente o aproveitamento dos alimentos
consumidos pelos ovinos (CARVALHO et al., 2018). Como resultado, o animal passa
a exibir uma perda de peso significativa e uma diminuicdo na taxa de crescimento,
fatores que impactam diretamente na produtividade do rebanho (ALAM, HASSANEN
e EL-MANDRAWY, 2020).

2.3 EFEITOS HEMATOLOGICOS E HEMODINAMICOS

Ainfeccao por H. contortus pode induzir uma série de alteragdes hematoldgicas,
principalmente, devido a intensa perda sanguinea causada pela alimentagdo do
parasito. A anemia, um dos principais disturbios hematoldgicos decorrentes dessa
infeccdo, caracteriza-se pela redugcdo nos niveis de hemacias, hemoglobina e
hematécrito (CASANOVA et al., 2018). Este fenbmeno ocorre devido ao consumo
continuo de sangue pelo parasito, resultando em um quadro de anemia arregenerativa
do tipo microcitica hipocrémica (WEISS e WARDROP, 2010). A capacidade de
regeneracao € limitada, especialmente em infecgbes severas ou crénicas e pode
variar de acordo com a idade, sexo e condigdes ambientais dos hospedeiros
(CASANOVA et al., 2018).
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A perda excessiva de ferro devido a hematofagia dos parasitos, gera a
diminuicdo dos niveis séricos de ferro, o que diminui a capacidade da medula em
sintetizar tecido hematopoiético, agravando os casos de anemia e intensificando
assim os sinais clinicos dos hospedeiros (SCZESNY-MORAES, 2017).

A anemia em ovinos parasitados por H. contortus é derivada da perda cronica
de sangue devido a alimentac&o do parasita e da dificuldade do organismo em reter e
utilizar o ferro necessario para a produ¢cado de hemoglobina, resultando em hemacias
com baixa concentragdo de hemoglobina e com tamanho menor, caracterizando,
portanto, a anemia microcitica hipocrémica (CASANOVA et al., 2018).

Além da anemia microcitica hipocrémica também pode-se observar em alguns
casos a presenga de anemia normocitica normocrémica associada a resposta
inflamatoria que compromete a utilizagado e disponibilidade de ferro. Nesse tipo de
anemia, as hemacias mantém o tamanho e a coloragdo normais, mas sua quantidade
diminui devido a incapacidade do organismo de repor adequadamente as células
sanguineas perdidas, resultando em uma anemia moderada, mas nao tdo severa
quanto a microcitica hipocrémica (HUPP et al., 2018).

Além disso, a infec¢gdo por Haemonchus também pode induzir um quadro de
leucocitose por eosinofilia (MONGRUEI et al., 2020). A eosinofilia € uma resposta
imunoldgica tipica a infecgdes helminticas, refletindo a ativagdo do sistema
imunolégico do animal na tentativa de controlar a carga parasitaria. Embora a
presenca de eosindfilos seja uma resposta esperada, niveis excessivos podem ser
indicativos de uma infecgdo mais grave (WEISS e WARDROP, 2010).

As lesdes provocadas no trato gastrointestinal dos animais acometidos também
podem induzir a leucocitose por neutrofilia, por vezes podendo também apresentar
desvio a esquerda devido a infecgbes secundarias das lesdes, ou apenas neutrofilia
sem desvio decorrente da resposta inflamatéria ocasionada nos tecidos lesionados
(CASANOVA et al., 2018).

Outro efeito hemodinémico significativo da hemoncose é a hipoalbuminemia,
decorrente da perda de albumina, que ocorre devido a perda sanguinea associada a
infeccdo (ALMEIDA et al., 2018). A redugéo nos niveis de albumina resulta em uma
diminuicdo da pressao oncética, favorecendo o extravasamento de liquidos para os
espacos intersticiais e, consequentemente, o desenvolvimento de edemas (WEISS e
WARDROP, 2010).
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A diminui¢cao da pressao oncaotica em ovinos com hemoncose esta relacionada
a fatores fisiopatoldgicos que envolvem a perda de proteinas plasmaticas e a resposta
inflamatoria associada a infecgao parasitaria (SCZESNY-MORAES, 2017). A pressao
oncotica é determinada principalmente pela concentragdo de proteinas plasmaticas,
como a albumina o fibrinogénio e as globulinas, que tém a capacidade de atrair agua
e manter o equilibrio de fluidos no sistema vascular (HUPP et al., 2018). Com a
ingestdo de grandes volumes de sangue pelo parasito, ocorre perda crbnica de
sangue, que, por sua vez, resulta na diminuicdo das proteinas plasmaticas,
especialmente da albumina (SCZESNY-MORAES, 2017).

O fibrinogénio € uma proteina plasmatica crucial na hemostasia. Durante a
hemostasia, o fibrinogénio se converte em fibrina, uma rede fibrosa que forma o
coagulo sanguineo (REZENDE, 2010). Esse processo ocorre apos a ativacdo da
cascata de coagulacdo, envolvendo os fatores de coagulacdo, formando e

estabilizando o codgulo e cessando a hemorragia (HUPP et al., 2018).

Em casos de hemorragia, como a que ocorre na hemoncose, o fibrinogénio
pode estar diminuido ou insuficiente para formar coagulos eficazes, devido a perda
excessiva de sangue ocasionada pelos parasitos, resultando em sangramentos
continuos (LIMA et al., 2022).

As globulinas, em conjunto com a albumina e o fibrinogénio, sdo fundamentais
para a manutencdo da pressao osmotica, equilibrio de fluidos e transporte de
substancias no plasma sanguineo (PIRES et al., 2021). Na hemoncose as globulinas
desempenham um papel muito importante, especialmente as gama globulinas (LIMA
et al., 2022). O sistema imunolégico pode ser afetado, e as alteragées nos niveis de
globulinas podem refletir disturbios no processo de defesa ou na capacidade de o
organismo responder a infec¢des secundarias (REZENDE, 2010).

Os efeitos hemodinamicos da hemoncose estao diretamente relacionados as
perdas sanguineas e as alteragdes nas proteinas plasmaticas, com repercussoes
significativas para o sistema cardiovascular (ALMEIDA et al., 2018). A diminuigao do
volume sanguineo, associada a perda de hemacias e a queda na concentragao de
proteinas plasmaticas, pode levar a uma hipotensao sistémica, caracterizada por uma
reducao da presséao arterial (MOROWSKY et al., 2013). A queda na pressao arterial
compromete a perfuséo tecidual, o que pode prejudicar o funcionamento de diversos
orgaos, incluindo os rins e o coragao, especialmente em casos mais graves (SILVA e
HASHIMOTTO, 2006).



23

A hipoalbuminemia também desempenha um papel crucial nos efeitos
hemodindmicos da hemoncose, pois a diminuicdo da albumina reduz a pressao
oncotica, fator essencial para a manutengao de liquidos dentro dos vasos sanguineos
(HUPP et al., 2018). Como resultado, ha um aumento da permeabilidade vascular e o
extravasamento de liquidos para os tecidos, o que contribui para o desenvolvimento
de edema, especialmente nas regides submandibulares (ALAM, HASSANEN e EL-
MANDRAWY, 2020).

Podendo assim, resultar em um estado de debilidade geral, com sintomas como
fraqueza, letargia, e em casos mais graves, podendo levar a morte dos animais
parasitados (CASANOVA et al., 2018).

24  ALTERACOES HEMOSTATICAS

A hemostasia é o processo bioldgico responsavel pela formagcao de coagulos
sanguineos, essenciais para a contencao de sangramentos. Este processo envolve
trés etapas principais: vasoconstricao, formacao do tampao plaquetario e ativagao da
cascata de coagulacdo. A coagulacdo é mediada por uma série de fatores de
coagulagao, que se ativam em sequéncia até a formacgao de fibrina, responsavel pela
estabilidade do coagulo (REZENDE, 2010).

Em infeccbes parasitarias como a hemoncose, os animais podem apresentar
alteracbes hemostaticas, que podem ser tanto qualitativas quanto quantitativas
(SALGADO et al., 2019). A perda sanguinea associada a alimentacdo do parasita e a
resposta inflamatdria ao parasita afetam diretamente esses processos (HOSTE et al.,
2016).

Estudos anteriores indicam que, em infecgdes graves por parasitas do género
Haemonchus, pode ocorrer uma diminuicdo nos niveis de fibrinogénio, o que
compromete a formacgao de coagulos. Além disso, a perda de proteinas plasmaticas
pode levar a uma desregulacdo na funcdo das plaquetas e nos sistemas
anticoagulantes, aumentando o risco de sangramentos e dificultando a recuperagao
dos animais (COLVIN et al., 2019).

O figado é um ¢rgao fundamental para que a hemostasia ocorra, visto que,
grande parte dos fatores de coagulagao, sdo produzidos nos hepatdcitos (TORRES et
al., 2016). Ele é responsavel por metabolizar diversas substancias, além de ser o

responsavel pela sintetizacdo de muitas proteinas, dentre elas os fatores de



24

coagulacao, responsaveis pela cascata da coagulagdo, por isso uma adequada
avaliacdo hepatica também se torna essencial para se medir a manutengéo de uma
hemostasia adequada (GRESSLER et al., 2014). Segundo Hupp et al (2017), altas
cargas de parasitarias gastrointestinais levam a lesdes hepaticas.

A cascata da coagulagcdo é um processo complexo envolvendo uma série de
proteinas plasmaticas conhecidas como fatores de coagulagdo, que se ativam em
uma sequéncia ordenada (REZENDE, 2010). Em animais infectados por Haemonchus,
podem ocorrer alteragdes nos niveis desses fatores, como o fator Il (protrombina),
fator V, fator VIl e fator X (RIZATTI e FRANCO, 2001).

A via intrinseca é ativada quando ocorre um dano nos vasos sanguineos,
liberando os fatores de coagulacéo presentes no sangue. O fator XIl (Hageman) € o
primeiro a ser ativado, levando a ativagao do fator Xl, que, por sua vez, ativa o fator
IX. O fator IX ativado, junto com o fator Vllla, forma o complexo tenase, que ativa o
fator X, iniciando a via comum da coagulacdo. Essa via é fundamental para amplificar
a resposta de coagulagao e garantir a formagéao eficiente do coagulo (MOROWSKI et
al., 2013).

A via extrinseca é ativada pela exposicao do fator tecidual (FT), uma
glicoproteina presente nas células do tecido lesado. O fator VI, que circula no sangue,
se ativa ao entrar em contato com o fator tecidual, formando o complexo FT-Vlla. Esse
complexo ativa diretamente o fator X, o que liga a via extrinseca a via comum. A via
extrinseca € a mais rapida a ser ativada apos o dano vascular, garantindo uma
resposta precoce a hemorragia (HUPP et al., 2018).

A via comum é o ponto de convergéncia das vias intrinseca e extrinseca. O
fator X ativado (Xa), em conjunto com o fator Va, forma o complexo protrombina, que
converte a protrombina em trombina (lla). A trombina é essencial para a conversao do
fibrinogénio em fibrina, a proteina que forma a rede do coagulo. Essa rede estabiliza
0 coagulo, interrompendo o sangramento e permitindo a cicatrizagdo do vaso
sanguineo danificado (HUPP et al., 2018).

A via extrinseca da coagulacao é a principal afetada na hemoncose. Isso ocorre
devido ao impacto do parasito sobre a hemostasia, especialmente pela perda crbnica
de sangue e a ativagao da resposta inflamatdria do organismo. Além disso, o parasito
provoca um aumento da producdo de citocinas inflamatérias, que ativam a via
extrinseca da coagulagao, principalmente pelo aumento da expressao do fator tecidual
(GRESSLER et al., 2013).
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Em infec¢des graves, a diminuigdo dos niveis de fibrinogénio e o aumento da
resposta inflamatéria podem afetar a ativagdo desses fatores de coagulacao (Yl et al.,
2010). Como resultado, pode-se observar prolongamento dos tempos de coagulagéo,
como o tempo de protrombina (TP) e o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA),
o que indica uma deficiéncia na ativagdo dos fatores de coagulagdo ou um consumo
excessivo desses fatores devido ao processo inflamatorio ou a perda sanguinea
(RIZATTI e FRANCO, 2001).

Além disso, a diminuicdo dos niveis de fatores de coagulagdo pode tornar o
sistema hemostatico dos ovinos mais vulneravel, dificultando a formagao de coagulos
estaveis em resposta a danos vasculares (Yl et al., 2010).

Os anticoagulantes naturais, como a antitrombina lll e as proteinas C e S,
desempenham papéis criticos no controle da coagulagdo, evitando a formacéao
excessiva de coagulos e assegurando que a coagulagdo ocorra apenas quando
necessario. Em infecgbes por Haemonchus, o sistema anticoagulante também pode
ser afetado de diversas maneiras (CERIAC et al., 2017).

A antitrombina Il € uma proteina plasmatica que inibe a atividade das enzimas
da cascata de coagulagao, principalmente as proteinas trombina e fator X (REZENDE,
2010). Durante a inflamagédo crbénica associada a hemoncose, os niveis de
antitrombina Il podem ser consumidos mais rapidamente, devido ao aumento da
atividade inflamatéria e ao aumento da trombose local, tendo como resultado, o
controle do processo de coagulagao pode ser perdido, favorecendo a formacgao de
microtrombos (MOROWSKI, 2013).

Além disso, a infecgao por Haemonchus pode alterar também a producao e a
funcdo das proteinas S e C, favorecendo uma maior predisposigdo a coagulagéo
intravascular (REZENDE, 2010). Como resultado, esses animais podem ser mais
propensos ao desenvolvimento de disturbios hemorragicos ou microtromboses (Y| et
al., 2010).

As plaquetas também desempenham um papel essencial no processo de
hemostasia primaria, ajudando na formagao do tampao plaquetario e na ativagao dos
fatores de coagulacdo (FERREIRA et al.,, 2010). Nos ovinos infectados por
Haemonchus, pode-se observar alteracdes na quantidade e funcdo das plaquetas
(LIMA et al., 2022). Alguns animais apresentam plaquetopenia, devido a destruigao
plaquetaria associada & perda sanguinea (CERIAC et al., 2017). Tal condicdo
compromete a funcdo hemostatica, pois, além da quantidade inadequada de
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plaquetas, a funcdo de agregacdo e adesdo das plaquetas também pode ser
prejudicada devido a resposta inflamatoria (LIMA et al., 2022).

As infecgcbes por Haemonchus contortus em ovinos tém um impacto
significativo nos fatores de coagulagao, afetando tanto os fatores plasmaticos como

as plaquetas e os anticorpos anticoagulantes naturais (LIMA et al., 2022).
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3 MATERIAS E METODOS

O estudo foi conduzido com aprovacédo da Comissao de Etica para Uso Animal
(CEUA- IFFAR) sob protocolo n° 7843220419, tendo parecer favoravel em 03 de
setembro de 2019.

3.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 19 ovinos cruzados Texel, com idade entre 7 e 8 meses e de
ambos os sexos. Os animais foram alimentados com dieta composta por 3% do peso
vivo em matéria seca, que incluia volumoso (silagem) e concentrado (ragéo
balanceada formulada especificamente para ovinos), com agua fornecida ad libitum.

As ovelhas passaram por um periodo de adaptagao de 14 dias antes do inicio
da fase experimental, que durou 4 meses. Durante esse periodo, os animais foram
alojados em dois currais com piso ripado, divididos em dois grupos distintos:

e G1: Grupo Controle, composto por 5 ovinos, confinados por 4 meses e
submetidos ao exame de fezes pela técnica de Contagem de Ovos por Grama (OPG),
que foi negativo para ovos estrongilideos.

e G2: Grupo Experimental, composto por 14 ovinos, também confinados ha 4
meses, infectados experimentalmente por H. contortus e com teste positivo para ovos

estrongilideos na OPG.
3.2  TESTES COPROPARASITOLOGICOS

Antes do inicio do experimento, todos os animais selecionados foram tratados
com anti-helmintico de amplo espectro (Monepantel 2,5%) para eliminar qualquer
carga parasitaria existente. Apos teste fecal negativo para ovos estrongilideos pela
técnica de OPG e periodo de adaptacgao, foi iniciado o protocolo de infecgao. Larvas
infecciosas de terceiro estagio (L3) utilizadas para a infeccédo foram obtidas via
coprocultura (Roberts e O’Sullivan, 1950). Os doadores fecais eram cordeiros com
infecgdo parasitaria de campo mista, resultando em uma cultura mista de larvas
estrongilizadas composta por 82% de H. contortus, 17% de Trichostrongylus sp. e 1%
de Cooperia sp. (Ueno e Gongalves, 1998). Para a infecgdo experimental foi

administrada por via oral uma dose de 10.000 larvas infectantes de estrongiloides em
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cada animal, dividida em duas aplicagbes de 5.000 larvas cada, sendo a primeira
aplicacdo no dia 0 do experimento e a segunda aplicagado apos intervalo de 25 dias.

Determinacdo de Ovos por Grama de Fezes (OPG): Amostras fecais foram
coletadas quinzenalmente diretamente da ampola retal para determinacédo do OPG
pela técnica de McMaster (Gordon, 1939) - modificada para monitoramento do estado
parasitologico dos grupos controle e experimental.

No primeiro e no ultimo dia do experimento, os ovinos dos grupos Controle e
Experimental foram pesados individualmente. Adicionalmente, foram realizadas

avaliagdes semanais da coloragao da mucosa ocular dos animais de ambos 0s grupos.

3.3  TESTES HEMATOLOGICOS

Foram realizadas quatro coletas de sangue com intervalo de 30 dias. Apos a
depilagao e antissepsia do local com alcool 70%, foram coletadas amostras de sangue
por punc¢ao da veia jugular externa com agulha 0,70 x 25 mm e seringas descartaveis
de 10 mL. O sangue coletado em tubos contendo 7,2 mg de K2 EDTA como
anticoagulante foi utilizado para determinacdo do hematdcrito e contagem de
plaguetas. O sangue coletado em tubos sem anticoagulante e com gel ativador de
coagulos foi utilizado para analise bioquimica sérica, enquanto o sangue coletado em
tubos de citrato foi utilizado para preparagao de plasma para posterior analise do perfil
hemostatico.

Para determinagédo do hematdcrito, o sangue do tubo K2 EDTA foi colocado em
microcapilares e centrifugado por 3 minutos a 100,62 gForce. O percentual de
hematdcrito foi determinado utilizando tabela padronizada para a técnica. A contagem
de plaquetas foi realizada em analisador hematolégico automatico (Maxcel 200
Hematology Counter), com resultados corrigidos manualmente em laminas de
esfregago de sangue.

Testes Bioquimicos e Hemostaticos: Tubos de citrato e tubos com gel ativador
de coagulos foram centrifugados por 5 minutos a 69,87 gForce para facilitar a
formacdo de coagulos ou sedimentagdo de componentes sanguineos. O soro foi
pipetado para microtubos Eppendorf® e as amostras foram armazenadas em freezer
a -20°C até a determinagao da atividade sérica da Aspartato Aminotransferase (AST)

e das concentragdes séricas de Albumina (ALB) e Proteina Total (PT) em analisador
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automatico. (Analisador Cobas® C111, Roche® Diagnostics Ltda, EUA) com Roche®
Diagnostics Ltda. (EUA) kits.

O plasma obtido foi utilizado apds centrifugacédo para os testes de Tempo de
Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA) e Tempo de Protrombina (TP), realizados em
analisador bioquimico semiautomatico utilizando kits comerciais (Gold Analisa®
Diagnostica Ltda, Carlos Prates, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil).

Para o teste Tempo de Coagulacdo Ativada de Lee-White, um cronémetro foi
acionado imediatamente apds a coleta de sangue. Trés mililitros de sangue foram
distribuidos em trés tubos de ensaio pré-aquecidos (37 °C), sendo alocado 1 mL para
cada tubo. Os tubos foram recolocados no banho-maria. A coagulagdo no primeiro
tubo foi verificada a cada 30 segundos. Assim que se formou um coagulo no primeiro
tubo, o segundo tubo foi verificado e assim por diante. O tempo foi registrado apés a
formagcao completa do coagulo no terceiro tubo, que foi considerado o tempo de

coagulacao sanguinea.
3.4  ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados foi realizada utilizando ANOVA para
comparar as alteragdes pré e pos-infeccao entre os grupos experimental e controle.

Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

4, RESULTADOS

Os resultados obtidos nos exames relacionados a hemostasia sanguinea,
incluindo Tempo de Coagulagdo Ativada (p = 0,0001) (Tabela 1), Tempo de
Tromboplastina Parcial Ativada (p = 0,0045) (Tabela 2) e Tempo de Atividade de
Protrombina (p = 0,0325) (Tabela 3), mostraram diferengas estatisticamente
significativas (p < 0,05) entre os grupos controle e experimental quando analisados
pelo teste ANOVA. Além disso, foram observadas diferencgas significativas nos niveis
de hematdcrito (p < 0,0001) (Tabela 4), e na contagem de plaquetas (p < 0,0001).

Durante todo o experimento a coloracdo das mucosas permaneceu

normocorada, indicando n&o haver repercussao sistémica relacionada a anemia.
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Tabela 1. Resultados de Tempo de Coagulagao Ativada (TCA) do grupo
experimental.

1% coleta 2% coleta 37 coleta 4? coleta
N° Ovelha T. coagulacdo T. coagulagio T. coagulacio T. coagulacio

1 08.02.05 05.34.22 08.35.24. 08.33.03
2 10.00.00 06.35.74 08.32.83 09.00.45
4 08.54.45 07.04.98 07.33.64 11.34.98
5 05.29.51 13.35.12 07.33.64 09.34.38
7 06.10.46 08.03.19 09.33.94 12.31.46
8 07.20.23 06.08.28 08.04.53 08.30.67
15 11.03.39 03.07.23 05.01.58 13.38.52
16 08.02.38 04.10.92 10.34.33 12.04.43
19 11.30.64 03.09.08 11.05.42 11.32.89
20 09.06.23 06.05.52 09.07.25 08.31.82
21 09.33.40 06.31.31 09.04.37 11.34.20
24 06.02.16 08.33.83 10.10.16 08.33.58
27 06.02.53 07.32.64 07.01.32 12.03.84
28 06.02.78 09.11.13 08.02.53 16.04.08

Fonte: do autor, 2025

Tabela 2. Resultados de Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPA) do
grupo experimental.

17 coleta 2? coleta 3? coleta 4? coleta
N° Ovelha TTPA TTPA TTPA TTPA

1 01.09.08 00.49.36 00.47.56 00.33.10
2 00.49.17 01.02.92 00.50.31 00.34.27
4 01.15.12 00.53.98 00.47.70 01.00.15
5 01.25.78 01.45.74 00.48.19 00.33.83
7 00.39.07 02.03.60 00.46.62 00.53.82
8 00.56.63 01.03.30 00.50.75 01.08.09
15 01.08.83 00.50.42 00.47.62 00.51.92
16 00.46.80 00.59.44 00.45.26 00.48.72
19 00.58.41 01.31.51 00.57.42 00.48.72
20 02.17.70 01.35.00 00.40.84 00.49.79
21 00.38.50 01.32.74 00.47.92 01.01.26
24 01.38.47 01.04.76 00.48.16 00.32.77
27 00.56.32 01.01.79 01.09.04 01.16.27
28 01.46.76 01.01.30 00.50.40 00.48.73

Fonte: do autor, 2025
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Tabela 3. Resultados de Tempo de Protrombina (TP) do grupo experimental.

1% coleta 2? coleta 3% coleta 4? coleta
N° Ovelha TP TP TP TP

1 00.31.47 00.32.14 00.40.25 00.46.75
2 00.40.78 00.47.84 00.38.19 00.39.05
4 00.35.00 00.47.90 00.28.99 00.30.94
5 00.29.49 01.10.81 00.47.02 00.47.09
7 00.38.72 00.38.37 00.33.40 00.50.16
8 00.37.70 00.38.63 00.45.22 00.57.13
15 00.30.57 00.50.21 00.25.37 00.38.52
16 00.47.60 00.47.86 00.36.43 00.42.05
19 00.37.96 01.07.91 00.48.80 00.46.93
20 00.57.58 00.46.63 00.23.09 00.55.82
21 00.46.86 00.56.49 00.40.75 00.46.49
24 00.47.11 00.38.66 00.37.56 00.39.22
27 00.30.15 00.35.53 00.33.12 00.52.50
28 00.56.73 00.55.10 00.37.72 00.47.03

Fonte: do autor, 2025

Tabela 4. Resultados de nivel de hematdcrito (HCT) do grupo experimental.

27 coleta 3? coleta 4? coleta

N° Ovelha HCT % HCT % HCT%
1 32 36 32
2 39 42 31
4 35 28 30
5 35 29 21
7 40 35 33
8 30 45 25
15 45 34 34
16 33 30 25
19 38 35 31
20 40 38 25
21 29 25 26
24 38 32 39
27 35 43 42
28 40 35 33

Fonte: do autor, 2025

Os testes bioquimicos utilizados para avaliar possiveis lesbes e fungao
organica incluiram atividade sérica de aspartato aminotransferase (AST) (p = 0,9098)
e concentragdes séricas de albumina (p = 1,0000) e proteina total (p = 1,0000). Esses
exames nao apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre os grupos,

sugerindo que a fungdo hepatica dos animais do grupo experimental estava
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preservada, garantindo que os fatores de coagulacdo necessarios a hemostasia
sanguinea estavam sendo sintetizados.

Tanto o Grupo 1 (G1) quanto o Grupo 2 (G2) apresentaram diferengas
estatisticamente significativas no ganho de peso ao longo do experimento, com base
na diferenca média entre os pesos inicial e final no periodo de 60 dias. O G2
apresentou ganho de peso médio de 6,335 kg (p < 0,0001), enquanto o G1 apresentou
ganho médio de 9,250 kg (p = 0,0025), resultando em um ganho de peso 31,5% menor
do grupo experimental quando comparado ao grupo controle.

Os animais do G1 permaneceram negativos para contagem de ovos por grama
(OPG) durante todo o periodo experimental, enquanto o G2 apresentou aumento
constante da OPG a partir do terceiro més do experimento, conforme mostrado no

grafico 1.

Grafico 1. Média mensal de contagem de ovos por grama de fezes nos grupos
controle e experimental.
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Fonte: do autor, 2025
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5.  DISCUSSAO

O figado é um ¢6rgédo fundamental para que a hemostasia ocorra, visto que,
grande parte dos fatores de coagulagao, sdo produzidos nos hepatécitos (TORRES et
al.,, 2016). Embora os exames laboratoriais ndo tenham demonstrado nenhuma
alteracao de funcao ou lesdo hepatica, os animais do G2 apresentaram deficiéncia na
hemostasia, representada por aumento nos tempos de TTPA, TP e TCA. O que pode
ser explicado devido a carga parasitaria inoculada nao ser alta o suficiente para causar
lesdo hepatica, como demostrado por (HUPP et al., 2017).

A hemostasia € um processo fisiologico que tem como objetivo impedir o
processo hemorragico ou a formacgao de trombose (REZENDE, 2010). A hemostasia
primaria, compreende a interagao entre o endotélio vascular lesado e as plaquetas,
que formam o tampao plaquetario, enquanto a hemostasia secundaria, envolve uma
série de reagcbes em cascata de coagulagdo, cujo produto final € a fibrina, que
estabiliza o tampao plaquetario (FERREIRA et al., 2010).

Foi observado uma significativa diminuicdo na contagem de plaquetas dos
animais parasitados, demonstrando consumo plaquetario, relacionado a hemostasia
primaria, necessaria para estabilizar o sangramento causado pelo parasito no
abomaso. A plaquetopenia em animais parasitados por H. contortus ja foi
demonstrada em outros estudos (CERIAC et al., 2017; LIMA et al., 2022).

Existe uma reducédo no ADP sérica em ovinos infectados experimentalmente com
H. contortus e ha correlagdo desta diminuicdo com a dificuldade de agregacao
plaquetaria e formacao de um plug homeostatico, o que facilita a alimentagdo do
parasito (GRESSLER et al., 2013). Essas alteragdes dificultam a hemostasia
sanguinea, visto que, para que ela ocorra de forma adequada é necessario que as
plaquetas estejam em quantidade e qualidade adequadas (MOROWSKI et al., 2013).

Os testes de TTPA e TP, sédo testes de triagem, que avaliam a hemostasia
sanguinea. O teste de TTPA avalia as vias intrinseca e comum da coagulagao,
avaliando os fatores VIII, IX, Xl e Xll, pré-calcireina e cininogénio de alto peso
molecular. Enquanto o TP avalia as vias extrinseca e comum da coagulagao, que séo
os fatores VII, V, Il, e X (RIZATTI & FRANCO, 2001).
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Ja foi identificado que o parasita H. contortus pode secretar uma proteina
chamada calreticulina, capaz de ligar-se com o calcio (Ca2+) e proteinas de
coagulagdo, como o fator X, agindo como um anticoagulante, o que facilita a
alimentagao do parasita com o sangue do hospedeiro (SUCHITRA & JOSHI, 2005).

A proteina Hc-SPI-I8A do H. contortus funciona como um inibidor da coagulagao
sanguinea pelo dominio TIL, dificultando a coagulagdo sanguinea extrinseca ao
interagir com OaTSP1CP (Proteina contendo TSP1 de Ovis Aries) através do mesmo
dominio (WU et al., 2021). Além disso, também ha possibilidade de que o parasito
interfira na via intrinseca da cascata de coagulacdo por mecanismos desconhecidos.
O H. contortus pode desempenhar um papel anti-hemostatico a partir da proteina
serpina (Yl et al., 2010).

Os dados encontrados se relacionam com a interagdo entre o parasita e
hospedeiro, onde o H. contortus, junto as proteinas, possui a capacidade de interferir
na cascata de coagulagéo, alterando o processo de hemostasia, o que pode ser
observado através do prolongamento do TTPA, TP e TCA.

No presente estudo observou-se alteragcbes de prolongamento do tempo de
coagulacdo demonstrado através dos testes de Tempo de Coagulagao Ativa (p =
0,0001), Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (p = 0.0045) e Tempo de Atividade
da Protrombina. Estando, dessa forma, possivelmente relacionado a secrecdo da
proteina Hc-SPI-I8A (WU et al., 2021) e da proteina serpina (Y| et al., 2010), agindo
como anticoagulante e levando a elevagao dos tempos de coagulagao e inibindo o
processo hemostatico.

Por outro lado, o hematdcrito obteve diferenga estatistica ao comparar o grupo
controle e experimental, porém, esse parametro se manteve, durante todo o periodo
experimental, dentro do considerado de referéncia para a espécie (24 a 50%). Ja foi
demonstrado que em infecgcdes experimentais com 10.000 larvas de H. contortus e
contagem de OPG até 2500, ndo sdo capazes de demonstrar anemia nos ovinos
(HUPP et al., 2017), desta forma é possivel relacionar a manutengédo do hematécrito
dentro da normalidade devido ao nivel de infecgdo parasitaria que os animais se
encontravam.

A perda de peso de animais parasitados por H. contortus impacta negativamente
o sistema de produgéao, causando graves perdas econémicas aos produtores (QAMAR
et al., 2011). Quando analisado o indice zootécnico, observou-se redugéo no ganho
de peso dos animais do grupo experimental em cerca de 31,5% em comparacao aos
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do grupo controle. Essa redugao pode estar relacionada a forma de parasitismo do H.
contortus, pois as lesdes causadas no abomaso, além de gerarem perda sanguinea
também levam a alteragdes digestivas e reducéo da absorgao de nutrientes (HOSTE
et al., 2016).

Embora tenha tido diferenga estatistica em relagao ao peso, € possivel notar que
0 grupo controle teve um ganho de peso superior ao do grupo experimental no mesmo
periodo de tempo. Também, foi verificada a coloracdo da mucosa ocular dos animais
uma vez na semana, sendo que estas estavam normocoradas nos dois grupos
durante todo o experimento. Tal observacdo vai ao encontro dos valores de
hematocrito também observados, que apesar da diferenga estatistica entre o grupo
controle e o grupo experimental, se mantiveram durante todo o experimento dentro

dos valores de referéncia pré estabelecidos para e espécie.
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6. CONCLUSAO

Em conclusdo, os resultados deste estudo demonstram que o parasita H.
contortus afeta os niveis de hematdcrito, a contagem de plaquetas e prejudica a
capacidade de atingir hemostasia sanguinea adequada em cordeiros infectados,
podendo dessa forma favorecer as desordens hemostaticas e levando a quadros de
homorragias mais acentuadas em ocasides que cursem com a perda de sangue ativa
e/ou secundaria. Além de causar queda no desempenho produtivo, devido a marcante
diminuicdo no ganho de peso em cordeiros parasitados, diminuindo os ganhos

produtivos e aumentando os custos de produgao.
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ANEXO 1 — Artigo da pesquisa

ABSTRACT

Haemonchosis remains, to this day, the principal disease encountered in global sheep farming.
It is characterized by the parasitemia of sheep with the hematophagous parasite Haemonchus
contortus. Parasite causes lesions in the gastrointestinal tract of infected animals. These lesions,
along with the secretion of anticoagulant factors and proteins, facilitate the parasite's feeding
through the bleeding induced at these sites. The blood loss caused by the parasite leads to
anemia and excessive loss of proteins such as albumin, resulting in clinical symptoms of weight
loss, increased morbidity, and reduced production efficiency, which causes significant
economic losses to the industry and affects the well-being of the affected animals. Objective:
This study aims to demonstrate that animals infected with H. contortus develop hemostatic
disorders. Methods: Nineteen sheep, regardless of sex and age, were experimentally parasitized
by a high parasitic load of nematodes. They were then subjected to hemostatic tests to evaluate
the possible changes caused. Results: The results showed a statistically significant difference
between experimentally parasitized sheep and parasite-free sheep. Tests conducted included
Activated Coagulation Time (p = 0.0001), Activated Partial Thromboplastin Time (p = 0.0045),
and Prothrombin Time (p = 0.0325), all showing statistical significance (p < 0.05) between the
control and experimental groups when compared using ANOVA. Additionally, significant
differences were observed in hematocrit values (p < 0.0001) and platelet counts (p < 0.0001).
Conclusion: Infection by gastrointestinal parasites causes hemostatic changes relevant to sheep
production and the well-being of affected animals.

KEYWORDS

Gastrointestinal Parasites; Hematology, Sheep, Sheep Farming

1. INTRODUCTION

The parasite Haemonchus contortus is a hematophagous gastrointestinal parasite with
the highest prevalence in tropical and subtropical regions [1]. It affects sheep of all ages, making
it a concern across all age categories [2]. It is considered one of the major sanitary issues in
sheep farming, leading to significant economic losses for producers [3].

The pathogenesis of ovine haemonchosis is related to the damage caused to the
abomasum by the parasite, which uses an oral lancet to draw blood from the mucosal vessels
of the abomasum [4], in addition to causing digestive disturbances [5]. Consequently, affected
animals may exhibit weight loss, hypoproteinemia, and severe anemia [6].

Hemostasis is a physiological process aimed at maintaining blood in a fluid state within
the blood vessels, preventing both hemorrhage and thrombosis [7]. The components involved
in hemostasis include platelets, endothelial cells, blood vessels, plasma coagulation factors,
physiological inhibitors of coagulation, and the fibrinolysis system [8]. These factors are
regulated to ensure a balanced opposition between the control of excessive blood loss and the
prevention of intravascular thrombus formation, which is associated with excessive fibrin
formation [7].

Given that hemorrhagic lesions and blood consumption are closely related to the
pathogenesis of H. contortus parasitism, this study aimed to elucidate whether the parasite can
induce alterations in the host’ s coagulation process through the analysis of the intrinsic,
extrinsic, and common pathways of coagulation.

Other intestinal nematodes such as Cooperia sp and Trichostrongylus sp when in massive
infections can also trigger hematological disorders, mainly related to anemia caused by
hematophagy and consequent loss of productivity and well-being of the affected animals. [9].
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This study aims to demonstrate that animals infected with H. contortus develop hemostatic
disorders.

2. MATERIAL AND METHODS

Experimental design:

Nineteen Texel-cross sheep, aged between 7 and 8 months and of both sexes, were used in the
study. The animals were fed a diet consisting of 3% of their live weight in dry matter, which
included roughage (silage) and concentrate (balanced feed specifically formulated for sheep),
with water provided ad libitum. To justify the sample number used in the experiment, the
ANOVA test was used: Repeated measures, within-between interaction. Having resulted in a
necessary sample of 18 animals.

The sheep underwent a 14-day adaptation period before the start of the experimental phase,
which lasted 4 months. During this time, the animals were housed in two pens with slated
flooring, divided into two distinct groups:

[ ] G1: Control Group, consisting of 5 sheep, confined for 4 months and subjected to fecal
examination using the Egg Count Per Gram (EPG) technique, which was negative for strongyle
eggs.

[ G2: Experimental Group, comprising 14 sheep, also confined for 4 months,
experimentally infected with H. contortus, and testing positive for strongyle eggs in the OPG.

Coproparasitological tests:

All selected animals were treated with a broad-spectrum anthelmintic (Monepantel 2.5%), 10
days before the experiment starts, to eliminate any existing parasitic load. No parasite eggs were
detected using the Gordon and Whitlock modified technique, using hypersaturated sugar
solution, and the adaptation period, the infection protocol was initiated. Infective third-stage
larvae (L3) used for the infection were obtained via coproculture [9]. The fecal donors were
lambs with a mixed field parasitic infection, resulting in a mixed culture of Trichostrongylidae
larvae composed of 82% H. contortus, 17% Trichostrongylus sp., and 1% Cooperia sp. [10].
For the experimental infection, a dose of 10,000 infective strongyle larvae was administered
orally to each animal [11], divided into two applications of 5,000 larvae each, with the first
application on day 0 of the experiment and the second application after an interval of 25 days.
The larvae used were the same in both infections, with the larvae being 15 days and 40 days
after fecal culture. To determine the volume to be corrected for each technology, the culture
underwent prediction evaluation through counting under optical microscopy.

Determination of Eggs Per Gram of Feces (EPG): Fecal samples were collected biweekly
directly from the rectal ampulla to determine the EPG using the McMaster technique [12] -
modified for monitoring the parasitological status of both the control and experimental groups.
In the last collection, coproculture was performed on a pool of fecal samples from the infected
group for analysis of the strongylid culture, and it was observed culture of strongyle larvae
composed of 82% H. contortus, 17% Trichostrongylus sp., and 1% Cooperia sp.

On the first and last days of the experiment, the sheep from both the Control and Experimental
groups were weighed individually. Additionally, weekly assessments of the ocular mucosa color
of the animals through the famacha methodin both groups were conducted.

Hematological test:

Four blood collections were performed at 30-day intervals. Following hair removal and site
antisepsis with 70% alcohol, blood samples were collected via puncture of the external jugular
vein using a 0.70 x 25 mm needle and 10 mL disposable syringes. Blood collected in tubes
containing 7.2 mg of K2 EDTA as an anticoagulant was used for hematocrit determination and
platelet count. Blood collected in tubes without anticoagulant and with a clot activator gel was
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used for serum biochemical analysis, while blood collected in citrate tubes was used for plasma
preparation for subsequent hemostatic profile analysis.

For hematocrit determination, blood from the K2 EDTA tube was placed in microcapillaries
and centrifuged for 3 minutes at 100,62 gForce. The hematocrit percentage was determined
using a standardized table for the technique. Platelet counts were performed using an automatic
hematological analyzer (Maxcel 200 Hematology Counter), with results verified manually
using the modified Fonio [13] technique, on blood smear slides under optical microscopy at
1000x magnification with immersion oil, the total number of platelets present in 1000 red blood
cells was added and the result divided by 1000, thus obtaining the final value of platelets per
mm3 of blood.

Biochemical and Hemostatic Tests: Citrate tubes and tubes with clot activator gel were
centrifuged for 5 minutes at 69,87 gForce to facilitate clot formation or sedimentation of blood
components. The serum was pipetted into Eppendorf® microtubes, and the samples were stored
in a freezer at -20° C until the serum activity of Aspartate Aminotransferase (AST) and serum
concentrations of Albumin (ALB) and Total Protein (TP) were determined using an automatic
analyzer (Cobas® C111 Analyzer, Roche® Diagnostics Ltda, USA) with Roche® Diagnostics
Ltda. (USA) kits. Other work has already been carried out using the reagent brand [14] [15]
[16]. The plasma obtained was used after centrifugation for the tests of Activated Partial
Thromboplastin Time (APTT) and Prothrombin Time (PT), conducted on a semi-automatic
biochemical analyzer using commercial kits (Gold Analisa® Diagnéstica Ltda, Carlos Prates,
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brazil).

For the Lee-White Activated Coagulation Time test, a stopwatch was started immediately after
blood collection. Three milliliters of blood were distributed into three pre-warmed test tubes
(37 °C), with 1 mL allocated to each tube. The tubes were placed back into the water bath.
Coagulation in the first tube was checked every 30 seconds. Once a clot formed in the first tube,
the second tube was checked, and so on. The time was recorded after complete clot formation
in the third tube, which was considered the blood coagulation time.

Statistical analysis:

The results of the experiment were analyzed for sample normality using the Shapiro-Wilk test
and then ANOVA was used to compare the results pre- and post-infection changes between the
experimental and control groups. A p-value < 0.05 was considered statistically significant.

3. RESULTS:

The results obtained from tests related to blood hemostasis, including Activated Clotting Time
(p = 0.0001) (Table 1), Activated Partial Thromboplastin Time (p = 0.0045) (Table 2), and
Prothrombin Activity Time (p = 0.0325) (Table 3), showed statistically significant differences
(p < 0.05) between the control and experimental groups when analyzed using the ANOVA test.
Additionally, significant differences were observed in hematocrit levels (p < 0.0001) and
platelet count (p < 0.0001). Additionally, the ocular mucosa color of the animals was assessed
weekly, and it was found to be normochromic in both groups throughout the experiment.

Table 1. Activated Clotting Time (ACT) results of the experimental group.

1? collect 2% collect 3% collect 4? collect

N° Sheep T. coagulation T. coagulation T. coagulation T. coagulation
1 08.02.05 05.34.22 08.35.24. 08.33.03
2 10.00.00 06.35.74 08.32.83 09.00.45

3 08.54.45 07.04.98 07.33.64 11.34.98



05.29.51
06.10.46
07.20.23
11.03.39
08.02.38
11.30.64
09.06.23
09.33.40
06.02.16
06.02.53
06.02.78

13.35.12
08.03.19
06.08.28
03.07.23
04.10.92
03.09.08
06.05.52
06.31.31
08.33.83
07.32.64
09.11.13

07.33.64
09.33.94
08.04.53
05.01.58
10.34.33
11.05.42
09.07.25
09.04.37
10.10.16
07.01.32
08.02.53

09.34.38
12.31.46
08.30.67
13.38.52
12.04.43
11.32.89
08.31.82
11.34.20
08.33.58
12.03.84
16.04.08

Table 2. Activated Partial Thromboplastin Time (APTT) results of the experimental group

1% collect 2% collect 3* collect 4* collect
N° Sheep APTT APTT APTT APTT
1 01.09.08 00.49.36 00.47.56 00.33.10
2 00.49.17 01.02.92 00.50.31 00.34.27
3 01.15.12 00.53.98 00.47.70 01.00.15
4 01.25.78 01.45.74 00.48.19 00.33.83
5 00.39.07 02.03.60 00.46.62 00.53.82
6 00.56.63 01.03.30 00.50.75 01.08.09
7 01.08.83 00.50.42 00.47.62 00.51.92
8 00.46.80 00.59.44 00.45.26 00.48.72
9 00.58.41 01.31.51 00.57.42 00.48.72
10 02.17.70 01.35.00 00.40.84 00.49.79
11 00.38.50 01.32.74 00.47.92 01.01.26
12 01.38.47 01.04.76 00.48.16 00.32.77
13 00.56.32 01.01.79 01.09.04 01.16.27
14 01.46.76 01.01.30 00.50.40 00.48.73
Table 3. Prothrombin Time (PT) results of the experimental group.
1% collect 2% collect 3% collect 4* collect
N° Sheep PT PT PT PT

1 00.31.47 00.32.14 00.40.25 00.46.75
2 00.40.78 00.47.84 00.38.19 00.39.05
3 00.35.00 00.47.90 00.28.99 00.30.94
4 00.29.49 01.10.81 00.47.02 00.47.09
5 00.38.72 00.38.37 00.33.40 00.50.16
6 00.37.70 00.38.63 00.45.22 00.57.13
7 00.30.57 00.50.21 00.25.37 00.38.52
8 00.47.60 00.47.86 00.36.43 00.42.05
9 00.37.96 01.07.91 00.48.80 00.46.93
10 00.57.58 00.46.63 00.23.09 00.55.82
11 00.46.86 00.56.49 00.40.75 00.46.49
12 00.47.11 00.38.66 00.37.56 00.39.22

44
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13 00.30.15 00.35.53 00.33.12 00.52.50
14 00.56.73 00.55.10 00.37.72 00.47.03

Biochemical tests used to assess potential liver damage and organ function included serum
aspartate aminotransferase (AST) activity (p = 0.9098), and serum concentrations of albumin
(p = 1.0000) and total protein (p = 1.0000). These tests did not show statistically significant
differences between the groups, indicating that the liver function of the animals in the
experimental group was preserved, ensuring that the coagulation factors necessary for blood
hemostasis were being synthesized.

Both Group 1 (G1) and Group 2 (G2) showed statistically significant differences in weight gain
over the course of the experiment, based on the mean difference between initial and final
weights over the 60-day period. G2 had an average weight gain of 6.335 kg (p < 0.0001), while
G1 showed an average gain of 9.250 kg (p = 0.0025).

The animals in G1 remained negative for egg per gram (EPG) counts throughout the
experimental period, whereas G2 exhibited a steady increase in EPG starting from the third
month of the experiment, as shown in Figure 1.

Figure 1. Monthly average of egg counts per gram of feces in the control and experimental
groups.
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4. DISCUSSION:

The liver is a crucial organ for hemostasis, as it is responsible for producing the majority
of coagulation factors within hepatocytes [17]. Although laboratory tests did not indicate any
liver dysfunction or damage, the animals in Group 2 (G2) exhibited deficiencies in hemostasis,
as evidenced by increased Activated Partial Thromboplastin Time (APTT), Prothrombin Time
(PT), and Activated Clotting Time (ACT). This can be explained by the fact that the parasitic
load inoculated was not high enough to cause liver damage, as demonstrated by [18].
Hemostasis is a physiological process aimed at preventing hemorrhage or thrombosis [19].
Primary hemostasis involves the interaction between damaged vascular endothelium and
platelets, leading to the formation of a platelet plug. Secondary hemostasis involves a series of
coagulation cascade reactions, ultimately producing fibrin, which stabilizes the platelet plug
[20].
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Asignificant decrease in platelet counts was observed in parasitized animals, indicating platelet
consumption related to primary hemostasis, which is necessary to stabilize bleeding caused by
the parasite in the abomasum. Thrombocytopenia in animals parasitized by H. contortus has
been reported in other studies [21] [22].

There is a reduction in serum adenosine diphosphate levels in sheep experimentally infected
with H. contortus, and this decrease is correlated with impaired platelet aggregation and the
formation of a hemostatic plug, which facilitates the parasite's feeding process [23]. These
alterations hinder blood hemostasis, as effective hemostasis requires both an adequate quantity
and quality of platelets [24].

The Activated Partial Thromboplastin Time (APTT) and Prothrombin Time (PT) tests are
screening assays used to evaluate blood hemostasis. The APTT test assesses the intrinsic and
common coagulation pathways, including factors VIII, IX, XI, and XII, as well as prekallikrein
and high-molecular-weight kininogen. On the other hand, the PT test evaluates the extrinsic and
common coagulation pathways, which involve factors VII, V, 1l, and X [25].

It has been identified that the parasite H. contortus can secrete a protein called calreticulin,
which is capable of binding to calcium ions (Ca2+) and coagulation proteins such as factor X,
thereby acting as an anticoagulant and facilitating the parasite's ability to feed on the host's
blood [26].

Additionally, the H. contortus protein Hc-SPI1-18A functions as an inhibitor of blood coagulation
through its TIL domain, hindering extrinsic blood coagulation by interacting with OaTSP1CP
(a Thrombospondin Type 1 Protein Containing Domain from Ovis aries) through the same
domain [23]. Furthermore, the parasite may also interfere with the intrinsic pathway of the
coagulation cascade through unknown mechanisms. H. contortus may exert an anti-hemostatic
effect via its serpina protein [27].

The data observed in this study suggests a significant interaction between the parasite and the
host, where H. contortus, along with its proteins, has the ability to interfere with the coagulation
cascade, thereby altering the hemostatic process. This interaction is evident through the
prolonged Activated Partial Thromboplastin Time (APTT), Prothrombin Time (PT), and
Clotting Time (CT).

In this study, alterations in prolonged coagulation time were demonstrated through the tests for
Activated Clotting Time (p = 0.0001), Activated Partial Thromboplastin Time (p = 0.0045), and
Prothrombin Time (p = 0.0325). These findings are consistent with the secretion of Hc-SPI1-18A
[23] and serpina [26] proteins, which act as anticoagulants, leading to increased coagulation
times and inhibition of the hemostatic process.

On the other hand, hematocrit levels showed a statistically significant difference when
comparing the control and experimental groups. However, this parameter remained within the
reference range for the species (24% to 50%) throughout the experimental period, except for
one individual that exhibited a hematocrit level of 21% and an egg per gram (EPG) count of
3400 in the fourth month of the experiment. It has been demonstrated that in experimental
infections with 10,000 Strongyle larvae and an EPG count up to 2500, anemia does not typically
manifest in sheep [18]. In studies carried out with an EPG count of 2404, the animals presented
anemia [28]. Therefore, the maintenance of hematocrit levels within the normal range can
probably be attributed to the level of pathogenicity of the strains used.

Weight loss in animals parasitized by H. contortus has a detrimental impact on production
systems, leading to significant economic losses for producers [26]. When analyzing
zootechnical indices, a reduction in weight gain of approximately 31.5% was observed in the
experimental group compared to the control group. This reduction in weight gain is likely
related to the parasitic behavior of H. contortus, as the lesions caused in the abomasum not only
lead to blood loss but also result in digestive alterations and reduced nutrient absorption [5].



47

Although there was a statistically significant difference in weight between the groups, it is
evident that the control group achieved greater weight gain than the experimental group over
the same period.

5. CONCLUSION

Infection with 10,000 Trichostrongylidae larvae was not capable of causing anemia in the
parasitized animals, but showed a statistical difference between the control and experimental
groups regarding hematocrit levels, reduction in weight gain, reduction in platelet count, and
increase in coagulation time assessed through the prothrombin time, activated partial
thromboplastin time and activated clotting time tests.
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