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There is more to life than just yourself, your own family, and your own kind.

Lawrence Anthony
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Caracterizacdo hematologica e bioquimica sérica em carnivoros silvestres capturados

no sudeste de Portugal

Resumo

A avaliacdo de indicadores fisiol6gicos é cada vez mais importante na area da medicina e
biologia da conservacdo, na medida em que pode refletir o estado de salude e a condi¢éo
fisiolégica de individuos e popula¢des, bem como traduzir a qualidade do habitat. Para que
isto seja possivel, é necessario estabelecer valores basais nas espécies de fauna silvestre
gue se pretende estudar.

O principal objetivo deste estudo foi determinar valores fisiolégicos basais de varios
parametros hematolégicos e de bioquimicas sanguineas em carnivoros silvestres
capturados em caixas-armadilha e em Collarum®, no sudeste de Portugal, entre janeiro de
2012 e fevereiro de 2013. Os objetivos secundarios residiram na pesquisa de hemoparasitas
em esfregacos de sangue periférico e no estudo do efeito de fatores fisiologicos (sexo e
idade) e da infecdo por hemoparasitas nos resultados dos pardmetros analisados.

Foram avaliados parametros hematoldgicos (hematécrito, hemoglobina, eritrécitos, indices
eritrocitarios, leucécitos e contagens celulares diferenciais) e bioquimicos (ureia, creatinina,
alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, creatina quinase, glucose, colesterol,
triglicéridos, bilirrubina total, sodio, potassio, cloro, célcio, fésforo, proteinas totais, albumina
e globulinas). Os intervalos da amostra para cada parametro foram obtidos através do
método robusto, utilizando o software Reference Value Advisor. Foram incluidos 79
carnivoros de 6 espécies (Felis silvestris, Genetta genetta, Herpestes ichneumon, Martes
foina, Mustela putorius e Vulpes vulpes) no estudo.

Os resultados de parametros hematoldgicos e bioquimicos que diferiram mais de valores
documentados na literatura para as mesmas espécies, encontrando-se mais elevados no
presente estudo, foram as contagens de neutrdfilos, a ureia, a aspartato aminotransferase e
a creatina quinase. Estas discrepancias podem ser atribuidas aos efeitos do stress de
captura e ao uso de diferentes metodologias e técnicas na andlise das amostras.

Na pesquisa de hemoparasitas, verificou-se a infecdo por Mycoplasma nas espécies G.
genetta, H. ichneumon e V. vulpes e a infe¢cdo por Hepatozoon na espécie V. vulpes.
Relativamente a influéncia de fatores fisiolégicos e da infecdo por hemoparasitas, as
diferencas estatisticamente significativas encontradas entre grupos de diferentes sexos e
idades, bem como a influéncia da infecdo por hemoparasitas, devem-se provavelmente

a dimensao reduzida da amostra.

Palavras-chave: conservacdo, carnivoros silvestres, Portugal, stress de captura,

hematologia, bioquimica sérica, hemoparasitas.



Characterization of hematological and serum biochemical parameters from wild

carnivores captured in Southeastern Portugal

Abstract

The evaluation of physiological indicators is becoming increasingly important in conservation
medicine and biology, as it can reflect the health status and the physiological condition of
individuals and populations, as well as the habitat quality. For this to be possible, it is
necessary to establish basal values in wild species.

The main goal of this study was to assess the normal values for several hematological and
serum biochemical parameters values in free-ranging wild carnivores captured by cage-traps
and Collarum® traps in southeastern Portugal, between January 2012 and February 2013.
The secondary goals were to search for blood parasites in peripheral blood smears and to
study the effect of physiologic factors (sex and age) and the infection by blood parasites in
the results of the parameters.

The evaluated issues included hematological (packed cell volume, hemoglobin, erythrocytes,
erythrocyte indices, white blood cells, differential blood counts) and biochemical parameters
(urea, creatinine, alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase, creatine kinase,
glucose, cholesterol, triglycerides, total bilirubin, sodium, potassium, chloride, calcium,
phosphorus, total protein, albumin, and globulins). Sample intervals for each parameter were
obtained by the robust method, using Reference Value Advisor software. Seventy nine wild
carnivores from 6 species (Felis silvestris, Genetta genetta, Herpestes ichneumon, Martes
foina, Mustela putorius and Vulpes vulpes) were included in the study.

The hematologic and biochemical parameters that differed more from values reported in
literature for the same species, showing an elevation in the present study, were the
neutrophil counts, the urea, the aspartate aminotransferase and the creatine kinase. These
differences may be attributed to the effects of capture stress and to the use of different
methodologies and techniques in the sample analysis.

In the search for blood parasites, we found the presence of Mycoplasma infection in G.
genetta, H. ichneumon and V. vulpes, and the presence of Hepatozoon in V. vulpes.
Concerning the influence of physiologic factors and the infection by blood parasites, the
statistically significant differences found between groups of different sexes and ages, as well
as the effect of the infection by blood parasites, are probably due to the small size of the

sample.

Key-words: conservation, wild carnivores, Portugal, capture stress, hematology, serum

chemistry, blood parasites.
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1. Introducao: enquadramento do projeto

A importancia da preservagdo da biodiversidade € um conceito relativamente recente na
sociedade portuguesa. A partir dos anos 1960, época em gue 0 governo ainda financiava o
exterminio dos animais considerados os “grandes nocivos” (lobos, aguias, etc.),
desenvolveram-se leis para proteger espécies em risco de extincdo e promover o seu
habitat, bem como esforcos de educacdo e sensibilizacdo ambiental. Atualmente, existem
inUmeros projetos, muitos deles co-financiados pela Comissdo Europeia, que rednem
esforcos multidisciplinares com o objetivo de estudar, proteger e promover espécies de
fauna e flora silvestre autéctones.

O projeto LIFE-Natureza “Promocgado do Habitat do Lince-ibérico e do Abutre-Preto no
Sudeste de Portugal” (LIFEO8 NAT/P/000227), também conhecido por LIFE Habitat Lince
Abutre, promovido pela Liga para a Protecdo da Natureza (LPN) em conjunto com outras
entidades parceiras e financiado pela Comissdo Europeia, apresenta como principal objetivo
a promogdo e manutengdo de habitats mediterranicos no Sudeste de Portugal com
condicBes propicias para a existéncia destas duas espécies, actualmente em perigo de
extincdo em Portugal. As varias agbes levadas a cabo pretendem também beneficiar as
espécies coabitantes (Projeto LIFE Habitat Lince Abutre, 2013).

No ambito deste projeto, foi efetuado um rastreio sanitario das populagbes de carnivoros
silvestres nos potenciais locais de futura reintroducédo do Lince-ibérico (Moura-Barrancos,
Vale do Guadiana e Serra do Caldeirdo), sendo a Direcdo Geral de Alimentacdo e
Veterinaria (DGAV) o parceiro do projeto responsavel por esta acao. Isto justifica-se pelo
facto de estes carnivoros partilharem o mesmo habitat com o Lince-ibérico, podendo ser
eventuais fontes de transmissao de agentes infeciosos e também por serem bioindicadores
dos agentes patolégicos que circulam no ambiente, aos quais o lince podera estar exposto,
apoés a reintroducdo. Para levar a cabo este estudo, foram capturados carnivoros silvestres
nas trés zonas-alvo referidas. A maior parte das amostras recolhida foi encaminhada para
as entidades oficiais (DGAV e Laboratério Nacional de Investigagdo Veterinaria — LNIV),
para a realizagdo das devidas analises para pesquisa de agentes infeciosos. Esses dados e
0s respetivos resultados ndo serdo apresentados nesta dissertagdo de mestrado. A
guantidade restante das amostras de sangue foi utilizada para a realizacdo de analises
hematolégicas, bioquimicas e parasitolégicas, cujos resultados constituem o cerne desta
dissertacdo de mestrado.

Uma vez que o conhecimento acerca destas espécies é ainda muito escasso, todas as
informacfes obtidas com a analise de amostras biologicas sdo extremamente Uteis para a

compreensdo da sua fisiologia, patologia, biologia e ecologia. Em dltima analise, isto



contribui para suportar decisées no maneio e conservacao da fauna autdctone portuguesa,
ndo soé relativamente a espécies em risco de extingdo, mas também a todas as outras que

contribuem para o equilibrio do ecossistema e para a preservagao da biodiversidade.

1.1. Atividades desenvolvidas durante o Estagio Curricular

Esta dissertacdo de mestrado € parte integrante dum Estagio Curricular que decorreu entre
setembro de 2012 e junho de 2013.

A primeira parte do estagio consistiu em integrar um projeto cujo principal objetivo foi o
rastreio sanitario de carnivoros silvestres nas regides de futura reintroducdo do Lince-
ibérico, como ja foi referido. O projeto abrangeu uma grande area na zona sudeste de
Portugal e decorreu entre janeiro de 2012 e fevereiro de 2013, com uma interrupcao de 4
meses, entre marco e junho de 2012 (coincidente com a época reprodutiva dos animais). A
partir de setembro de 2012, a autora desta dissertacdo juntou-se a equipa de trabalho, com
a qual colaborou durante 6 meses, até ao final do projeto (fevereiro de 2013). As capturas
foram realizadas em trés grandes regides geogréficas: Zonas de Protecédo Especial do Vale
do Guadiana, da Serra do Caldeirdo e de Moura-Mouréo-Barrancos (Figura 1).

O trabalho de campo (entre setembro de 2012 e fevereiro de 2013) consistiu em 4
campanhas de captura, cada uma com a duracdo aproximada de 20 dias e cerca de 12
horas de trabalho diario, o que perfez 960 horas de trabalho. Este periodo de trabalho
constituiu uma oportunidade Unica de integrar ativamente todas as atividades diarias
inerentes ao projeto e conhecer a realidade de um médico veterinario de animais silvestres,
sobretudo na &rea da medicina e biologia da conservacao.

As principais atividades realizadas no campo foram a montagem e verificacdo de
armadilhas, a captura dos animais, a anestesia e manipulacdo (cujo principal objetivo era a
recolha de amostras biologicas) e a libertacdo apds recuperacdo anestésica. No total, foram
capturados 79 animais, dos quais 33 sacarrabos (Herpestes ichneumon), 17 genetas
(Genetta genetta), 16 raposas (Vulpes vulpes), 6 fuinhas (Martes foina), 4 gatos-bravos
(Felis silvestris) e 3 toirbes (Mustela putorius).

No final de cada dia de trabalho, as amostras de sangue eram processadas num pequeno
laborat6rio portétil. A partir do sangue em &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) fez-se a
determinagdo do microhematdécrito, as contagens celulares na cdmara de Neubauer e a
realizacdo de esfregagos sanguineos para posterior observagdo. O sangue sem adi¢cédo de
anticoagulante foi deixado a repousar, durante 24 horas, em refrigeracdo, para que
ocorresse a extracdo do soro. Passado esse periodo de tempo, realizou-se a centrifugacéo
e a maioria do soro separado foi enviado para as entidades responsaveis (DGAV e LNIV); a
guantidade restante foi enviada para analise de parametros bioquimicos num laboratério

comercial (Laboratorio Inno, Braga).



Figura 1. Mapa do sudeste de Portugal, com destaque para as zonas de captura (Zonas
de Protecdo Especial do Vale do Guadiana, da Serra do Caldeiréo e de Moura-Mour&o-

Barrancos) (Liga para a Protecéo da Natureza, 2012).
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Terminada esta fase, procedeu-se a realizacdo das restantes analises hematoldgicas na
Faculdade de Medicina Veterinaria — Universidade de Lisboa (FMV-UL). Os esfregacos
sanguineos foram observados para contagem diferencial de leucécitos, pesquisa de
hemoparasitas e contagem de eritrocitos falciformes (esta Ultima apenas na espécie G.
genetta), no laboratério de Doencas Parasitarias. Foi também efetuada a determinacdo da
concentracdo de hemoglobina durante esse periodo. Foram despendidas cerca de 200

horas de trabalho neste processo.



2. Reviséo bhibliogréfica

2.1. Breve caracterizacdo das espécies de carnivoros silvestres estudadas

2.1.1. Gato-bravo (Felis silvestris)

O gato-bravo é um felino que, de relance, pode ser facilmente confundido com o gato-
doméstico. No entanto, a sua cabeca é maior e a sua pelagem € cinza ou cinzenta-
acastanhada e com um padrdo caracteristico: apresenta uma linha longitudinal dorsal e trés
a cinco anéis escuros na cauda. Pesa entre 3 a 4 kg e mede cerca de 80 a 90 cm de
comprimento (Castro, 2012).

Na Peninsula Ibérica (assim como na maioria da Europa), a sua distribuicdo é generalizada
mas fragmentada (Oliveira, Godinho, Randi, Ferrand & Alves, 2008b). Encontra-se ausente
dos arquipélagos da Madeira e Agores (Castro, 2012).

Este animal, de habitos solitarios e atividade maioritariamente noturna, ocupa habitats
florestais e parece preferir zonas com baixa densidade humana (Cabral et al., 2006). Apesar
da sua preferéncia por pequenos mamiferos (roedores e coelho-bravo), o gato-bravo nédo é
um predador especialista, demonstrando uma enorme plasticidade relativamente a
disponibilidade espacial e sazonal de presas (Carvalho & Gomes, 2004; Bird, Lanszki,

Szemethy, Heltai & Randi, 2005; Castro, 2012).

2.1.2. Geneta-comum (Genetta genetta)

A geneta é um pequeno predador com cerca de 1,7 a 2 kg (Carvalho & Gomes, 2004),
pertencente a familia dos viverrideos. Mede cerca de 90 cm de comprimento incluindo a
cauda, que pode representar quase metade do comprimento total (Alves, 2012).

Esta espécie foi introduzida na Peninsula Ibérica no século XV e atualmente € um dos
carnivoros mais abundantes em Portugal (Santos, Pinto & Santos-Reis, 2007), com uma
distribuicdo generalizada por todo o territério, com excecado dos arquipélagos da Madeira e
Acores (Alves, 2012).

Habita uma grande variedade de habitats, mas prefere zonas arborizadas e com arbustos
(Alves, 2012). Grande parte da atividade deste animal é noturna. E um agil cagador trepador
gue se alimenta preferencialmente de micromamiferos (roedores), mas também duma
variedade de outros animais vertebrados, insetos e frutos (Carvalho & Gomes, 2004). A
dieta da geneta varia com a disponibilidade de recursos, o que reflete o caracter oportunista
deste animal. Este tipo de estratégia alimentar faz da geneta uma especialista facultativa: é

uma excelente cacadora de micromamiferos, a sua presa predileta, mas explora o0s



restantes recursos de acordo com a zona e a época do ano (Virgés, Llorente & Cortés,
1999).

A sua principal caracteristica morfolégica € a sua pelagem acinzentada com manchas
negras longitudinais e a sua cauda muito longa com oito a dez anéis negros circulares

(Alves, 2012), o que torna este carnivoro unico e inconfundivel entre os carnivoros ibéricos.

2.1.3. Sacarrabos (Herpestes ichneumon)

Este carnivoro, pertence a familia dos herpestideos, € originario do continente africano.
Santos et al. (2007) defendem que tera sido introduzido na Peninsula Ibérica no século XIX,
mas estudos recentes refutam essa hipdtese e demonstram que as populacBes de
sacarrabos ibéricas terdo evoluido separadamente das populacées do norte de Africa desde
a ultima idade do gelo, resultado da dispersdo natural da espécie através do estreito de
Gibraltar (Gaubert et al., 2011; Balmori & Carbonell, 2012).

A forma como estes animais se deslocam (em fila indiana, com a cauda do animal anterior a
tocar ou mesmo a sobrepor-se ao focinho do animal que segue imediatamente atras)
concedeu-lhe este nome peculiar. E um marchador tipico e um fraco trepador (Rosalino &
Chambel, 2012).

Tal como a geneta, o sacarrabos é um pequeno predador com cerca de 2 a 3 kg (Barros,
2009) e 90 cm de comprimento, incluindo a cauda (Rosalino & Chambel, 2012).
Morfologicamente é inconfundivel, devido a sua silhueta esguia, ao pelo cerdoso de cor
acinzentada e as pupilas horizontais.

Até a década de 1990, esta espécie estava ausente na regido norte do nosso pais, mas
atualmente verifica-se a sua expansao progressiva no territério portugués (Barros, 2009).
Borralho, Rego, Palomares e Hora (1996) acreditam que a distribuicdo do sacarrabos sofreu
uma série de expansdes e regressdes no territério nacional e que os dados atuais
demonstram, na realidade, a recolonizacdo de areas historicamente ocupadas por esta
espécie. Nao existem nos arquipélagos da Madeira e Acores (Rosalino & Chambel, 2012).

O sacarrabos € o Unico carnivoro portugués maioritariamente diurno. O fato das restantes
espécies de carnivoros serem noturnas diminui a competigcdo na atividade predatoria diurna
do sacarrabos, o que Ihe permite ampliar o seu espectro alimentar (Barros, 2009; Rosalino &
Chambel, 2012). Para além disto, esta espécie apresenta um caracter generalista e
oportunistas em termos alimentares e parece consumir 0s alimentos localmente mais

abundantes ou de mais facil acesso (Rosalino & Chambel, 2012).



2.1.4. Fuinha (Martes foina)

A fuinha é um pequeno mustelideo nativo da Europa e atualmente distribuido por
praticamente todo o continente. Em Portugal, a sua distribuicdo € generalizada com excecao
dos arquipélagos da Madeira e Agores (Santos & Matos, 2012).

A sua principal caracteristica morfolégica € uma mancha branca no peito que contrasta com
a restante pelagem de cor castanho-mel. Pesa entre 1 a 2 kg e mede cerca de 65 a 80 cm
de comprimento, incluindo a cauda (Santos & Matos, 2012).

Este carnivoro é muito versatil no que concerne ao habitat. Em Portugal e no sul da Europa
no geral, prefere habitats florestais e rurais (Santos & Matos, 2012). Tal como a maioria das
espécies de carnivoros, a fuinha apresenta habitos noturnos e solitarios e baseia a sua dieta
em diversos alimentos de acordo com a sua disponibilidade. Os frutos s&o um componente

importante da sua dieta (L6pez-Martin, 2006; Santos et al., 2007).

2.1.5. Toirdo (Mustela putorius)

O toirdo é um pequeno mustelideo originario do continente europeu, que pode pesar entre
500 gr a 2 kg e medir entre 60 a 70 cm de comprimento (incluindo a cauda). Atualmente,
encontra-se em muitas partes do mundo, quer por dispersdo natural, quer por introdug&o por
parte do Homem como medida de controlo biolégico. Em Portugal, tem uma distribuicdo
generalizada mas descontinua, encontrando-se ausente do arquipélago da Madeira e
Acores (Santos, 2012).

Este pequeno carnivoro caracteriza-se por uma pelagem de cor castanho escura e uma
faixa mais clara de pelo em torno dos olhos, nariz e boca, fazendo lembrar uma
"mascarilha”, que o distingue dos restantes espécies de carnivoros. Esta espécie foi
domesticada, dando origem ao furdo domeéstico (Santos, 2012).

A variedade de habitats que ocupa e a diversidade de presas (sobretudo pequenos
mamiferos e anfibios) que caracterizam o seu regime alimentar (Lodé, 1997) levam a
pressupor uma elevada capacidade de adaptacdo (Cabral et al., 2006). Tal como a maioria

dos carnivoros, apresenta habitos noturnos e solitarios (Santos, 2012).

2.1.6. Raposa comum ou raposa vermelha (Vulpes vulpes)

A raposa comum ou vermelha é um canideo extremamente adaptavel a qualquer tipo de
habitat, principal raz&o pela qual apresenta uma ampla distribuigdo mundial. A nivel ibérico,
distribui-se regular e uniformemente por todo o territério, com excecao dos arquipélagos da
Madeira e Acores. E um dos maiores carnivoros a nivel nacional, pesando em média entre 5
a 7 kg e com um comprimento total um pouco maior que 1 metro. O seu nome advém da

sua pelagem de coloracéo castanho-avermelhado no dorso (Loureiro, 2012).



Na realidade, estes animais ndo sdo verdadeiros carnivoros, mas sim omnivoros.
Alimentam-se de um grande leque de alimentos disponiveis, desde roedores e lagomorfos
(as suas presas prediletas) (Pires, 2001; Loureiro, 2012) a cadaveres e restos de lixo, o que
representa o seu caracter oportunista, ou seja, a raposa pode ser cacadora e/ou necréfaga
de acordo com a disponibilidade de recursos (Loureiro, 2012).

E interessante salientar que esta espécie apresenta algumas caracteristicas morfologicas e
comportamentais que a situam entre os canideos e os felideos: a sua fisionomia est4 muito
bem adaptada a corrida e a caca solitaria e as suas pupilas sao elipticas e orientadas
verticalmente, o que |he facilita a visdo em qualquer situacao (tal como os felideos), uma vez

gque apresenta habitos maioritariamente noturnos (Loureiro, 2012).

2.2. Breve referéncia as relacfes filogenéticas entre as espécies estudadas

Uma vez que o conhecimento acerca da maioria das espécies de carnivoros silvestres
abrangida neste estudo é ainda bastante escasso, torna-se muitas vezes necessario
extrapolar dados de espécies filogeneticamente préximas. Desta forma, é muito (til
conhecer as relagdes filogenéticas entre as espécies estudadas. Como se pode verificar na
figura 2, as familias Mustelidae (a qual pertencem a fuinha e o toirdo) e Canidae (a qual
pertence a raposa) estédo incluidas na subordem Caniformia, enquanto as familias Felidae
(gato-bravo), Herpestidae (sacarrabos) e Viverridae (geneta) pertencem a Feliformia.
Apesar de atualmente em familias distintas, o sacarrabos e a geneta eram incluidos na
mesma familia até ha cerca de duas décadas (Barros, 2009). O nodo de divergéncia das
suas familias (representado com o numero 4 na Figura 2) ocorreu ha 39,7 milhdes de anos,
enquanto as divergéncias das restantes familias assinaladas com os ndmeros 2 e 3 (Figura
2) ocorreram h& mais de 40 milhdes de anos. A divergéncia entre as subordens Caniformia

e Feliformia ocorreu ha 52,9 milhdes de anos (Eizirik & Murphy, 2009).



Figura 2: Arvore representativa da evolugdo dos carnivoros (Carnivora). As familias que
englobam as espécies estudadas foram destacadas com um quadrado vermelho e os

nameros representam os seus nodos de divergéncia (adaptado de Eizirik & Murphy, 2009).
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2.3. Estatuto de conservagdo dos carnivoros silvestres portugueses e
principais ameacas que enfrentam

O estatuto de conservacao das varias espécies de vertebrados portugueses baseia-se na
distribuicdo e abundancia das mesmas em territério nacional e segue os critérios da Unido
Internacional para a Conservacdo da Natureza (UICN) (Loureiro, Pedroso, Santos &
Rosalino, 2012). O Livro Vermelho dos Vertebrados de Portugal classifica essas espécies de
acordo com a sua probabilidade de extingdo, num dado periodo de tempo, tendo em conta
as condicbes passada, atual e futura. Para tal, tem em consideracdo processos externos
(influéncia humana), fatores internos (caracteristicas biolégicas) e a sua interacdo (Cabral et
al., 2006).

A maioria dos carnivoros acima referidos, nomeadamente a geneta, a raposa, a fuinha e o
sacarrabos, apresentam um estatuto de conservagdo "Pouco preocupante” no Livro
Vermelho dos Vertebrados de Portugal. O toirdo encontra-se listado como uma espécie cuja
informacgéo existente ndo € suficiente para que se lhe atribua um estatuto, ou seja, esta na
categoria de "Informacéo Insuficiente” (Loureiro et al., 2012). No entanto, é sabido que a sua
distribuicdo e as densidades populacionais tém vindo a diminuir nas Gltimas décadas em
varios paises europeus (incluindo Portugal) (Pertoldi et al.,, 2006). Por este motivo,
considera-se que esta espécie esta vulneravel na maioria dos paises europeus e até
ameacada nalguns. O gato-bravo foi recentemente catalogado como "Vulneravel", devido a

reducédo de 30% da populagdo nacional nas ultimas décadas (Cabral et al., 2006).



Destas espécies de carnivoros, a raposa e 0 sacarrabos sdo as Unicas com estatuto
cinegético em Portugal, ou seja, sdo passiveis de serem cacgadas pelo Homem, de outubro a
fevereiro. Para além da caca, estas duas espécies sdo também objeto de acbes de correcao
de densidades, vulgarmente designadas como controlo de predadores (Barros, 2009;
Loureiro et al.,, 2012). No entanto, a maioria destas atividades ndo séo fiscalizadas e os
métodos aplicados sdo pouco seletivos, o que provoca alguma mortalidade ndo natural em
todas as espécies de carnivoros (Loureiro et al., 2012).

A grande pressédo predatoria por parte do Homem (onde se inclui a caca legal e ilegal e o
controlo de predadores) €, provavelmente, a principal ameaga as popula¢des de carnivoros
no nosso pais (Loureiro et al.,, 2012). Também a destruicdo e fragmentacdo de habitats
provocadas pela construcdo de grandes infraestruturas (como auto-estradas e barragens) e
outras agbes de origem antropogénica representam um impacto muito negativo nestas
espécies (Grilo, Bissonette & Santos-Reis, 2009; Loureiro et al., 2012).

O toirdo e o gato-bravo sofrem ainda como fator de ameaca adicional a hibridagdo com os
seus parentes domésticos, o que resulta numa reducdo da diversidade genética das
espécies silvestres (Pierpaoli et al., 2003; Oliveira et al., 2008b; Oliveira, Godinho, Randi &
Alves, 2008a). Para além disto, os hibridos provocam um efeito nefasto imediato, na medida
em que competem com a espécie silvestre por espaco e alimento.

Apesar de ndo se incluir nas espécies capturadas e diretamente estudadas neste estudo, o
lince-ibérico (Lynx pardinus) merece referéncia por ser atualmente o mamifero carnivoro
mais ameacado da Europa e o felino mais ameacado do mundo (Delibes, Rodriguez &
Ferreras, 2000; Pedroso & Loureiro, 2012) e por ser um dos principais objetos do projecto
Life-Natureza, no qual se insere este estudo. Apresenta atualmente o estatuto "Criticamente
em Perigo" no Livro Vermelho dos Vertebrados de Portugal (Cabral et al., 2006), sendo que
ndo existem atualmente populacbes estaveis deste felino em Portugal, considerando-se a
situacao de pré-extincao a nivel nacional (Pedroso & Loureiro, 2012). As principais ameacas
que enfrenta sdo as semelhantes as referidas para os restantes carnivoros (reducao e
fragmentagdo do habitat e mortalidade n&do natural), acrescidas da regressdo das
populacdes de coelho-bravo, uma vez que o lince-ibérico é um carnivoro especialista na sua
alimentacdo e com pouca capacidade de adaptabilidade (Cabral et al., 2006; Pedroso &
Loureiro, 2012). Com vista a resolugdo deste problema, foi adotado o “Plano de agao
europeu para a conservagdo do lince-ibérico” (Delibes et al., 2000), cujo objetivo é
“conservar e recuperar populagdes de forma a assegurar a viabilidade a longo prazo do
lince-ibérico, endémico da Europa, como um elemento essencial do ecossistema florestal
mediterranico na Peninsula Ibérica”. As medidas definidas neste plano reinem-se em quatro

grandes vertentes:



e Acbes de conservacdo ex-situ, cujo principal objetivo é a conservacdo de 85% da
variabilidade genética actualmente existente na natureza, durante 30 anos, e a criagdo
de exemplares de lince-ibérico, destinados a fundar novas popula¢des de lince em areas
de distribuicdo histérica ou reforcar populacdes ja existentes (Despacho n°® 12697/2008).
O Centro Nacional de Reproducdo do Lince-ibérico, em Silves, pertence a rede dos
centros de reproducgédo a nivel ibérico (Pedroso & Loureiro, 2012), e tem tido um grande
sucesso nos ultimos anos.

e Ac0les de conservacgao in-situ, cujo principal objetivo € conservar o habitat e promover as
populagdes de presas (coelho-bravo), mas também efetuar procedimentos preparatérios
de reintroducdo nos locais de futura reintroducdo do lince-ibérico (Despacho n°
12697/2008), nos quais se inclui o presente estudo.

¢ Investigacdo e monitorizagéo (Despacho n°® 12697/2008);

e Educacéo, sensibilizagdo e comunicagéo (Despacho n° 12697/2008).

2.4. Fisiopatologia do stress

O conceito de stress, apesar de ser de dificil definicdo, € geralmente aceite como “‘uma
constelacdo de eventos (fatores stressantes), que precipitam uma reacdo no cérebro
(percecdo do stress), que subsequentemente ativa sistemas de fuga fisioldgicos no
organismo (resposta de stress)” (Dhabhar & McEwen, 1997; Dhabhar, 2002). O stress
agudo pode ser fisico, emocional ou induzido por doenga (Jain, 1993; Gregory, 2004) ou,
nalguns casos, pode ser a conjugagao dos trés.

Como ja foi referido, a captura é um dos momentos mais stressantes na vida de um animal
silvestre de vida livre. A resposta de stress comega sempre com a percecdo do sistema
nervoso central de que existe uma potencial ameaca & homeostase, sendo que essa
percecdo € o ponto verdadeiramente critico (independentemente do estimulo — o fator
stressante — ser ou ndo uma ameagca real; Moberg, 2000). Isto despoleta no organismo
quatro tipos principais de respostas: respostas comportamentais, ativagdo do sistema
nervoso auténomo simpatico, ativacdo do sistema neuroenddcrino e ativacdo do sistema
imunitario (Moberg, 2000). A resposta comportamental € sempre a primeira a ser ativada,
apesar de muitas vezes ser indtil para o animal. Quando esta falha em neutralizar o(s)
fatore(s) stressante(s), desencadeia-se a segunda linha de defesa ativa durante a resposta
de stress: a ativacao do sistema nervoso autbnomo simpatico, que desencadeia uma série
de efeitos comportamentais e fisiolégicos no animal, que constituem a reacao de alarme
(Kreeger, White, Seal & Tester, 1990b; Fowler, 1995; Moberg, 2000). A epinefrina e a
norepinefrina produzidas na medula da adrenal originam respostas fisiol6gicas que incluem

a mobilizacdo de glicogénio hepatico, a mobilizagdo de acidos gordos livres do tecido
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adiposo, a dilatacdo das pupilas, 0 aumento da frequéncia cardiaca e contractabilidade, a
vasoconstricdo e a diminuicdo das secrecdes e mobilidade do intestino delgado (Gregory,
2004). Quando o animal é incapaz de eliminar ou neutralizar o fator stressante (que no caso
da captura se traduz pela incapacidade de escapar da armadilha), h4 uma ativacao das vias
neuroenddcrinas, ou seja, uma estimulacdo da atividade hipotalamica-adenohipofisaria-
adrenocortical, com a libertacdo de glucorticéides na circulagdo sanguinea (Kreeger et al.,
1990b; Fowler, 1995; Moberg, 2000; Gregory, 2004), com efeitos de longa duracdo no
organismo. Os glucocorticéides libertados promovem a protedlise e gluconeogénese no
musculo esquelético e no figado, exercem efeitos anti-inflamatérios (reduzindo a dor) e
suprimem a resposta imunitaria (Gregory, 2004).

A leucocitose fisiol6gica que ocorre tipicamente em situacfes de stress agudo é mediada
essencialmente pela acdo de catecolaminas (nomeadamente a epinefrina) e de
corticosteroides (Jain, 1993). A libertacdo de epinefrina provoca uma leucocitose rapida e
transitoria (que normalmente dura menos que 30 minutos), caracterizada por neutrofilia e/ou
linfocitose. A neutrofilia € mais pronunciada no gato que no cédo, devido as diferencas na
distribuicdo intravascular de neutrdéfilos nestas duas espécies. O fato de os gatos possuirem
um grande pool marginal de neutr6filos contribui para a facilidade com que esta espécie
desenvolve leucocitose fisiol6gica (Jain, 1993). Rovira, Munoz e Benito (2008) verificaram
que se desenvolve uma leucocitose fisiol6gica em resposta ao exercicio fisico em caes
devido a uma mobilizagéo de leucécitos do pool marginal para a circulacéo devido a agédo de
catecolaminas. Ao contrario do que acontece com as catecolaminas, a libertacdo de
corticosteroides pelo cortex da adrenal provoca uma resposta demorada, que se manifesta
algumas horas apés o estimulo. A resposta tipica consiste numa leucocitose caracterizada
por neutrofilia, linfopénia e eosinopénia. A neutrofilia ocorre devido a libertagdo de
neutrofilos maduros a partir da reserva da medula 6ssea, a diminuicdo na diapedese dos
neutrofilos circulantes para os tecidos e a uma maior movimentagdo das células do pool
marginal (Bishop et al., 1968; Jain, 1993; Zahorec, 2001). A linfopénia resulta duma
redistribuicdo dos linfécitos do sangue para outros compartimentos corporais, da apoptose
de linfocitos circulantes ou do sequestro preferencial destas células em tecidos linféides
(Jain, 1993; Dhabhar, Miller, McEwen & Spencer, 1996; Zahorec, 2001). A causa da

eosinopénia mantém-se especulativa (Jain, 1993).

2.4.1. Impacto a curto e médio prazo do stress de captura

Sao capturados anualmente milhdes de mamiferos silvestres (lossa, Soulsbury & Harris,
2007) por motivos de conservagdo, maneio de fauna silvestre ou recreacdo (Mufioz-
Igualada, Shivik, Dominguez, Lara & Gonzalez, 2008). Infelizmente, os métodos utilizados e

a legislagdo em vigor ndo asseguram um nivel de bem-estar animal aceitavel para a grande
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maioria dos animais capturados (Harris, Soulsbury & lossa, 2006; lossa et al., 2007).
Atualmente, a normativa 1ISO 10990-5 1999 define os melhores critérios para a avaliagcdo da
eficdcia e humanidade dos métodos de armadilhagem restritiva. No entanto, o impacto a
longo prazo das lesdes, da dor e do stress fisiol6gico ndo sdo incorporados nesta avaliacao
(Harris et al., 2006).

A captura € sempre um momento altamente stressante na vida dum animal silvestre e é
praticamente impossivel que seja um procedimento indécuo. Procedimentos que provoquem
niveis elevados de stress nos animais ndo sO levantam questbes de ética e bem-estar
animal como também afetam o comportamento e fisiologia do animal, podendo adulterar os
resultados da investigacdo (Powell & Proulx, 2003). Marks (2010) concluiu que um dos
principais problemas do ponto de vista do bem-estar animal é a intensidade com que o
animal se debate apds a captura, devido ao potencial de causar lesbes mais ou menos
graves, exaustdo e desidratagdo, com as respetivas repercussfes nos indicadores
fisiol6gicos, como esta evidenciado na Tabela 1. Por este motivo, é complicado estabelecer
valores de referéncia fidedignos em espécies silvestres capturadas neste tipo de estudos
(Cattet, Boulanger, Stenhouse, Powell & Reynolds-Hogland, 2008). E ent&o do interesse do
investigador reduzir o impacto negativo causado pela captura, ndo sé para beneficio direto
do animal, mas também para salvaguardar a fiabilidade dos resultados.

A avaliacdo cientifica da eficacia do processo de armadilhagem tem vindo a ganhar cada
vez mais importancia devido a preocupacdo crescente acerca do bem-estar animal e do
impacto da captura nas espécies ndo-alvo (Harris et al., 2006). Atualmente, esta avaliacdo
assenta essencialmente em dois pilares: a mortalidade (das espécies alvo e ndo alvo) e as
lesBes sofridas pelos animais capturados (lossa et al., 2007), o que avalia o impacto a curto
prazo do método de captura. No entanto, o verdadeiro impacto da captura e da manipulacao
nao pode ser determinado sem avaliar os efeitos fisicos, comportamentais e fisiolégicos no
momento da captura e nos dias e semanas que se seguem (Cattet et al., 2008). Muitas
lesdes desenvolvem-se posteriormente e podem causar a morte do animal por si s6 (por
exemplo lesBes que infetam e levam a septicémia ou colapso circulatério devido a miopatia
de captura) ou podem impedir o animal de desempenhar as suas funcdes vitais (por
exemplo lesdes dentarias graves ou lesées nas unhas que o impecam de cacar). No futuro,
todos os componentes do bem-estar animal (lesbes fisicas, comportamento, fisiologia,
imunologia e biologia molecular) tém que ser integrados nesta avaliacdo (lossa et al., 2007).
Powell e Proulx (2003) propdem, entdo, uma abordagem a captura de mamiferos silvestres
gue integra quatro principios: ética (valores profissionais e cddigo de conduta), critérios de
performance, técnicas (tipo de armadilhas e métodos) e senso comum, cujo principal

objetivo é a otimizacdo das condi¢cdes de bem-estar animal.
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Tabela 1: Variagdo na concentracdo plasmatica de alguns pardmetros hematoldgicos e
bioquimicos em consequéncia de atividade fisica intensa, lesdo muscular, desidratacdo e

stress de captura (adaptado de Marks, 2010).

Atividade fisica Lesao

_ Desidratacao Stress de captura
intensa muscular
_ Contagem de leucdcitos
Albumina o
_ Contagem de eritrocitos
Ureia )
Hemoglobina
CK Cloro .
Aumento o CK o Contagem de neutrofilos
Hematacrito Saédio

] _ Neutrdfilos:leucocitos
Proteinas totais
Glucose

CK

Hematocrito

o Contagem eosindfilos
Diminui¢cdo Glucose e
Contagem linfécitos

2.5. Contencdo quimica: quetamina e medetomidina

A contencdo quimica € uma ferramenta preciosa em qualquer tipo de estudo cientifico ou
intervengdo veterinaria em animais silvestres, para assegurar uma manipulagédo segura dos
animais.

Um dos pontos cruciais quando se utiliza a contengdo quimica num animal silvestre é
garantir uma anestesia e analgesia profundas, para seguranga do animal e do operador. A
eficacia deste processo depende de varios fatores como o método de captura, o tipo de
farmaco e a dose utilizados, a espécie e caracteristicas fisicas do animal (como a idade e a
condigdo corporal) e as condigbes ambientais. Nos mamiferos silvestres, a anestesia &
particularmente desafiante porque é praticamente impossivel avaliar o estado fisiol6gico dos
animais e, como tal, o veterindrio ndo pode avaliar muitos dos aspetos que noutras
circunstancias teriam que ser avaliados pré-anestesicamente (McLaren et al., 2005). Para
além disto, as proprias condi¢fes climéticas influenciam a eficicia anestésica em estudos
de campo (Baldwin, Winstead, Hayden-Wing, Kreeger & Dzialak, 2008).

Existem varios métodos de contencdo quimica e protocolos anestésicos, que variam
sobretudo de acordo com a espécie que se pretende anestesiar, mas também com a
experiéncia e preferéncia de cada profissional. Caulkett e Arnemo (2007) consideram que a
combinacdo de farmacos ideal possui as seguintes caracteristicas: rapido inicio de acéo,
grande margem de seguranca para o animal e para o operador, elavada poténcia (para

permitir um pequeno volume de administragéo), existéncia de um antagonista, versatilidade,
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estabilidade e capacidade para provocar narcose e analgesia. Atualmente, a informacao
relativa a fisiologia e a resposta farmacoldgica de muitas espécies silvestres ainda é muito
escassa. Por este motivo, a extrapolagdo entre espécies semelhantes € muitas vezes
necessaria, mas pode resultar em complicacdes inesperadas (Caulkett & Arnemo, 2007).
Desde o desenvolvimento da xilazina na década de 1960, o uso de agonistas dos recetores
az-adrenérgicos para a imobilizacdo de animais ndo domésticos foi generalizado (Jalanka &
Roeken, 1990). Atualmente, sdo a classe de sedativos mais utilizada em Medicina
Veterinaria (Lemke, 2007). Estes agonistas podem utilizar-se como agente Unico de
sedacdo ou, mais frequentemente, em associagdo com ciclohexilaminas ou opidides. Uma
das combinacfes mais utilizadas atualmente, pela sua grande eficacia, acessibilidade e
margem de seguranca, € a associacdo de quetamina e medetomidina (Jalanka & Roeken,
1990).

A quetamina € um agente dissociativo com efeitos analgésicos e amnésicos. Possui uma
neuro farmacologia complexa: liga-se aos recetores N-metil-D-aspartato (NMDA) e néo
NMDA do glutamato, aos recetores nhicotinicos, muscarinicos, colinérgicos, monoaminérgico
e opidides. Pelo que se sabe, a maioria dos seus efeitos devem-se ao antagonismo nao
competitivo nos recetores NMDA do glutamato (Kastner, 2007). A quetamina estimula o
sistema cardiovascular, provocando um aumento da frequéncia cardiaca, da pressao
sanguinea e do débito cardiaco. A nivel do sistema nervoso central, aumenta o metabolismo
cerebral, o fluxo sanguineo cerebral e a presséo intracraniana (Késtner, 2007), motivos
pelos quais deve ser sempre associada a um tranquilizante ou sedativo.

A medetomidina € um potente sedativo e analgésico que previne os efeitos adversos
provocados pela quetamina. E um dos agonistas dos recetores a,-adrenérgicos mais
seletivos atualmente disponiveis (Murrell, 2007). Deprime a atividade do sistema nervoso
central através da hiperpolarizacdo neuronal e da inibicdo pré-sinatica da libertacdo de
norepinefrina (Klein & Klide, 1989). O fato de ser altamente seletivo faz com que os efeitos
neuroldgicos adversos sejam pouco frequentes (Baldwin et al., 2008). Provoca efeitos
cardiovasculares (sendo a bradicardia 0 mais proeminente) e respiratérios e afeta a
termorregulagdo (Jalanka & Roeken, 1990), o que é particularmente importante na captura
de animais silvestres, em que as condi¢des climaticas varidveis e/ou o stress de captura
influenciam a capacidade de termorregulacdo do animal. A medetomidina induz uma
sedacdo profunda e dose-dependente, analgesia e relaxamento muscular (Jalanka &
Roeken, 1990; Lemke, 2007; Murrell, 2007). No entanto, a partir de determinado ponto
atinge-se o efeito plateau, ou seja, incrementos de dose provocam uma maior duracdo do
efeito em detrimento de uma maior intensidade de sedacdo (Murrell, 2007). As principais
vantagens na utilizacdo de medetomidina prendem-se com o fato de ter uma ampla margem

de seguranca e de ser totalmente reversivel com atipamezole, que é um agonista potente e
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seletivo dos recetores a,-adrenérgicos (Jalanka & Roeken, 1990; Baldwin et al., 2008). Uma
vez que o atipamezole é um antagonista competitivo da medetomidina, a sua dose deve ser
reduzida quando administrado no final da anestesia, pois nessa fase uma grande parte da
medetomidina j& foi metabolizada (Jalanka & Roeken, 1990).

2.6. Hemoparasitas

2.6.1. Género Hepatozoon

Este protozoario foi ja& identificado em véarias espécies de carnivoros silvestres,
nomeadamente genetas, raposas e varios mustelideos (Mercer et al., 1988), o que reflete a
sua capacidade de infetar uma vasta gama de hospedeiros. O ixodideo Rhipicephalus
sanguineus é o principal hospedeiro invertebrado deste parasita (Majlathova, Hurnikova,
Majlath & Peiko, 2007; Gabrielli et al., 2010). O modo de transmissao deste microorganismo
é invulgar, na medida em que a infegcdo do animal vertebrado (hospedeiro intermediario)
ocorre por ingestdo da carraga (hospedeiro definitivo) infetada com esporozoitos (Urquhart,
Armour, Duncan, Dunn & Jennings, 1996; Majlathova et al., 2007; Gabrielli et al., 2010; The
Merck Veterinary Manual, 2013a). No organismo do hospedeiro intermediério ocorre
esquizogonia nos macrofagos e células endoteliais dos musculos, coracdo e pulmdes,
seguida da producdo de grandes gametdcitos que parasitam os neutrdéfilos circulantes. O
ciclo fecha-se quando o hospedeiro definitivo (ixodideo) consome sangue contaminado
(Urquhart et al., 1996), no qual ocorre a reproducdo sexuada do parasita, ou seja, a
conclusdo da gametogonia iniciada no organismo do hospedeiro intermediario, e a
esporogonia (Gabrielli et al., 2010).

Em Portugal, a principal espécie existente € Hepatozoon canis, que pode parasitar animais
domésticos e animais silvestres. Em 1988, foi descrita, pela primeira vez no territério
portugués, a infecdo por Hepatozoon em raposas (Vulpes vulpes silacea). A elevada
prevaléncia encontrada em raposas (48%) contrastou com a baixa prevaléncia (3%) de
Hepatozoon em cdes da mesma area de estudo. Este protozoario € pouco patogénico para
as raposas, ja que nenhuma delas apresentava sinais clinicos, mesmo com a presenca de
infecbes concomitantes (Conceig¢éo-Silva, Abranches, Silva-Pereira & Janz, 1988). Gabrielli
et al. (2010) também verificaram que a prevaléncia deste parasita numa amostra de raposas
era superior a prevaléncia numa amostra de cdes de dimensdo semelhante e na mesma
regido geografica. Os autores consideram que isto se deve provavelmente a diferencas na
dieta das duas espécies, uma vez que as raposas ingerem carne crua ou putrefata mais
frequentemente que os cdes, 0 que aumenta a probabilidade de ingestdo acidental de
artrépodes. As populagdes de raposas constituem provavelmente importantes reservatorios

para este protozoario e representam um perigo potencial de infecéo para as populacées de
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cdes, em consequéncia dos seus habitos peridomésticos, pois a ixodofauna de ambos é
semelhante (Conceicdo-Silva et al., 1988; Gabrielli et al., 2010). A crescente urbanizacéo,
com a degradacgdo de areas silvestres e 0 contacto intensificado entre animais silvestres e
domeésticos, a par do aquecimento global, vao aumentar provavelmente o impacto de todas
as doencas parasitarias com o envolvimento de vetores (nas quais se inclui a

hepatozoonose) e facilitar a transmissao do parasita (Gabrielli et al., 2010).

2.6.2. Género Mycoplasma

Os hemoplasmas ou micoplasmas hemotropicos sdo bactérias gram-negativas sem parede
celular, que aderem a superficie dos eritrocitos do hospedeiro (parasitas bacterianos
eritrocitarios epicelulares), ndo sendo possivel cultiva-los fora do seu hospedeiro. Sdo
capazes de infetar uma grande variedade de animais vertebrados e a transmissao pode ser
direta, indireta (através de vetores artropodes) ou vertical (The Merck Veterinary Manual,
2013b).

Estes microorganismos tendem a parasitar as mucosas respiratérias e genitais, onde
estabelecem infecbes persistentes e clinicamente inaparantes. Muitas vezes, sé&o
oportunistas secundarios a inflamacgéo induzida por outras etiologias, uma vez que se
verificam interacBes sinérgicas entre micoplasmas e outros agentes infecciosos. O
desenvolvimento da infecdo também depende da viruléncia do organismo e da resisténcia
do hospedeiro. A doenca respiratéria (pneumonia ou pleuropneumonia) € provavelmente a
manifestacao clinica mais comum em mamiferos (Whithear, 2001). Também podem ocorrer
doencas oculares, genitais e mastites. Quando a infecdo se torna sistémica pode haver
envolvimento das articulagbes e outras superficies serosas ou até mesmo o0
desenvolvimento de septicémia (Whithear, 2001; Lappin, 2003), com graves consequéncias

para o animal.

2.7. Eritrécitos falciformes em genetas (G. genetta)

A ocorréncia de eritrécitos com uma forma bizarra foi descrita pela primeira vez por Gulliver,
em varios mamiferos, sobretudo das familia Cervidae e Camelidae, em 1840 (Taylor &
Easley, 1974; Seiffge, 1983). Esses eritrocitos caracterizavam-se sobretudo por possuirem
angulos afiados e espiculas em vérias dire¢es (Taylor & Easley, 1974). Undritz, em 1950,
demonstrou que esta alteragdo podia ser provocada in vitro através da oxigenacdo do
sangue (Seiffge, 1983) e da elevagédo do pH, podendo ser revertida através da diminuicao
do pH (Simpson & Taylor, 1974). Mais tarde, em 1910, Herrick descobriu eritrocitos com
uma forma semelhante associados a anemia grave em paciente humanos (Seiffge, 1983).
Mais tarde, verificou-se que estes eritrocitos possuem uma hemoglobina aberrante

(hemoglobina S), codificada geneticamente, e que a alteragdo da forma ocorre sobretudo no
16



sangue venoso, devido a relativa desoxigenacao que o sangue sofre (Barabino, Platt & Kaul,

2010).

Este fendmeno foi descrito em genetas, em 1976, por Ball, Hawkey, Hime, Keymer e

Brambell:
(...) Ao contrario do que acontece no Homem, nas genetas este fendmeno nédo parece
manifestar quaisquer alteragc6es ou sintomas patolégicos (as contagens celulares das genetas
encontravam-se dentro dos limites de referéncia e ndo havia anemia ou eritropoiese
aumentada). Alias, os autores concluiram que condi¢cdes exatamente opostas as descritas
para o Homem provocavam a alteracao na forma dos eritrécitos em genetas, na medida em
gue a alteracdo era favorecida pela oxigenacdo do sangue em genetas e podia ser revertido
através da exposicdo a didxido de carbono (CO,) ou a agentes redutores. E interessante
salientar que a oxigenagdo eleva o pH sanguineo (ao substituir CO, por oxigénio) e que 0
tratamento com CO, e agentes redutores diminui o pH do sangue, ou seja, 0os autores
sugerem que a alteracdo na forma destas células pode estar diretamente relacionada com o
pH sanguineo e independente do grau de oxigenacdo. Os autores propdem que,
possivelmente, as condicdes que provocam esta alteracdo nas genetas ndo ocorrem na
circulagdo sanguinea, uma vez que o0s eritrocitos observados em sangue venoso
imediatamente colhido apresentavam uma forma normal. Pelo contrario, quando o sangue era
misturado com EDTA, os eritrocitos manifestavam tendencialmente a forma aberrante. A
adicdo deste anticoagulante ao sangue diminui o seu pH, ou seja, ndo seria de esperar que
ocorresse o afoicamento. Possivelmente, existe um efeito especifico do EDTA no sangue de
genetas, ainda desconhecido (Ball et al., 1976, tradug&o livre).

2.8. Parametros bioquimicos: breve descri¢cado da fisiologia e principais alteracfes

2.8.1. Metabolitos: ureia e creatinina

A ureia € o principal residuo nitrogenado nos mamiferos, sendo excretado quase
exclusivamente por via renal. E sintetizada no figado a partir do diéxido de carbono e da
amonia, através do ciclo da ureia. A maioria da amoénia incorporada na ureia provém da
degradacédo proteica, portanto a taxa de formacdo da ureia € altamente dependente do
conteudo proteico da dieta e da taxa de catabolismo de proteina endégena (Squires, 2005).
Consequentemente, qualquer fator que aumente a taxa de catabolismo de proteina
enddégena (independemente da dieta ou fungéo renal) provoca o aumento da concentracdo
plasmatica de ureia (por exemplo febre, fome, exercicio prolongado e vigoroso,
administracdo recente de glucocorticoides, queimaduras e sepsis) (Squires, 2005).
Situagcbes que diminuam a taxa de conversdo da amonia em ureia (como shunt porto-
sistémico e insuficiéncia hepatica grave), provocam uma diminuicdo na concentracdo

plasmatica de ureia (Squires, 2005; Latimer, 2011).
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A creatinina € um produto de degradacdo da creatina (ou creatina fosfatase) nas fibras
musculares do animal, através de um processo de hidrolise ndo enzimatica (Squires, 2005).
Apenas uma pequena quantidade € adquirida através da dieta. A quantidade de creatinina
formada diariamente no organismo depende da quantidade total de creatina no organismo
que, por sua vez, é determinada pela dieta, taxa de sintese e, acima de tudo, pela massa
muscular do animal (Squires, 2005). E excretada via intestinal e/ou renal. Passa livremente
pela barreira de filtracdo glomerular e ndo é reabsorvida pelos tubulos renais (Stockham &
Scott, 2008).

Quando mais de 75% dos nefronios se tornam disfuncionais (em casos de doenga renal
grave), a funcdo excretdria € comprometida, 0 que leva ao aumento da concentracéo
plasmética de ureia e creatinina. Existem muitos outros fatores capazes de provocar
azotémia: baixa perfuséo renal (por desidratagéo grave, por exemplo), aumento na produgéo
de compostos nitrogenados (em consequéncia de dieta muito proteica, hemorragia do trato
gastro-intestinal e uma maior taxa de catabolismo proteico) e rotura ou obstrucdo do trato

urinario distal ao rim, entre outros (Squires, 2005).

2.8.2. Enzimas hepaticas e/ou musculares (CK, AST e ALT)

A creatina quinase (CK) € uma enzima critica na produgcdo de energia para a contracao
muscular, uma vez que catalisa a transferéncia de fosfato da creatina fosfato para a
adenosina difosfato (ADP), para formar adenosina trifosfato (ATP) (Stockham & Scott, 2008;
Latimer, 2011).

E um enzima citosolica com a maioria da sua atividade no muasculo esquelético, misculo
cardiaco e cérebro. E uma das enzimas mais 6rgdo-especificas de todo o painel das
enzimas clinicas, uma vez que a grande maioria da CK plasméatica é de origem muscular
(Latimer, 2011). A sua semi-vida plasmética é cerca de 2 a 4 horas. A sua concentragao
plasmatica comeca a aumentar 4 a 6 horas apés a lesao, atinge o pico da concentracdo 12
horas ap6és a libertagdo da enzima na circulagdo sanguinea e volta a normalidade dentro de
24 a 48 horas (Olby, 2005). A sua atividade plasmatica pode ser influenciada por pequenas
lesbes do tecido muscular sem relagdo com qualquer doenga muscular priméaria, como
doencas do miocérdio (Marks, 2010) e diminui com o avango da idade, em cdes saudaveis
(Latimer, 2011). Akimau et al. (2005) verificaram que, em ratinhos, o aumento da
concentracdo plasmatica de CK estava fortemente relacionada com volume de musculo
traumatizado. SituagBes iatrogénicas que implicam um aumento da CK plasmatica incluem:
injecBes intramusculares, farmacos irritantes (como a quetamina) e venipuntura traumatica
(Latimer, 2011). Deve ter-se em atencédo estes fatores quando se utiliza a CK como

indicador especifico de doenc¢a ou lesdo muscular.
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A medicdo da concentracdo plasmética da alanina aminotransferase (ALT), presente
originalmente no citosol dos hepatécitos, é o teste laboratorial de eleicdo no diagnostico de
lesbes hepatocelulares em cées e gatos, devido a sua elevada sensibilidade (Hall &
German, 2005). Esta enzima catalisa uma reagdo reversivel que estad involvida na
desaminacdo de alanina para formar piruvato (Stockham & Scott, 2008). A magnitude do
aumento da atividade plasmética de enzimas hepatocelulares depende do numero de
hepatdcitos afetados, da gravidade da lesdo e da semi-vida da enzima (Latimer, 2011).
Apesar de poder ser produzida noutros tecidos (como o coracdo, 0s rins e o tecido
muscular), considera-se que a ALT € hepato-especifica em caes e gatos. Contudo, a
determinacdo concomitante da atividade plasmatica da CK (um indicador especifico de
lesdo muscular) pode ajudar na distincdo entre uma lesdo muscular e uma hepética
(Latimer, 2011). Basicamente, qualquer alteracdo capaz de provocar um aumento na
permeabilidade a nivel hepatocelular pode aumentar a concentragdo plasmatica desta
enzima (Hall & German, 2005). A necrose muscular também pode provocar o0 aumento da
sua concentracdo plasmatica (Latimer, 2011). SituagBes trauméticas que envolvam a
combinacdo de lesdes hepaticas e musculares podem provocar aumentos draméticos na
atividade plasmatica de ALT. A perda de sangue e o choque associados ao trauma também
podem estar associados ao aumento da atividade de ALT (Latimer, 2011).

A aspartato aminotransferase (AST) é uma enzima hepatocelular encontrada em
quantidades significativas nos tecidos muscular e cardiaco, o que a torna uma enzima pouco
hepato-especifica. E responsavel por catalisar uma reacdo reversivel envolvida na
desaminacgdo do aspartato para formar oxaloacetato (Stockham & Scott, 2008).

Na presenca de doenca hepética, os aumentos na actividade da AST s&o, usualmente,
paralelos aos aumentos da ALT. No entanto, existem duas isoenzimas da AST: citosolica e
mitocondrial, sendo que a libertacdo da enzima mitocondrial s6 ocorre em casos de leséo
celular grave (como necrose), e ndo em casos de aumento da permeabilidade da membrana
do hepatécito. Por este motivo, considera-se que a AST pode ser um marcador mais
especifico que a ALT em casos de lesdo hepética grave (Hall & German, 2005). Como ja foi
referido, deve ser feita a medicdo da atividade da CK para descartar ou confirmar a
presenca de lesdo muscular. Uma vez que os eritrocitos contém AST, esta enzima também
pode estar aumentada em consequéncia de hemdlise (Latimer, 2011).

A semi-vida plasmatica da AST € muito maior que a da CK (cerca de 12 horas), ou seja,
permanece elevada mais tempo apos o incidente e a da ALT é aproximadamente 2 dias e
meio (Olby, 2005; Latimer, 2011).
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2.8.3. Glucidos plasmaticos (glucose)

Existem trés fontes de glucose plasméatica: carbohidratos da dieta, glicogendlise e
gluconeogénese (Latimer, 2011).

ApOs um processamento parcial através das enzimas salivares e do acido gastrico, a
maioria da hidrolise dos carbohidratos da dieta ocorre no intestino delgado, em animais
monogastricos. Os monossacaridos resultantes sdo transportados via portal até ao figado,
onde sdo metabolizados para obtencdo de energia, armazenados na forma de glicogénio ou
convertidos em aminoéacidos ou gordura (Latimer, 2011).

A glicogendlise € a principal fonte de glucose durante pequenos periodos de jejum e é
promovida por catecolaminas, glucagina e alguns farmacos. A gluconeogénese consiste na
sintese de glucose a partir de amino4cidos e lipidos e é promovida por corticosterdides,
glucagon, hormona do crescimento e alguns farmacos (Latimer, 2011).

A homeostase da glucose é mantida através do equilibrio entre a absorcdo de glucose, o
armazenamento hepatico e respetiva reabsorcéo e as principais hormonas que controlam as
concentracdes plasmaticas de glucose (insulina e glucagon) (Knottenbelt, 2005). Estes
mecanismos sdo tdo eficazes que sO se verifica hipoglicémia em casos de doencas
hepéaticas primarias, com grave comprometimento hepatico (Knottenbelt, 2005). Pelo
contrario, a hiperglicémia é mais frequente e pode ocorrer em consequéncia de doencas
enddcrinas (como Diabetes mellitus, hiperadrenocorticismo e hipertiroidismo), pancreatite
aguda e da libertacao enddgena de catecolaminas e/ou corticosterdides (em resposta a dor,
variagdes extremas na temperatura corporal e outros eventos stressantes), entre outras
causas (Knottenbelt, 2005; Latimer, 2011).

2.8.4. Lipidos plasmaticos: triglicéridos e colesterol

Existem cinco principais tipos de lipidos plasmaticos: colesterol, esteres de colesterol,
triglicéridos, fosfolipidos e acidos gordos ndo esterificados (Latimer, 2011). Das varias
funcdes que os lipidos desempenham no organismo, destacam-se os triglicéridos e os
acidos gordos como fonte de energia quimica e o colesterol e como componente estrutural
das membranas celulares e precursor essencial na sintese de hormonas esterdides
(Duncan, 2005; Stockham & Scott, 2008).

Relativamente a sua origem, os lipidos podem ser exdgenos (de origem alimentar) ou
enddgenos (transportados no plasma agregados a péptidos, formando lipoproteinas). Os
lipidos de origem alimentar d&o origem a quilomicrons apds uma série de reac¢des quimicas
(Stockham & Scott, 2008; Latimer, 2011). As lipoprotéinas sdo responsaveis pelo transporte
de triglicéridos e colesterol no plasma (Stockham & Scott, 2008). Como tal, as
concentracdes plasmaticas de colesterol refletem as concentracdes das lipoproteinas ricas

em colesterol [como as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e as lipoproteinas de alta
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densidade (HDL)] (Stockham & Scott, 2008). Por sua vez, os triglicéridos sdo transportados
na corrente sanguinea através dos quilomicrons e das lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL) (Duncan, 2005).

A hipertrigliceridémia é uma alteracéo relativamente comum em Medicina Veterinaria. Pode
ser fisiologica (pés-prandial), primaria (rara), secundaria (a doencas enddcrinas, hepéticas,
intestinais, pancreéticas e renais, neoplasias, etc.), hereditaria ou idiopética (Duncan, 2005;
Latimer, 2011). A lipase lipoproteica retira as lipoproteinas ricas em triglicéridos da
circulacdo sanguinea, ou seja, a atividade desta enzima também pode influenciar as
concentracdes plasmaticas de triglicéridos. Os perfis lipidicos também séo afetados pela
atividade fisica, pela dieta, pela condicdo corporal e pelo ciclo reprodutivo do animal
(Latimer, 2011).

2.8.5. Bilirrubina

A bilirrubina € um pigmento biliar, produto de degradagdo da hemoproteina presente na
hemoglobina, mioglobina e outras enzimas com grupo heme. A sua forma n&o conjugada
liga-se reversivelmente a albumina na circulacdo sanguinea. Quando chega ao figado, sofre
um processo de glucoronidacdo e € excretada na bilis, ja na sua forma conjugada. Do
sistema biliar passa ao intestino, onde é processada por bactérias para formar pigmentos
fecais (Latimer, 2011; Hall & German, 2005).

Quando ocorre alguma falha nos mecanismos que regulam o metabolismo da bilirrubina
pode desenvolver-se hiperbilirrubinémia, que se manifesta clinicamente através de ictericia
(Hall & German, 2005). Este aumento na concentracdo plasmatica de bilirrubina pode ser
causado por um aumento da producdo de bilirrubina (sendo a anemia hemolitica imuno-
mediada a principal causa de ictericia pré-hepatica, em cées e gatos), pela dimuicdo da
captacdo e secrecao hepaticas (em consequéncia da reducao da massa hepatica funcional)

e por colestase intra ou extrahepatica (Latimer, 2011; Hall & German, 2005).

2.8.6. Eletrolitos

O sbédio plasmatico mantém a osmolaridade do fluido extracelular e é essencial para a
retencdo de 4gua a nivel renal, um mecanismo de controlo para a hidrata¢cdo do organismo
(Latimer, 2011). Em animais saudaveis, mais de 99% do sédio filtrado nos rins é reabsorvido
(Skelly & Mellanby, 2005). E o principal catio do fluido extracelular e, para a preservacao
da eletroneutralidade deste compartimento, cada ido de sodio deve ser balangcado com um
anido apropriado (normalmente o cloro). As concentracdes plasmaticas de sodio sdo
controladas pela regulacdo do volume e osmolaridade plasmaticos através da ativagdo do
sistema renina-angiotensina-aldosterona e da libertagdo da hormona anti-diurética (ADH)

(Skelly & Mellanby, 2005). Como tal, a interpretacdo da concentragdo plasmatica de sodio
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deve ser sempre feita tendo em consideracéo o estado de hidratacdo e o volume do fluido
extracelular do animal (Stockham & Scott, 2008).

O cloro plasmético é o principal anido do fluido extracelular (representa 2/3 do total de
anides do fluido extracelular, sendo o bicarbonato o segundo anido mais prevalente).
Alteracdes na concentragdo plasmatica de cloro tendem a acompanhar as alteragbes do
sodio e bicarbonato, de forma a manter a eletroneutralidade (Skelly & Mellanby, 2005). Este
ido é controlado sobretudo através da reabsorcao e secrecdo renal e reabsorcéo intestinal a
partir do &cido cloridrico (Stockham & Scott, 2008).

O potéssio plasmatico € mantido dentro de limites estreitos que regulam as funcdes
neuromusculares e cardiacas no organismo. E um mau indicador do potassio total porque a
maioria deste ido encontra-se no fluido intracelular, onde é mantido pela bomba ATPase
sbdio/potassio. O potassio entra no organismo através dos alimentos e € excretado
sobretudo por via renal. A sua concentragdo plasméatica é regulada basicamente por dois
processos: distribuicdo entre os fluidos intra e extracelulares (influenciada pela epinefrina,
insulina e pela propria concentracdo plasmatica de potassio) e a excregéo renal (regulada
sobretudo pela aldosterona) (Skelly & Mellanby, 2005; Stockham & Scott, 2008). As
concentracdes plasmaticas dependem das trocas de potassio entre os fluidos intra e

extracelulares (equilibrio interno) e alteragdes no potassio total (equilibrio externo).

2.8.7. Calcio e fésforo

O célcio encontra-se em trés formas no plasma: célcio ionizado fisiologicamente ativo
(aproximadamente 50%), calcio quelado complexado com lactato, citrato e bicarbonato
(cerca de 5-10%) e célcio ligado a proteinas (cerca de 40-45%). Os principais fatores que
influenciam a concentracdo plasmética do célcio sdao a idade do animal (maiores
concentracdes plasmaticas em animais jovens), a concentracdo plasmatica de albumina (e
de outras proteians), o equilibrio acido-base, a absorcéo intestinal, reabsor¢cdo éssea ou
deposicdo de célcio nos o0ssos, reabsorcao renal e interacdo com o fosforo (Stockham &
Scott, 2008; Latimer, 2011). As principais hormonas responsaveis pela regulagdo do
metabolismo do célcio sdo a hormona paratirdide (PTH), a vitamina D e a calcitonina
(Latimer, 2011).

2.8.8. Proteinas plasmaticas

As proteinas plasmaticas desempenham func¢des nutritivas, mantém a pressao oncética e o
equilibrio acido-base, estdo envolvidas na resposta de fase aguda, no processo de
coagulagdo e no transporte de hormonas e farmacos, entre outras (McGrotty & Tennant,
2005; Latimer, 2011).
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O plasma contém albumina e globulinas, incluindo o fibrinogénio e outros fatores de
coagulagdo (Stockham & Scott, 2008). As proteinas de coagulacdo ndo enziméaticas
(fibrinogénio e fatores V e VIII) sdo consumidas durante a formacédo do codgulo, ou seja, hdo
estdo presentes no soro (Latimer, 2011) e, por isso, ndo figuram no perfil bioquimico de
rotina (que ¢€ feito a partir de soro na maioria das vezes, em vez de plasma).

As concentragfes das proteinas plasmaticas sofrem um dinamismo relacionado com a idade
do animal. As concentragBes sdo baixas no nascimento, aumentam apos a absor¢do do
colostro, decrescem apos 1-5 semanas quando o colostro é metabolizado e depois
aumentam até niveis de adulto entre 6 meses a 1 ano. Na idade adulta, as concentractes
de albumina decrescem ligeiramente, ao contrario das concentracdes de globulinas
(particularmente imunoglobulinas e proteinas de fase aguda), que aumentam
progressivamente com a idade. Estas diferencas fisiolégicas devem ser consideradas ao
interpretar as analises bioquimicas de um animal (Jain, 1993; Latimer, 2011).

A albumina representa 35 a 50% do total das proteinas plasmaticas nos animais
domésticos. E responséavel pelo transporte de muitos constituintes do plasma, ou seja,
qualquer alteracdo nas concentracdes plasmaticas de albumina afeta as concentracdes
plasméticas desses mesmos contituintes (Latimer, 2011). Devido a sua abundéncia e
pequena dimensdo, é responsavel por 75% da pressao oncética do plasma (McGrotty &
Tennant, 2005; Latimer, 2011).

As globulinas sdo separadas em trés classes principais por eletroforese: a e B globulinas
(este grupo inclui as proteinas de fase aguda da inflamagdo e as lipoproteinas) e vy
globulinas (constitui a maioria das imunoglobulinas; sdo produzidas apods estimulagcéo
antigénica pelos linfocitos B e plasmdcitos, sobretudo nos tecidos linféides) (Latimer, 2011).
Na Tabela 2 estdo expressas as diferentes proteinas pertencentes a cada grupo. As
diferentes fracbes podem separar-se por eletroforese de acordo com a sua velocidade de
migracdo através de um gel de acetato de celulose no campo elétrico, a qual depende da
carga elétrica, massa e forma da proteina (Stockham & Scott, 2008).

As alteracbes nas concentracdes plasmaticas de proteinas podem ser relativas (0 que
ocorre quando ha variagbes no volume plasmatico; neste caso, as concentracfes de
albumina e globulinas variam no mesmo sentido, ou seja, o0 racio albumina/globulinas
permanece dentro do intervalo de referéncia) ou absolutas (Latimer, 2011). A desidratagéo &
a causa mais comum para o desenvolvimento de hiperproteinémia relativa. E raro
desenvolver-se uma hiperalbuminémia absoluta. Por sua vez, é muito comum ocorrer
hiperglobuminémia em resposta a infe¢cdes e inflamagfes, devido a sintese hepatica de
proteinas de fase aguda e a estimulag&o antigénica que leva a producao de imunoglobulinas
pelos linfécitos B (McGrotty & Tennant, 2005; Latimer, 2011).
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Na resposta de fase aguda ocorrem alteracbes neuroenddcrinas (como aumento da
concentracao de cortisol), hematopoiéticas (como anemia e leucocitose), metabdlicas (como
aumento da lipdlise) e a sintese de proteinas de fase aguda (Martinez-Subiela, 2001). Esta
resposta inicia-se 24 horas apés o inicio da les&o tissular, mas pode também ocorrer em
resposta a estrogénio, stress fisico ou administracdo de corticosterdides (Latimer, 2011).
Nesta resposta inflamatéria, o figado prioriza a sintese de proteinas de fase aguda
(globulinas a e B) e diminui concomitantemente a sintese de albumina (que, por este motivo,
€ considerada uma proteina de fase aguda negativa). Normalmente, a hipoalbuminémia é
contrabalangada pela hiperglobulinémia e, como tal, ndo se verificam alteragbes na
concentracao proteica total (McGrotty & Tennant, 2005; Latimer, 2011). As proteinas de fase
aguda sao consideradas indicadores inespecificos de lesao tecidular.

No geral, a hipoproteinémia desenvolve-se devido a perda inespecifica (hemorragias e
exsudagodes), a perda seletiva (nefropatias com perda de albumina e enteropatias com perda
de albumina e globulinas, por exemplo) ou a sintese proteica deficiente (devido a doenga
hepatica cronica, ma nutricdo, ma digestdo e ma absorcdo, entre outros) (McGrotty &
Tennant, 2005; Stockham & Scott, 2008; Latimer, 2011)

Uma vez que a albumina e as globulinas a e B sado sintetizadas no figado, estas proteinas
podem ser consideradas marcadoras da funcdo hepatica. O fato do figado ter uma grande
capacidade de producdo de albumina em resposta a perdas e uma capacidade de reserva
funcional muito grande e da semi-vida da albumina ser bastante longa (entre uma a trés
semanas no cdo), faz com que apenas surja hipoalbuminémia em doencas hepéticas

cronicas com um grave comprometimento de funcdo (McGrotty & Tennant, 2005).

Tabela 2: Exemplos de proteinas pertencentes as classes das a, B e y globulinas
(classificagcdo de acordo com a sua mobilidade eletroforética) (adaptado de McGrotty &
Tennant, 2005).

a globulinas B globulinas y globulinas
al-inibidor antiproteinase Fibrinogénio IgA
a1-glicoproteina acida Complemento IgE
a2-macroglobulina Proteina C reativa IgG
Ceruloplasmina Ferritina IgM
Proteina C Algumas imunoglobulinas

Haptoglobina
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3. Componente experimental

3.1. Introducéao

A fisiologia da conservacdo é uma disciplina emergente cujo principal objetivo é a
compreensdo das respostas fisiolégicas dos organismos as mudancas ambientais,
maximizando, desta forma, o sucesso das estratégias de conservacgao. Isto inclui o estudo
do metabolismo, das relacdes térmicas, da nutricdo, das respostas enddocrinas e dos
parametros imunoldgicos (Wikelski & Cooke, 2006). Atualmente, a utilizacdo de indices
fisiol6gicos como uma ferramenta na investigacdo e maneio de fauna silvestre tem vindo a
ganhar cada vez mais importancia. Este tipo de informagdo é muito Util na avaliagdo do
estado de saude e condicao fisiologica de animais silvestres individuais e de populactes e
pode indiretamente servir como um indicador valioso da condicdo e qualidade do habitat
(Smith & Rongstand, 1980; McCue & O’Farrell, 1987; Wikelski & Cooke, 2006; Davis, Maney
& Maerz, 2008). No entanto, antes de este tipo de avaliacdo ser aplicada a projetos de
conservacao e maneio de fauna silvestre, € necessario estabelecer intervalos de referéncia
para as espécies em causa. A partir do momento em que estdo estabelecidos os valores
fisiolégicos basais de determinada espécie, as alteracdes nos parametros fisiol6gicos
podem ser utilizadas para prever e antecipar problemas futuros dessa mesma espécie; da
mesma forma, podem quantificar o impacto negativo de a¢gdes antropogénicas (Wikelski &
Cooke, 2006).

Uma das limitagbes da utilizagdo e comparacdo de intervalos de referéncia da mesma
espécie, obtidos por autores diferentes, sdo as discrepancias encontradas, que podem ser
explicadas por fatores como a dimensdo da amostra, a idade, o sexo, o estado de salude e
nutricional dos animais, a atividade fisica, a condicdo do habitat (no caso dos animais de
vida livre) o método e local de colheita sanguinea e a metodologia e técnicas laboratoriais
utiizadas no processamento das amostras (Fuller, Kerr & Karns, 1985; Jain, 1993;
Constable et al., 1998; Marco, Martinez, Pastor e Lavin, 2000; Garcia et al., 2008; Moen,
Rasmussen, Burdett & Pelican, 2010). Nao menos importantes sao as diferencas fisiol6gicas
resultantes da excitacdo, atividade muscular, tipo de manipulagdo, tempo da colheita,
temperatura ambiente, altitude, assim como variacdes diurnas e sazonais, particularmente
nos animais jovens (Jain, 1993). Neste estudo em particular, os animais estiveram sujeitos a
fatores stressantes suscetiveis de adulterar muitos dos parametros hematolégicos e
bioquimicos avaliados (Fowler, 1995; Cattet et al., 2008), como ruidos e odores estranhos,
exposicdo anormal a luminosidade, limitacdo fisica e contacto forcado com o homem
(Morgan & Tromborg, 2007). Todos estes fatores provocam uma resposta com efeitos

fisicos, comportamentais e fisioldégicos a curto e médio prazo, muitas vezes com implicacées
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no bem-estar animal (Harris et al., 2006; lossa et al., 2007; Cattet et al., 2008). No entanto,
estas alteracBes séo inerentes aos métodos de captura utilizados, pelo que estardo sempre

presentes em animais capturados desta forma.

3.2. Principais objetivos do estudo

O principal objetivo do presente estudo foi definir valores basais de parametros
hematologicos e de bioquimicas sanguineas de carnivoros silvestres autdctones em
Portugal, de forma a tentar minimizar a grande lacuna que existe no conhecimento cientifico
acerca destas espécies silvestres e assim contribuir para o seu estudo e conservacao.
Como objetivos secundarios enumeram-se:

e A caracterizacdo da resposta fisiologica de stress nestes animais;

e A pesquisa de hemoparasitas em esfregacos de sangue periférico nestas espécies;

¢ A determinacdo da percentagem de eritrocitos falciformes na espécie G. genetta;

e O estudo do efeito de fatores fisiolégicos como o sexo e a idade, bem como a infe¢ao

por hemoparasitas, nos resultados dos parametros analisados.

3.3. Materiais e métodos

3.3.1. Métodos de captura

Foram utilizados dois tipos de armadilhas para capturar os carnivoros silvestres: caixas
(Tomahawk®, Tomahawk Live Trap Co., Hazelhurst, Wisconsin, USA) e armadilhas de lago
de pescoco (Collarum®, Wildlife Control Supplies, East Granby, Connecticut, USA) (Figura
3). Utilizou-se isco alimentar em todas as armadilhas, quer isco inanimado disponivel para
consumo pelo carnivoro (sardinha, chouri¢co, ovos ou cadaveres), quer isco vivo indisponivel
para o carnivoro (galinhas ou pombos, colocados huma gaiola acoplada a caixa-armadilha).
Enquanto as caixas sdo armadilhas pouco seletivas, a Collarum® é uma armadilha
direcionada a captura de canideos. Num estudo comparativo de varios métodos de
armadilhagem nos Estados Unidos, a Collarum® destacou-se pela sua seletividade de 100%
para coiotes (Shivik, Martin, Pipas, Turnan & DeLiberto, 2005).

Foram feitas duas vistorias diarias as armadilhas (ao inicio da manha e ao final da tarde).
Sempre que as condi¢des climaticas (chuva moderada/forte ou calor extremo) pudessem
comprometer o bem-estar dos animais capturados, as armadilhas foram fechadas ou
inativadas. Isto é particularmente importante nas espécies-alvo deste projeto, uma vez que

0S pequenos mamiferos sdo muito sensiveis a temperaturas extremas e podem sofrer
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facilmente desidratacdo e morte por inanicdo devido ao seu metabolismo muito rapido, ao
stress e a exaustao fisica durante o tempo de captura (lossa et al., 2007; Marks, 2010).

Em cada vistoria, sempre que detetada uma captura, a armadilha foi coberta com uma
manta escura de forma a minimizar o stress no animal através da reducdo dos estimulos
sensoriais. No final de cada vistoria, procedeu-se a manipulagdo do(s) animal(ais)

capturados(s), como pormenorizado posteriormente neste capitulo.

Figura 3: Caixa Tomahawk® ativada no campo, com o pormenor de um dejeto (seta branca)
nas proximidades, sinal de passagem de um pequeno carnivoro e de marcagao do territorio

(canto inferior esquerdo).

3.3.2. Caracterizagcdo da amostra

Durante o periodo total do estudo (entre janeiro de 2012 e fevereiro de 2013), foram
capturados 79 carnivoros silvestres. A espécie mais capturada foi H. ichneumon (41,8%),
seguindo-se G. genetta (21,5%) e V. vulpes (20,3%). As espécies M. foina (7,6%), F.
silvestris (5,1%) e M. putorius (3,8%) estéo representadas com frequéncias de captura muito
menores (Figura 4).

Das 17 raposas capturadas durante a totalidade do projeto, 15 (88,2%) foram capturadas
em caixas-armadilha e 2 (11,8%) em Collarum®. As restantes espécies foram sempre

capturadas em caixas-armadilha.
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Figura 4: Distribuicdo, em percentagem, das espécies capturadas durante a totalidade do

estudo (entre janeiro de 2012 e fevereiro de 2013).

B F. silvestris
m G. geneta
4% m H. ichneumon
m M. foina

=m M. putorius

= V. vulpes

Efetuaram-se capturas em todos 0s meses exceto nos correspondentes a época reprodutiva
dos animais (marco, abril, maio e junho de 2012). Agosto foi 0 més em que se registaram
mais capturas (29,1%), seguido de outubro (17,7%) e de julho (16,5%). Os meses com um
menor nimero de animais capturados foram janeiro e fevereiro de 2012 e fevereiro de 2013,
com apenas uma captura. Na figura 5 pode visualizar-se a distribuicdo mensal das capturas

durante a totalidade do estudo.

Figura 5: Distribuicdo mensal do numero de capturas durante a totalidade do estudo
(frequéncias absolutas), de janeiro de 2012 a fevereiro de 2013. N&o se efetuaram
quaisquer capturas entre marco e junho (inclusivé) de 2012, por coincidir com a época

reprodutiva dos animais.
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Todos os gatos-bravos capturados foram do sexo masculino (dois juvenis e dois adultos).
Foram capturadas mais genetas do sexo masculino (11) do que do sexo feminino (6) e
pertencentes sobretudo a faixa etaria adulta e juvenil. Pelo contrério, capturaram-se mais
fémeas (19) de sacarrabos do que machos (14); a grande maioria era de idade adulta.
Relativamente as fuinhas, foram capturados 2 machos e 3 fémeas. Nao se conseguiu
verificar o sexo de um dos animais devido a falta de pessoal ho campo e a recuperacéo
anestésica subita. A maioria das fuinhas era de idade adulta. Foram capturados 2 toirdes do
sexo feminino e 1 do sexo masculino; todos eram adultos. Das raposas, foram capturados 7
machos e 9 fémeas, sendo que 7 eram juvenis e 6 eram adultas. Fazendo uma andlise
geral, foram capturados 50% de animais do sexo feminino e outros 50% do sexo masculino,
sendo que a maioria eram adultos (50,6%). A Tabela 3 apresenta a informacéo detalhada

acerca do sexo e idade de todas as espécies capturadas.

Tabela 3: Distribuicéo do sexo e idade das espécies capturadas.

Sexo ldade
M F  NE* Total | Juvenil Sub Adulto Idoso NE* Total
adulto
F. silvestris 4 0 0 4 2 0 2 0 0 4
G. genetta 11 6 0 17 6 2 9 0 0 17
H. ichneumon 14 19 0 33 9 6 17 1 0 33
M. foina 2 3 1 6 1 1 3 0 1 6
M. putorius 1 2 0 3 0 0 3 0 0 3
V. vulpes 7 9 0 16 7 2 6 1 0 16
Total 39 39 1 79 25 11 40 2 1 79

*NE: Nao especificado (a recuperagdo anestésica subita do animal e a falta de pessoal ndo

permitiram a recolha de toda a informacgé&o pertinente).

Foi obtido sangue em EDTA de 64 animais (81,0% da amostra total), mas nem sempre foi
possivel realizar a totalidade das analises hematoldgicas pretendidas, por quantidade de
amostra insuficiente, falta de tempo e/ou de pessoal. Foi possivel determinar o hematocrito
de 61 animais (77,2%), contagem de eritrocitos de 51 animais (64,6%), contagem de
leucocitos de 53 animais (67,1%), contagem diferencial de leucdcitos de 63 animais (79,7%)
e analises bioquimicas de 43 animais (54,4%). De uma forma geral, a maior parte das

analises hematolégicas foram realizadas a partir de amostras sanguineas de sacarrabos (H.
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ichneumon) e de raposas (V. vulpes). O numero e tipo de andlises efectuados e as

respetivas frequéncias relativas estdo pormenorizados na Tabela 4. Na Figura 6 pode

observar-se a distribuicdo relativa das espécies nas quais se realizaram analises

bioquimicas.

Tabela 4: Numeros absolutos (n) e frequéncias relativas (%) da realizacdo do hematécrito
(HT), contagem de eritrécitos (CE), contagem de leucécitos (CL), contagem diferencial de
leucdcitos (CDL) e andlises bioquimicas (BQ), em cada espécie de carnivoro silvestre.

HT CE CL CDL BQ

n % n % n % % n %
F. silvestris 3 5 2 4 2 4 4 6 7
G. genetta 10 16 10 20 10 19 12 19 9
H. ichneumon 27 44 23 45 23 43 27 43 20 47
M. foina 4 7 2 3 4 6 1 2
M. putorius 2 3 2 2 4 2 0 0
V. vulpes 15 25 12 24 13 25 15 24 15 35
Total 61 100 51 100 53 100 63 100 43 100

Figura 6: Representacédo gréafica da distribuicdo relativa das espécies nas quais se

H. ichneumon

realizaram analises bioquimicas.

F. silvestris

G. genetta

M. foina
M. putorius

V. vulpes
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3.3.3. Contencdo quimica e monitorizagdo dos parametros biologicos durante a
anestesia

Como j& foi referido, as manipulacdes dos animais foram efetuadas sempre no final da
vistoria as armadilhas. Fez-se a transferéncia dos animais capturados das caixas-armadilha
para uma jaula de contengdo, com o auxilio de tdbuas de madeira adaptadas e de mantas
ou toalhas escuras, para evitar a entrada de luz. No caso das Collarum®, recorreu-se
simplesmente a uma manta e a prépria contencao fisica oferecida pela armadilha. Durante
este processo foram minimizados os ruidos, de forma a tentar reduzir o stress causado no
animal. Na maioria das situagfes, estiveram presentes dois ou trés operadores.

Apbés a transferéncia, a jaula de contencdo com o animal foi pesada com uma balanca
(HCB20K10, Kern & Sohn GmbH, Balingen, Alemanha) e, depois de calculado o peso do
animal, foram preparadas as respetivas doses anestésicas. No caso das raposas
capturadas nas Collarum®, o seu peso foi estimado pelo operador mais experiente.

Os animais foram anestesiados com uma combinagdo de quetamina (Imalgene®, 100
mg/mL, Merial Laboratorios, Porto Salvo, Portugal ou Clorketam®, 100mg/mL, Vétoquinol,
Barcarena, Portugal) e medetomidina (Medetor®, 1 mg/mL, Virbac, Quinta da Beloura,
Portugal ou Domitor®, 1mg/mL, Pfizer, Porto Salvo, Portugal). A anestesia foi revertida com
atipamezol (Revertor®, 5 mg/mL, Virbac, Quinta da Beloura, Portugal ou Antisedan®,
5mg/mL, Pfizer, Porto Salvo, Portugal). Os farmacos foram administrados nos musculos
superficiais da coxa (biceps femoral, semitendinoso ou semimembranoso), com uma seringa
de 1 ou 2 mL e uma agulha 23 G (modelo Sterican®, B. Braun, Barcarena, Portugal). As
doses administradas foram adaptadas a cada espécie e estéo discriminadas na Tabela 5.

A inducao anestésica foi conseguida com uma Unica administracdo em todos os gatos-
bravos (F. silvestris) e toir6es (M. putorius). Nas restantes espécies, foi necessario fazer um
reforco anestésico em alguns animais, como se pode ver na Tabela 6. A fuinha (M. foina) foi
a espécie na qual houve necessidade de fazer mais reforcos anestésicos (em 50% dos
animais). Isto pode dever-se sobretudo a dois fatores: dose inapropriada (uma vez que as
doses utilizadas foram obtidas por extrapolagdo de espécies semelhantes) ou variacdo

individual e/ou populacional na resposta aos farmacos.
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Tabela 5: Médias e intervalos das doses de quetamina, medetomidina e atipamezol (mg/kg)
administradas a cada espécie, tendo em conta apenas 0s casos nos quais foi feita uma
Unica administracdo (sem necessidade de reforgo). Os intervalos das doses foram deixados
em branco nos casos em que se administrou sempre a mesma dose em todos 0s animais

dessa espécie.

Quetamina (mg/kg)  Medetomidina (mg/kg) Atipamezol (mg/kg)

Média Intervalos Média Intervalos Média Intervalos
F.silvestris 3 0,05 0,05 -0,06 0,15 0-0,3
G. genetta 5 5-8 0,16 0,7 0-0,85
H. ichneumon 4 3-8 0,16 0,16 - 0,17 0,75 0-0,85
M. foina 5 3-6 0,09 0,07 -0,12 0,25 0-04
M. putorius 3 0,06 0,06 — 0,07 0,25 0,15-0,35
V. vulpes 4 0,08 0,07 - 0,09 0,3 0-0,45

Tabela 6: NUmero de animais de cada espécie e respetivas frequéncias relativas, nos quais

se fez uma administracédo Unica ou houve necessidade de reforco anestésico para inducao

anestésica.

Administragéo unica Reforco anestésico

N % N %
F. silvestris 4 100,0 0 0
G. genetta 15 88,2 2 11,8
H. ichneumon 32 97,0 1 3,0
M. foina 3 50,0 3 50,0
M. putorius 3 100,0 0 0,0
V. vulpes 15 93,8 1 6,2

Apoés a administragdo anestésica, o animal foi deixado na jaula de contengdo coberta (ou
apenas tapado com uma toalha/manta no caso das Collarum®) a cerca de 100 metros dos
operadores. Foi feita uma monitorizacdo do plano anestésico a intervalos regulares. Os
reflexos (palpebral, panicular e auricular) do animal foram verificados até a sua perda total
ou quase total. Se, findos 15-20 minutos, o animal ndo manifestou quaisquer efeitos,

ponderou-se a administracdo de nova dose anestésica, o que foi necessario fazer em 7
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animais (8,9%). Nesses casos, administrou-se metade das doses previamente

administradas, tanto de quetamina, como de medetomidina.

No momento da perda dos reflexos, o animal foi colocado numa mesa desmontéavel,

previamente protegida com um resguardo descartavel (Figura 7).

Procedeu-se imediatamente a:

= Aplicacao de soro fisioldgico nos globos oculares, para proteger a cérnea da dessecacao
e colocacdo de uma pequena toalha escura sobre a cabeca do animal, para prevenir
lesGes na retina por exposicao aos raios solares;

= Colocacdo da sonda lingual do pulsoximetro (modelo VM 2160, com sensor lingual
Viamed, Viamed, Reino Unido) para a monitorizacdo continua da frequéncia cardiaca e
da saturacéo parcial de oxigénio;

= Introducdo do termdémetro digital de monitorizacdo continua (modelo DataTherm I,
Geratherm®, Alemanha) no reto para a medi¢cdo da temperatura retal;

= Monitorizagcdo da frequéncia respiratoria por observacdo dos movimentos respiratorios
abdominais e com o auxilio de um crondmetro.

A idade do animal foi estimada com base no seu peso e denticdo (eventual presenca de

dentes deciduos e desgaste dos dentes definitivos), foi feito um exame de estado geral

(avaliagdo das muscosas, linfonodos, palpacdo abdominal e eventuais lesdes cutaneas e

musculo-esqueléticas) e foram obtidas varias biometrias (comprimento total, da cauda e do

tarso). Foram também recolhidas as amostras sanguineas a ser utilizadas neste estudo,

como pormenorizado no ponto 3.3.4.

Foi introduzido um microchip (Backhome, Virbac, Quinta da Beloura, Portugal) subcutdneo

na tabua do pescoc¢o esquerda ou direita em 72 animais (91,1%), para identificacdo dos

animais em caso de recaptura ou em caso de captura em eventuais estudos futuros na

mesma zona geogréafica. Este procedimento nado foi possivel em 7 animais (8,9%) devido a

recuperacao anestésica subita. Foi efetuada uma depilacdo pequena mas visivel na

superficie dorsolateral esquerda ou direita da regido cervical, para posterior reconhecimento

em caso de recaptura. Nestes casos, procedeu-se a transferéncia do animal para a jaula de

contencao, de forma a fazer a leitura do microchip e confirmar a sua identificagdo, sendo o

animal libertado de seguida.

No final do procedimento, foi preparada a dose de atipamezol tendo em conta os reflexos

(nomeadamente o palpebral e o auricular) e o estado de consciéncia do animal. Quando o

animal ndo mostrou quaisquer sinais de recuperagdo anestésica, foi administrado um

volume de atipamezol idéntico ao de medetomidina. Quando o animal mostrou alguns sinais

de recuperacao (reflexos recuperados, espasmos musculares, etc.), foi dada uma dose

menor de atipamezol (por exemplo metade do volume administrado de medetomidina). Nos
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casos de recuperacdo subita da anestesia, ndo foi administrada qualquer dose de
atipamezol.

O animal era ent&o colocado na jaula de contencéo (Figura 8), coberta com uma toalha ou
manta. Esta era afastada cerca de 100-200 metros dos operadores e colocada em local
abrigado.

Todo o material ndo descartavel utilizado foi desinfetado com toalhitas humidas com
desinfetante (Clinell, Gama Healthcare Ltd., Londres, Reino Unido) e devidamente
acondicionado.

O animal foi vigiado a intervalos regulares até recuperacdo anestésica total ou quase total. A
sua libertacao foi sempre efetuada em locais seguros, nunca perto de cursos de agua ou

precipicios, de forma a evitar acidentes.

Figura 7: Colheita de sangue num gato-bravo

(Felis silvestris) na veia cefalica (membro

Figura 8: Geneta (Genetta genetta) em

anterior esquerdo) e monitorizagdo dos

recuperacao anestésica na jaula de contencao

parametros biolégicos (fotografia original).
(fotografia original).

A

3.3.4. Colheita e armazenamento das amostras sanguineas

O sangue foi colhido da veia cefalica e/ou da veia safena, consoante o operador, as
dimensdes do animal e o calibre das veias. Foram utilizadas agulhas de 23 ou 21 G (modelo
Sterican®, B. Braun, Barcarena, Portugal), de acordo com o calibre da veia, e seringas de 1,
2 ou 5 mL. Quando a quantidade de sangue colhido foi suficiente (mais de 1 mL), colocou-se
uma pequena por¢do num tubo com acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, Tabela 7) e a
restante num tubo seco para posterior realizacdo das analises hematolégicas e bioquimicas,
respetivamente. Os tubos foram imediata e temporariamente armazenados numa geleira (a

4°C, com acumuladores de gelo) e protegidos da luz solar e da chuva.
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O esfregaco sanguineo, assim como a determinacdo do hematdcrito e a diluicdo da amostra
de sangue com a Solucdo de Natt & Herrick's foram realizados assim que possivel, no

méaximo 12 horas apés a colheita.

Tabela 7: Modo de agéo, vantagens e desvantagens do anticoagulante EDTA (adaptado de
Voigt, 2000).
Modo de acéo Vantagens Desvantagens

Excelente poder de
. , ~ Elevada concentragéo
EDTA | Formacéo de sais  conservacéo durante 6 horas;
o o (>2 mg/mL) provoca
de calcio insoluveis recomendado para
, _ retracao celular
hematologia de rotina

3.3.5. Andlises laboratoriais hematoldgicas

a) Determinagdo do microhematdcrito

Os tubos de microhematécrito foram preenchidos com sangue em EDTA até cerca de 75%
do seu volume e a sua ponta inferior foi vedada com plasticina. De seguida, foram
centrifugados durante 10 minutos na velocidade maxima (4000 rpm) numa centrifuga
angular analdgica (CNT800D, Quirumed, Massama, Portugal), para provocar a separacao
dos componentes celulares e do plasma devido a diferenca das suas densidades. Apés a
centrifugacéo, fez-se a medicdo do comprimento total e do comprimento da porcéo celular e

foi aplicada a seguinte férmula, para determinacdo do hematdcrito, em percentagem:

Comprimento porcao celular
X 100

Comprimento total

b) Determinacdo da concentracdo de hemoglobina

Uma vez que esta analise ndo foi efetuada imediatamente ap6s a colheita de sangue,
tornou-se necessario congelar os tubos de sangue em EDTA, o que inviabilizou a realizacédo
desta analise em equipamentos de leitura automética. Utilizou-se entdo o método da
hematina alcalina com leitura manual da absorvancia no espectrofotbmetro e posterior
conversao da absorvancia na respetiva concentracdo de hemoglobina. A amostra de sangue
(20pL) foi diluida na razéo de 1:151 em hidréxido de sodio (NaOH, 0,1M, 3mL) com 2,5% de
detergente TritonX, para lisar os eritrocitos e tranformar a hemoglobina num produto final

estavel (hematina alcalina), de acordo com o método AHD-575 (Lema et al., 1994; Shah,
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Shah & Puranik, 2011). A leitura foi efetuada num espectrofotémetro (Ultrospec® 3100 pro,
GE Healthcare Europe GmbH, Carnaxide, Portugal), no comprimento de onda de 580 nm.

Concomitantemente, fez-se a leitura das absorvancias de amostras sanguineas de caes,
gatos, raposas e sacarrabos com concentracdes de hemoglobina conhecidas e
determinadas em laboratorios comerciais. Com base nestes dados, calculou-se a reta de
regressdo linear e a respetiva féormula da concentragdo de hemoglobina em fungdo da
absorvancia, para cada espécie. Estes calculos foram efetuados no Microsoft Office Excel
2010. Para a transformagédo das absorvancias do gato-bravo utilizou-se a formula referente
ao gato doméstico e para a fuinha e toirdo foi utilizada a formula do céo, devido a sua maior
proximidade filogenética. As absorvancias de raposas e sacarrabos capturados foram

transformadas com base na formula obtida de raposas e sacarrabos em cativeiro.

¢) Contagem celular

Realizou-se a contagem direta de eritrécitos e leucécitos através de um hemocitometro
(cdmara Neubauer Improved, Laboroptik, Lancing, Reino Unido). Procedeu-se a diluicdo da
amostra sanguinea com a solucio de Natt & Herrick’s, na razdo de 1:200 (ver anexo 1 para
mais detalhes). A camara foi preenchida com a solugcdo resultante e observada ao
microscopio 6tico com uma lente ocular de 10x e uma objetiva de 40x (ampliacdo de 400x).
Foram contadas todas as células nucleadas (leucécitos) nos 4 quadrados L e todos os
eritrécitos nos 5 quadrados marcados com preenchimento preto, como demonstrado na
Figura 9. Aos resultados obtidos foram aplicadas as seguintes férmulas finais (com base no
fator de diluicdo do sangue de 0,005 e no volume total liquido contido nas zonas contadas
para eritrgcitos e leucdcitos (0,4 pL e de 0,8 pL, respetivamente):

Concentracao Ne° células Concentracao N° células
eritrocitos (10°/uL) 200 leucdcitos (10°/uL) 4

Figura 9: Pormenor da Camara de Neubauer Improved. As contagens de leucdcitos
efetuaram-se nos 4 quadrados L e as contagens de eritrécitos nos 5 quadrados preenchidos

a preto (adaptado de Electron Microscopy Sciences, 2013).




d) Preparacdo, fixac&o, coloracéo e observacdo do esfregaco sanguineo

Como ja foi referido, os esfregagcos sanguineos foram preparados a partir de sangue em
EDTA, secos ao ar e devidamente acondicionados até a sua coloragéo, que foi realizada no
Laboratorio de Doencas Parasitarias da FMV-UL. Utilizou-se uma coloragdo de
Romanowsky, especificamente a técnica de Giemsa rapido, na qual se procede a fixacao
com metanol durante 1 minuto, a coloracdo com Giemsa puro durante cerca de 30 segundos
e a posterior lavagem abundante com &gua. Esta coloracdo € composta por azul de
metileno, que cora os componentes celulares acidos [como o nucleo e o &cido ribonucleico
(ARN) citoplasmético] e eosina, que cora 0s componentes basicos, como o citoplasma

(Torrance, 2000).

e) Contagem diferencial de leucécitos e pesquisa de hemoparasitas
No total, foram observados ao microscopio 6tico 65 esfregagos sanguineos, utilizando uma
ocular de 10x e uma objetiva de imersdo de 100x (ampliacdo de 1000x), para efetuar a
contagem diferencial de leucécitos. Foram contadas 200 células nucleadas ao longo da
largura da camada unicelular, de acordo com o método errante [do inglés wandering (Voigt,
2000)], sem nunca observar a mesma regido duas vezes, como se pode verificar na Figura
10. O fato de se contarem 200 células melhora a precisdo do método (Voigt, 2000). As
células contabilizadas foram classificadas em: neutrdfilos, linfocitos, eosinofilos, mondcitos
ou basofilos, de acordo com a sua morfologia. Os critérios definidos foram aplicados em
todas as observacbes para diminuir a margem de erro: células irreconheciveis ou
demasiado dubias ndo foram contabilizadas e os neutréfilos em banda sé foram
contabilizados em casos inequivocos (em caso de duavida foram contabilizados como
segmentados). Em dois dos esfregacos observados (pertencentes a espécie V. vulpes) ndo
foi possivel efetuar a contagem diferencial de leucécitos (as razdes sao apresentadas no
capitulo Discusséo).
Foi também efetuada a pesquisa de parasitas sanguineos, de acordo com 0 seguinte
protocolo:
e Percorreu-se toda a lamina com a objetiva seca de 4x, para a pesquisa de microfilarias
ou qualquer outra irregularidade;
e Fez-se a pesquisa de Hepatozoon com a objetiva de 10x;
e Avaliou-se a zona de camada unicelular, com a objetiva de imersdo de 100x, para a
pesquisa de piroplasmas (nomeadamente Babesia) e micoplasmas, bem como para

confirmar a presenca de Hepatozoon, quando presente.
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Figura 10: Representacdo simplista do método errante utilizado na zona de camada

unicelular do esfregago sanguineo, para contagem diferencial de leucdcitos (original).

e

f) Contagem de eritrocitos falciformes na espécie G. genetta

No total, foram observados 12 esfregacos de sangue periférico relativos a espécie G.
genetta. No entanto, para calcular a percentagem de eritrocitos falciformes nesta espécie,
apenas foram considerados 4 esfregacos, pelos seguintes motivos:

* Dois dos esfregacos sanguineos nao apresentavam qualquer eritrécito falciforme nos
campos fotografados;

» Os restantes 6 esfregagos estavam demasiado espessos, inclusivamente na regido da
camada unicelular, ndo permitindo a distingdo morfolégica entre os dois tipos de eritrécitos.
O método definido consistiu em fotografar 5 campos na zona da camada unicelular de cada
esfregaco sanguineo, com a objetiva de imersdo (ampliacdo de 1000x), como se pode
perceber na Figura 11. Posteriormente, realizou-se a contagem de eritrcitos falciformes e
de eritrdcitos totais em cada fotografia de forma a permitir o calculo da percentagem de
eritrécitos falciformes em cada animal. Por fim, foi efetuada a média das 4 percentagens
obtidas.

Figura 11: Representacdo simplista da localizagdo aproximada dos 5 campos da zona de
camada unicelular do esfregaco sanguineo fotografados para posterior contagem de

eritrocitos falciformes, na espécie G. genetta (original).
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3.3.6. Anédlise laboratorial bioquimica

Os tubos com sangue coagulado foram deixados a repousar no frigorifico durante 24 horas,
para que ocorresse a retracao celular. Apés este periodo de tempo, foram centrifugados
numa centrifuga angular analégica (CNT800D, Quirumed, Massamd, Portugal) durante 10
minutos na velocidade maxima de 4000 rpm. Os soros resultantes foram tranferidos para
tubos Eppendorf, imediatamente congelados e encaminhados assim que possivel ao
Laboratério Veterinario Inno, em Braga, Portugal, onde foram determinadas as
concentracdes dos parametros bioquimicos que figuram na Tabela 8. As andlises foram
efetuadas no analisador automatico BS-380 (Mindray, Shenzhen, China). As concentracdes
foram medidas por espectrofotometria. Os parametros proteinas totais, albumina e frac¢des
das globulinas foram quantificados pelo método de eletroforese de proteinas.

Tabela 8: Parametros bioquimicos avaliados no Laboratério Veterinario Inno (Braga,

Portugal) e respetivos métodos quimicos.

Parametros bioquimicos Métodos quimicos
Ureia Urease GLDH, método UV
Creatinina Método Jaffé modificado

Aspartato aminotransferase (AST) Método IFCC, sem ativacéo do piridoxal fosfato

Alanina aminotransferase (ALT)

Creatina quinase (CK) Método IFCC
Proteinas totais (PT) Método biureto
Albumina

Globulinas a1

Globulinas a2 Eletroforese

Globulinas

Globulinas y

Glucose Método GOD-POD

Bilirrubina total Método DAS

Saédio

Potéssio Método ISE - Elétrodo seletivo de ibes
Cloro

Calcio total Método Arsenazo

Fosforo Método fosfom molibdato

Colesterol Método colesterol oxidase-peroxidase
Triglicéridos Método glicerocinase peroxidase-peroxidase
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3.3.7. Andlise estatistica

Os parametros hematol6gicos e bioquimicos de todas as espécies foram descritos quanto
aos seus indicadores estatisticos: mediana, desvio padrao e valores maximo e minimo. Para
além disto, determinaram-se intervalos de referéncia de cada parametro nas espécies H.
ichneumon (sacarrabos) e V. vulpes (raposa). No entanto, devido a reduzida dimenséo das
amostras e a outros fatores discutidos no ponto 6.6., estes intervalos serdo designados
intervalos da amostra daqui em diante. Nos casos em que a amostra é maior que 20
individuos, séo também apresentados os intervalos de confianca de 90% dos limites inferior
e superior desses intervalos.

De acordo com a International Federation for Clinical Chemistry (IFCC) e a Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), a determinacdo de intervalos de referéncia de
amostras com menos de 120 individuos deve ser feita através de métodos robustos, sempre
que a distribuicdo € simétrica (Geffré, Concordet, Braun & Trumel, 2011). Como tal, a
estatistica descritiva e o célculo dos intervalos da amostra foram efetuados através de
métodos robustos, no software Reference Value Advisor 2.1 (aplicado ao Microsoft Office
Excel 2010). Estes métodos sdo capazes de manter a taxa de erro tipo | de um teste dentro
de valores adequados e de manter o poder dum teste (probabilidade de um erro tipo Il ndo
ocorrer), mesmo quando a distribuicdo é ndo normal e os dados sdo heterocedasticos
(Erceg-Hurn & Mirosevich, 2008). A mediana é utilizada como a medida de tendéncia central
de eleicdo em amostras muito pequenas (sujeitas a uma maior variabilidade e sem uma
distribuicdo normal dos seus valores) porque, ao ser o valor que divide a distribuicdo pela
metade, € pouco afetada pela existéncia de outliers com valores extremos, ao contrario do
gue acontece com a média aritmética (Potvin & Roff, 1993). Os outliers foram identificados
através do método de Tukey e analisados individual e cuidadosamente, tendo sido mantidos
na grande maioria dos casos (0s casos que foram excluidos serado referidos nos resultados),
uma vez que € praticamente impossivel saber se se tratam de valores realmente aberrantes,
de acordo com as recomendacgfes da IFCC e do CLSI (Geffré et al., 2011).

Realizou-se também uma analise estatistica inferencial, através do recurso ao IBM SPSS
Statistics 20. Devido a pequena dimensdo da amostra e a distribuicdo ndo normal dos
dados, utilizou-se um teste ndo paramétrico (teste Wilcoxon Mann-Whitney), a fim de
verificar diferencas estatisticamente significativas entre grupos de individuos de sexos e
idades diferentes, nas espécies H. ichneumon e V. vulpes. Também se estudou a influéncia
da infecdo por hemoparasitas nos resultados dos parametros analisados nestas duas

espécies.
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3.4. Resultados

3.4.1. Gato-bravo (F. silvestris)

Os resultados dos parametros hematolégicos e bioquimicos da amostra de F. silvestris
serdo apresentados nas Tabelas 9 e 10, respetivamente. Os resultados obtidos foram
comparados com valores de gato-bravo em cativeiro obtidos por Marco et al. (2000) e com
intervalos de referéncia do gato doméstico, segundo Jain (1993) e Latimer (2011).

Na andlise dos pardametros hematologicos verificou-se uma ligeira diminuicdo na contagem
total de eritrécitos, bem como uma elevacdo dos pardametros hemoglobina, volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM). No leucograma, verificou-se neutrofilia e
linfopénia.

Na analise dos parametros bioquimicos, verificou-se uma elevacao da concentracéo
plasmatica de quatro parametros (ureia, CK, fosforo e albumina), sendo que a ureia foi o
parametro que manifestou um aumento mais marcado quando comparado com valores

documentados na literatura.
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a) Par@metros hematologicos

Tabela 9: Estatistica descritiva dos resultados dos parametros hematol6gicos relativos a

espécie F. silvestris.

Valores gato-

Valores ref. gato

Variaveis Unidade Mediana DP  Min. - méx. bravo® domeéstico?
Eritrécitos 10%/L 5.69 4.69 — 6.69 7.85-1141  5.0-10.0
Hematdcrito % 34.9 12.0 23.92-431 31-46 24.0-45.0
Hemoglobina g/dL 16.9 09 16.16-17.64 9.6 -14.9 8.0-15.0
VCM fL 71.2 64.42 — 78.04 34.7-47.7 39.0-55.0
HCM pg 29.8 25.23 - 34.46 10.8-14.6 125-17.5
CHCM g/dL 41.7 214 39.16 -73.73 30.0-34.9 30.0-36.0
Leucocitos 10%/L 15.4 7.25-235 9.20 - 26.10 55-195
Neut. seg. % 83.4 125 73.00-95.00 35-75
Bastonetes % 0.0 0.0 0-3
Linfécitos % 11.6 9.5 2.00-20.51 20-55
Eosinofilos % 2.7 41 0.50-8.50 2-12
Monécitos % 1.3 1.7 0.00-2.50 1-4
Basoéfilos % 0.0 0.0 0.00-0.50 Raros
Neut. seg. 10°/L 14.4 6.53 —22.33 3.68 -14.88 25-125
Bastonetes 10°L 0.00 - 0.52 0.0-0.3
Linfécitos 10%/L 0.53 0.47 -0.58 1.82-7.35 1.5-7.0
Eosinofilos 10°/L 0.13 0.12-0.15 0.29 - 3.68 0.0-1.5
Mondcitos 10%/L 0.29 0.00-0.59 0.11-0.99 0.0-09
Baso6filos 10%L 0 Raros
Réacio N:L 6.4 23.2 3.7-475

®Intervalos de valores hematoldgicos de gatos-bravos (F. silvestris) em cativeiro, obtidos por Marco et

al. (2000).

®Valores de referéncia do gato doméstico, segundo Jain (1993).
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b) Parametros bioquimicos

Tabela 10: Estatistica descritiva dos resultados dos parametros bioquimicos relativos a

espécie F. silvestris.

Variaveis Unidade Mediana DP Min. — méax. Valores gato-  Valores deb
bravo?® referéncia
Ureia mg/dL 1431 21.8 120.5-152.7 15.4-57.3 19-34
Creatinina mg/dL 11 0.4 0.85-1.42 0.77-1.72 09-22
AST ul/lL 63.6 40.6 34.4-100 23-74.0 7-38
ALT ul/L 94.7 9.2 89.2-103.6 22.0-94.2 25-97
CK ul/L 2019.6 888.0 712.6-2080.5 58 — 623 69 — 214
Glucose mg/dL 208.8 87.1 1745 -301.1 101 - 316 60 — 120
Colesterol mg/dL 147.7 42.6 113.3-182.7 43.0-193.0 71 -156
Triglicéridos mg/dL 101.1 23.4 66.2 — 103.5 14.3-106.0 27 -94
BT mg/dL 0.5 0.2 0.44-0.83 0-0.33 0.0-0.1
Sodio mEg/L 154.3 14.1 140 - 161 156 — 172 146 — 156
Potassio mEg/L 4.3 0.5 39-47 4.7-5.6 3.7-6.1
Cloro mEg/L 114.0 3.7 111 -117 118.8 - 130.2 115-130
Célcio total mg/dL 9.6 0.4 9.5-10.1 8.7-11.7
Fésforo mg/dL 6.9 1.8 5.42-8.33 3.0-6.1
PT g/dL 7.9 15 6.4-8.7 7.0-8.8 6.0-79
Albumina g/dL 5.0 1.0 3.46 -5.15 212 -4.27 28-39
Globulina a3 g/dL 0.3 0.2 0.08-0.34 0.2-0.62 0.3-0.9
Globulina a> g/dL 0.6 0.7 0.11-1.24 04-1.13 0.3-0.9
Globulina 8 g/dL 0.9 0.8 0.44 -1.65
Globulina 'y g/dL 1.8 0.8 0.63-1.92 1.01-3.77 1.7-2.7
Alb:Glob 1.2 04 1.18-1.75 0.39-1.48

% Intervalos de valores bioquimicos de gatos-bravos (F. silvestris) em cativeiro, obtidos por Marco et al. (2000).

®Valores de referéncia para gatos domésticos segundo Latimer (2011).

43



3.4.2. Geneta (G. genetta)

Os resultados dos parametros hematoldgicos e bioguimicos da amostra de G. genetta seréo
apresentados nas Tabelas 11 e 12, respetivamente. Nesta espécie, a dimensdo da amostra
permitiu a determinacdo de intervalos da amostra com 90% de confianca, obtidos
estatisticamente através do Reference Value Advisor 2.1.. Nao foram encontrados quaisquer
valores hematolégicos e/ou bioquimicos documentados nesta espécie, para comparacao
dos resultados. N&o obstante, verificou-se que o valor da mediana obtido para a enzima CK
se destaca por ser bastante elevado (3914,6 UI/L).

a) Par@metros hematolégicos

Tabela 11: Estatistica descritiva dos resultados dos parametros hematoldgicos relativos a

espécie G. genetta.

Variaveis Unidade N Med. DP Min. — max. intervalo da
amostra
Eritrcitos 10"/L 10 8.9 2.8 416 - 12.76 27-15.1
Hematdcrito % 10 495 6.6 32.90 - 53.69 34.5-64.5
Hemoglobina  g/dL 10 14.2 4.2 6.65 —20.83 4.8 -23.6
VCM fL 9 50.0 25.8  41.07-118.15 0.0 - 109.4
HCM Pg 8 15.2 4.2 7.38 -19.01 5.3-25.2
CHCM gldL 9 31.9 10.2  13.09 — 42.48 8.3 -55.4
Leucécitos 10°/L 10 7.3 2.7 3.5-11.75 1.2-13.3
Neut. seg. % 12 70.0 14.6  48.50 — 86.50 37.9 - 100
Bastonetes % 12 0.5 0.8 0.00-2.50
Linfécitos % 12 193 10.8  6.00 —37.00 0.0 -43.0
Eosinofilos % 12 8.8 5.8 1.50 — 18.50 0.0-21.6
Monécitos % 12 0.4 1.5 0.00 -5.00
Bas6filos % 12 0.0 0.0 0.00 - 0.50
Neut. seg. 10°/L 10 5.1 2.6 2.07 -10.16 0.0-11.0
Bastonetes 10°/L 10 0.0 0.1 0.00 - 0.15 0.0-0.2
Linfécitos 10°/L 10 1.0 0.8 0.56 —3.23 0.0-2.9
Eosindfilos 10°/L 10 0.6 0.3 0.15-1.06 0.0-13
Monécitos 10°/L 10 0.0 0.2 0.00 — 0.49 0.0-0.4
Basofilos 10°/L 10 0.0 0.0 0.00 - 0.04
Réacio N:L 12 38 4.7 1.36 — 14.58 0.0-14.1
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b) Parametros bioquimicos

Tabela 12: Estatistica descritiva dos resultados dos parametros bioquimicos relativos a
espécie G. genetta.

Variaveis Unidade N  Mediana DP Min. — max.
Ureia mg/dL 4 65.5 48.7 56.5-152.5
Creatinina mg/dL 4 0.7 0.1 0.66 — 0.83
AST ul/L 4 230.4 81.8 87.7 - 243
ALT ul/L 4 149.7 15.7 141.8 -173
CK ul/L 4  3914.6 5325.6  528.9-10054.4
Glucose mg/dL 4 103.2 57.3 60.2 — 153.1
Colesterol mg/dL 3 203.4 16.0 188.4 — 213.8
Triglicéridos mg/dL 3 8.2 16.5 6.9-32.5
BT mg/dL 4 0.3 0.3 0.16 — 0.89
Sodio mEq/L 4 152.7 8.7 143 - 161
Potéassio mEq/L 4 5.1 0.6 43-55
Cloro mEq/L 4 116.6 3.4 114 -121
Célcio total mg/dL 4 9.0 0.5 8.7-9.7
Fosforo mg/dL 4 5.8 1.7 435-7.29
PT g/dL 4 7.1 0.8 6.2-7.8
Albumina g/dL 4 3.1 0.4 2.81-3.61
Globulina a; g/dL 4 0.4 0.1 0.3-041
Globulina a, g/dL 4 1.2 0.2 1-1.35
Globulina 8 g/dL 4 13 0.4 0.84 -1.68
Globulina y g/dL 4 11 0.3 0.82-1.49
Alb:Glob 4 0.8 0.1 0.69 - 0.95
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3.4.3. Sacarrabos (H. ichneumon)

Os resultados dos parametros hematoldgicos e bioquimicos da amostra de H. ichneumon
serdo apresentados nas Tabelas 13 e 14, respetivamente. Nesta espécie, a dimenséo da
amostra (n>20) permitiu o célculo de intervalos da amostra e de intervalos de confianca dos
limites inferiores e superiores, obtidos estatisticamente através do Reference Value Advisor
2.1. Os resultados foram comparados com os valores obtidos por Palomares, Delibes e
Recio (1992) a partir de uma amostra de 5 sacarrabos de vida livre capturados em caixas-
armadilha, no sudoeste de Espanha. Os valores descritos por estes autores servem como
um guia comparativo porque as variaveis a que 0s animais foram sujeitos e a zona
geogréfica foram semelhantes as do presente estudo. Verificou-se que a maioria dos valores
obtidos sdo muito semelhantes em ambos o0s estudos, com apenas algumas discrepancias

pouco marcadas.
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a) Parametros hematol6gicos

Tabela 13: Estatistica descritiva dos resultados dos parametros hematol6gicos relativos a

espécie H. ichneumon.

Variaveis Unid. n Med. DP Min. — max. Intervalo da .IC 99% limite Ic 90% limite Valores de d
amostra inferior superior sacarrabos

Eritrécitos 10%L 23 89 20  3.37-11.30 48-12.9 3.3-64 11.8-144 76-97

Hematécrito % 27 429 56  30.23-59.24 31.3-545 27.4-354 504-57.9 37.0-47.3

Hemoglobina g/dL 27 180 32 862-21.36 11.4-245 9.4-138 222-265 141-16.1

VCM fL 23 476 20.8 37.20-128.64  4.5-90.7 0.0-29.9 63.8-113.0 47.7-49.0

HCM Pg 23 189 9.8  13.11-59.25 0.0-39.1 0.0-121 25.4-50.6 16.6-18.8

CHCM g/dL 27 412 7.9  20.23-56.45 25.0-57.4 202-30.8 51.1-627 34.0-385

Leucécitos 0. 23 98 30  4.75-16.00 3.6-16.0 21-55 141-17.7  10.0-205

Neut. seg. % 27 827 9.7  58.00-91.00 62.8 — 100 56.7-69.3  96.9—100 78 — 87

Bastonetes® % 27 0.0 0.0 0.00 — 2.00

Linfécitos” % 27 16.0 9.4  6.00-40.00 6.1-47.7 50-7.9 347-640 10-18

Eosinéfilos? % 27 0.0 0.0 0.00 - 0.50

Monécitos? % 27 04 1.3 0.00-4.00 4-7

Basofilos® % 27 0.0 0.0 0.00 - 0.50

Neut. seg. 100 23 71 41  0.00-13.92 0.0-15.6 0.0-13 13.3-17.8

Bastonetes®  10%L 23 0.0 0.0 0.00-0.15

Linfécitos® 100 23 11 1.4  0.00-522 0.0-41 0.0-0.0 3.1-54

Eosinéfilos®  10°%L 23 0.0 0.0 0.00-0.07

Mondcitos? 10%L 23 00 0.1  0.00-0.52

Bas6filos® 10%L 23 00 0.0 0.00-0.05

Réacio N:L° 27 5.4 34  1.48-15.00 1.2-144 0.9-18 11.5-17.8

®N4o foi possivel calcular os intervalos da amostra dos parametros Neutréfilos em banda, Eosindfilos, Mondcitos

e Basofilos (quer de valores relativos quer de valores absolutos), porque grande parte dos valores séo nulos e,

como tal, a distribuicdo é ndo normal e ndo simétrica e o Ref. Val. Adv. ndo recomenda o célculo dos intervalos

da amostra.

®Os intervalos da amostra (e respetivos intervalos de confianga) dos parametros Linfocitos (valores relativos) e

Racio N:L foram calculados através do método robusto apds transformagdo Box-Cox dos dados, por

apresentarem uma distribuicdo nédo simétrica.

°N&o se apresentou o intervalo de confianca do limite inferior do intervalo da amostra para os linfécitos (valor

absoluto) porque os valores obtidos foram ambos negativos.

dvalores obtidos por Palomares et al. (1992).
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b) Pardmetros bioquimicos

Tabela 14: Estatistica descritiva dos resultados dos parametros bioquimicos relativos a

espécie H. ichneumon.

Intervalo da IC 90% limite IC 90% limite Valores de

Variaveis Unid. N Med. DP Min. — max. . ) _ P
amostra inferior superior sacarrabos

Ureia mg/dL 20 715 213  36.7-1055  27.1-1160  157-423 104.4 - 127.2 3v-71

Creatinina mg/dL 20 1.0 0.2 0.53-1.6 0.5-15 0.3-0.7 1.3-1.6 0.6-1.0

AST® UL 19 1490 992  852-4807  82.2-4414 153 -301

ALT® UL 19 992 369  562-2039  53.9-210.2 104 - 246

CK UL 20 3343 10574 36.6-2993.3 0.0-2547.4  0.0-0.0 1713.1-3476.4 166-815

Glucose mg/dL 20 1227 342  73.1-188.2  51.2-1942  345-758 174.0 - 214.8 119 -259

Colesterol° mg/dL 20 217.0 1008 128.4-402.0 6.0-428.0 0.0 - 68.4 335.1 - 483.7 180 - 405

TRIG mg/dL 20 191 257  4.7-104.4 4.7-118.1 3.2-75 62.4 - 210.2 6-42

BT mgldL 20 0.4 0.4 0.18 - 1.31 0.0-1.1 08-15 01-03

Sédio® mEg/L 20 1520 4.6 141 - 157 140.6 —160.5 137.8-143.6 157.3-163.5 131-161

Potassio mEglL 20 45 0.5 3.8-58 3.4-56 3.1-38 5.2-6.0 3.9-47

Cloro mEg/L 20 1117 6.3 104 — 126 98.5-1249  943-1022  119.8-129.0

Célcio T mg/dL 20 9.8 0.6 85-11.4 8.5-11.1 10-11

Fésforo mg/dL 20 6.4 1.1 5.27 - 8.77 40-8.8 3.4-48 7.7-96 48-65

PT gldL 20 8.0 0.8 6.8-9.2 6.4-9.6 6.1-6.9 9.1-10.0 7.2-84

Albumina  g/dL 20 4.0 1.0 1.56 — 5.20 2.0-6.1 1.2-29 5.4-6.7

Glob. a; gldL 20 0.2 0.2 0.12-0.74 0.0-0.6 0.0-0.0 0.4-0.7

Glob. a, gldL 20 0.4 0.4 0.17 - 1.51 00-1.1 0.0-0.1 0.6-1.4

Glob. B gldL 20 1.1 0.6 0.26 — 2.52 0.0-2.2 0.0-0.4 1.7-26

Glob. y gldL 20 2.3 0.9 0.64 — 4.09 0.3-4.3 0.0-0.9 3.6-48

Alb:Glob 20 1.0 0.4 0.21-1.81 01-1.9 0.0-0.4 1.6-22

Verificou-se, na base de dados, que o mesmo animal (48EM) apresentava valores extremos das enzimas AST e
ALT (identificados como outliers pelo método de Tukey no Ref. Val. Adv.). No entanto, o valor de CK desse
animal néo foi identificado como outlier, portanto é pouco provavel que o aumento da AST e da ALT tenha sido
devido a lesdes musculares durante o periodo de captura. Assumiu-se que este individuo possui, provavelmente,
uma doenca hepatica e que ndo devia pertencer a populacdo de referéncia para animais saudaveis deste estudo.
Os dados foram analisados através do método robusto apéds tranformacdo Box-Cox, devido ao fato da
distribuicdo ndo ser normal nem simétrica. Como o nimero de individuos analisados foi menor que 20 (n=19), o
Ref. Val. Adv. ndo determinou os intervalos de confianca dos limites superiores e inferiores do intervalo da
amostra.
48



®Os intervalos da amostra obtidos para o Colesterol devem ser utilizados com reserva uma vez que a distribuicdo
€ ndo simétrica e ndo normal.

°A estatistica do parametro Sadio foi efetuada pelo método standard por apresentar uma distribuicio normal e
assimétrica (teste de simetria para o método robusto <0,05).

%valores obtidos por Palomares et al. (1992).

c¢) Influéncia do sexo nos parametros hematoloégicos e bioguimicos

A variacdo na concentracdo dos parametros hematoldgicos e bioquimicos em funcdo do
sexo, ha espécie H. ichneumon, esta representada nas Figuras 12 e 13. Apenas o sddio
(p=0,028; para p<0,05) e o fosforo (p=0,020; para p<0,05) variaram em funcdo do sexo,
sendo que em ambos os casos as fémeas apresentaram valores significativamente mais
elevados que os machos.

N&o foi encontrada qualquer diferenca significativa entre grupos de animais de idades
diferentes.

Figura 12: Concentragdo sérica do sédio (Na) em Figura 13: Concentracdo sérica do fésforo (P)
funcdo do sexo (0O=machos; 1=fémeas), na espécie em fung¢éo do sexo (0O=machos; 1=fémeas), na
H. ichneumon. espécie H. ichneumon.

Independent-Samples Median Test Independent-Samples Median Test

Grand Median = 152 00 Grand Median =5 26

160,00 9,00

155,00 8,00

=
150,00 700

145,00 6,00 g

140,00 T T 5,00

Total N 20 Total N 20
Median 152,000 Median 6265
Test Statistic 5 B30 Test Statistic 7 500

Degrees of Freedom 1 Degrees of Freedom 1

Asymptotic Sig. (2sided test) 017 Asymptotic Sig. 2sided test) 006

Fisher Exact Sig. [2sided test) 028

Fisher Exact Sig. (2sided test) 020
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3.4.4. Fuinha (M. foina)

Os resultados dos parametros hematoldgicos da espécie M. foina serdo apresentados na
Tabela 15. Os valores hematoldgicos obtidos foram comparados com intervalos de
referéncia da espécie Mustela putorius furo (furdo), por pertencer a mesma familia —
Mustelidae — da espécie M. foina. Verificou-se uma ligeira diminuicdo do hematdcrito e da

hemoglobina, bem como neutrofilia com desvio a esquerda e uma ligeira monocitose.

a) Parametros hematolégicos

Tabela 15: Estatistica descritiva dos resultados dos parametros hematologicos relativos a

espécie M. foina.

Variaveis Unidade N Mediana DP Min. — max. Valores dea

referéncia
Eritrécitos 10%/L 2 8.84 7.91-9.77 7.4-13.0
Hematocrito % 4 34.6 13.6 22,73 -50.59 40-70
Hemoglobina g/dL 4 10.6 6.1 4.75-15.81 13.9-219
VCM fL 2 51.0 38.00 - 63.96 49.6 — 60.6
HCM Pg 2 17.2 14.37 - 19.99 16.1-19.3
CHCM g/dL 4 28.7 8.5 20.89 — 37.82 28.7 - 33.7
Leucocitos 10°/L 3 11.3 1.4 10.25-12.50 3.0-16.7
Neut. seg. % 4 81.2 11.9 63.00 — 85.50 17.2-81.9
Bastonetes % 4 1.4 1.1 0.00 - 2.00 00-12
Linfécitos % 4 111 11.4 7.50 — 28.50 12.6 — 80.6
Eosifilos % 4 0.0 0.00 - 1.00 0.0-57
Mondcitos % 4 55 0.9 4.50 - 6.50 0.0-6.5
Basofilos % 4 0.3 0.6 0.00-1.00 00-14
Neut. seg. 10°/L 3 8.7 1.1 8.72-10.31 09-74
Bastonetes 10°/L 3 0.2 0.1 0.00-0.23 0.0-0.1
Linfécitos 10°/L 3 1.2 0.6 0.77 - 1.69 0.6 -10.5
Eosinéfilos 10°/L 3 0.0 0.0 0.00 - 0.00 0.0-0.7
Mondcitos 10°/L 3 0.6 0.2 0.46 — 0.81 0.0-05
Basofilos 10°/L 3 0.0 0.0 0.00 - 0.05 0.0-0.2
Racio N:L 4 7.0 4.8 2.25-11.67

®valores de referéncia de furbes (Mustela putorius furo) obtidos por Hein, Spreyer, Sauter-Louis e

Hartmann (2012).
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b) Parametros bioquimicos
Apenas foi possivel realizar a analise bioquimica de uma fuinha, cujos resultados se

apresentam na Tabela 16.

Tabela 16: Resultados dos pardmetros bioquimicos na unica fuinha (M. foina) capturada.

Variaveis Unidade Valor
Ureia mg/dL 58.9
Creatinina mg/dL 1.01
AST ul/L 338.5
ALT ul/L 85.5
CK ul/L 2383.4
Glucose mg/dL 37.6
Colesterol mg/dL 299.2
Triglicéridos mg/dL 70.6
BT mg/dL 0.37
Sdédio mEqg/L 157
Potéassio mEq/L 8.7
Cloro mEqg/L 118
Célcio total mg/dL 9.1
Fosforo mg/dL 7.05
PT g/dL 8.6
Albumina g/dL 4.49
Globulina a; g/dL 0.14
Globulina a, g/dL 0.86
Globulina 8 g/dL 1.48
Globulinay g/dL 1.63
Alb:Glob 1.09
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3.4.5. Toirdo (M. putorius)
Os resultados dos parametros hematoldgicos relativos a espécie M. putorius serédo

apresentados na tabela 17. Apenas foi possivel realizar a contagem diferencial de leucdcitos

num toirdo, cujo perfil leucocitario se apresenta na tabela 18.

a) Parametros hematolégicos

Tabela 17: Estatistica descritiva dos resultados dos parametros hematoldgicos relativos a

espécie M. putorius.

Variaveis Unidade N Mediana  Min. — max. Valores dea
referéncia

Eritrécitos 10%/L 2 8.3 7.02-9.51 7.4-13.0
Hematdcrito % 2 45.0 38.75-51.22 40-70
Hemoglobina g/dL 2 14.3 14.04 — 14.50 13.9-219
VCM fL 2 56.9 40.75 - 72.96 49.6 — 60.6
HCM pg 2 17.6 15.25 — 20.00 16.1 - 19.3
CHCM g/dL 2 324 27.42 - 37.43 28.7-33.7
Leucocitos 10°/L 2 9.0 4.00 - 14.00 3.0-16.7

®valores de referéncia de furdes (Mustela putorius furo) obtidos por Hein et al. (2012).

Tabela 18: Perfil leucocitario do Unico toirdo (M. putorius) capturado.

Tipo de leucécito % 10°/L
Neut. Segmentados 84.50 11.83
Neut. Banda 0.00 0.00
Linfécitos 13.50 1.89
Eosindfilos 1.00 0.14
Mondcitos 1.50 0.21
Basofilos 0.00 0.00

b) Pardmetros bioquimicos

Nao foi possivel realizar a andlise de pardmetros bioquimicos em nenhum animal desta

espécie.
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3.4.6. Raposa (V. vulpes)

Os resultados dos parametros hematoldgicos e bioquimicos da amostra de V. vulpes seréo
apresentados nas tabelas 19 e 20, respetivamente. Nesta espécie, a dimensao da amostra
permitiu o célculo de intervalos da amostra. Os valores obtidos foram comparados com
valores de referéncia obtidos por Mullineaux, Best e Cooper (2003), para a mesma especie.
Na analise dos parametros hematoldgicos, verificou-se uma diminuicdo na contagem de
eritrocitos, um aumento no volume corpuscular médio (VCM), uma ligeira diminuicdo na
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e ainda uma neutrofilia marcada,
sem desvio a esquerda. Relativamente aos parametros bioquimicos, verificou-se uma

elevacdo em quatro parametros (ureia, AST, CK, cloro e proteinas totais).

53



a) Par@metros hematologicos

Tabela 19: Estatistica descritiva dos resultados dos parametros hematoldgicos relativos a
espécie V.vulpes.

Intervalo da  Valores de

Variaveis Unidade N Med. DP Min. — méx. amostra referancia®
Eritrocitos 10"/L 12 6.8 4.1 1.09-11.48 0.0-15.7 8.6 —10.6
Hematocrito % 15 43.6 13.6 27.68 —78.22 145 -72.7 36 — 55
Hemoglobina g/dL 16 13.4 2.1 7.82-16.42 9.0-17.7 13.4-17.8
VCM fL 10 55.3 1456 37.11-381.28 0.0-384.63 34-49
HCM Pg 11 16.1 455 9.34 -129.18 0.0-117.4 14 - 18
CHCM g/dL 14 32.0 8.5 14.81 — 48.09 13.6 - 50.5 33-37
Leucécitos 10%/L 13 13.3 5.9 3-21.75 0.5-26.1 3.7-79
Neut. seg. % 15 76.6 15.7 37.50 - 97.00 40 - 100

Bastonetes % 15 1.0 2.8 0.00-8.00

Linfocitos % 15 14.1 15.2 1.00 — 53.00 0-50

Eosindfilos % 15 0.7 2.3 0.00 - 6.00

Mondcitos % 15 3.1 3.2 0.50 - 10.50 0-10

Basofilos % 15 0.0 0.0 0.00 - 1.00

Neut. seg.” 10%L 11 108 51 1.13-18.14 0.0-222 1.8-4.8
Bastonetes 10°L 11 01 0.4 0.00 - 1.33 0.0-23

Linfocitos 10%/L 11 1.3 2.3 0.13-6.67 0.0-6.5 09-28
Eosindfilos 10%/L 11 0.1 0.3 0.0-0.94 0.04-1.12
Mondcitos 10%/L 11 0.2 0.8 0.08 -1.85 0.0-20 0.04-0.3
Basofilos 10%/L 11 0.0 0.0 0.00-0.09 <0.06
Racio N:L 13 6.2 28.6 0.73-97.5 0.0-68.4

®De acordo com o descrito por Mullineaux et al. (2003), para a espécie V. vulpes.

®A dimens3o da amostra (12) é inferior a da contagem de leucdcitos (13) devido a exclusdo de dois esfregagos
sanguineos. Um dos esfregacos (raposa RAM1) ndo apresentava qualquer leucocito na observagéo
microscopica. Assumiu-se que tera ocorrido um erro técnico, uma vez que o animal apresentava um bom estado
geral. O outro esfregago (raposa 141NS) nao foi incluido no estudo devido a grande dificuldade de interpretagéo
celular. Encontraram-se muitas células imaturas (desde mieloblastos, pro-mielécitos, mielécitos e metamielécitos
a neutrofilos imaturos), sendo praticamente impossivel diferencia-las entre si e distingui-las de monécitos. Este
animal foi capturado numa armadilha Collarum® que nao foi corretamente ativada, sendo que o lago de metal
prendeu entre as comissuras labiais e 0 0sso occipital. O animal apresentava algumas les@es (lacera¢des nas
comissuras labiais, gengivas e lingua e mobilidade no incisivo superior esquerdo), o que terd desencadeado uma
resposta de stress e inflamatoria muito exuberante a fim de provocar uma neutrofilia com desvio a esquerda

deste calibre. Este animal apresentou o valor maximo de CK (53345,3 UI/L) encontrado neste estudo.
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b) Parametros bioquimicos

Tabela 20: Estatistica descritiva dos resultados dos parametros bioquimicos relativos a

espécie V. vulpes.

Variaveis Unid. N  Med. DP Min. — max. Intervalo da Valores dec
amostra referéncia

Ureia mg/dL 15 727 35.9 38.7-135.3 0.0 — 149.7 14.8-34.0

Creatinina mg/dL 15 0.8 0.4 0.53-1.93 0.0-1.7 0.7-1.3

AST? ul/L 15 173.3 1145.3 44.6 —4317.9 453 -7897.4 24 - 96

ALT ul/L 15 112.8 173.4 38.6 — 526 0.0-484.7 <117

CK ul/L 15 1612.0 15584.8 271.1-53345.3 0.0-35038.0 22— 242

Glucose mg/dL 15 979 35.9 7.5-143.4 20.8 -175.0 87.2-160.5

Colesterol mg/dL 15 190.6 52.6 132.3-337.1 77.7-303.4 129.3 - 262.2

Triglicéridos mg/dL 15 334 17.4 16.5-79.4 0.0-70.7

BT mg/dL 15 0.8 0.7 0.34-2.94 0.0-2.2 04-1

Sodio mEq/L 15 148.5 6.6 138 — 162 134.4 - 162.6 135-151

Potassio mEq/L 15 44 0.7 3.7-57 28-59 4-48

Cloro mEq/L 15 116.5 51 108 — 125 105.6 —127.4 111 -117

Célcio total mg/dL 15 9.7 1.7 4.6 -10.9 6.0-13.4 8-10.6

Fésforo mg/dL 15 6.8 2.0 4.09-11.41 2.6-11.0 25-6.9

PT g/dL 15 6.8 0.8 58-8.2 51-8.6 4.7-6.5

Albumina g/dL 15 33 0.7 2.19-4.47 1.8-4.8 29-37

Globulina a;” g/dL 15 03 0.1 0.05-0.35 0.1-0.5

Globulina a> g/dL 15 0.7 0.2 0.2-1.03 0.2-1.2

Globulina 8 g/dL 15 1.2 0.9 0.37-2.97 0.0-3.3

Globulina y° g/dL 15 11 0.8 0.37-2.7 0.0-3.0

Alb:Glob 15 1.0 0.4 0.53-1.64 01-138

valores obtidos através do método robusto ap6s transformacdo Box-Cox dos dados.

PValores obtidos através do método standard.

“De acordo com Mullineaux et al. (2003).
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c¢) Influéncia do sexo e da idade nos para@metros hematolégicos e bioquimicos

A variacdo da concentracdo dos parametros hematoldgicos e bioquimicos analisados na
espécie V. vulpes esta representada em funcdo do sexo nas Figuras 14 e 15 e em fungéo da
idade nas Figuras 16 e 17. Verificou-se que 0s machos apresentaram concentragdes séricas
de globulina a, (p=0,041; para p<0,05) e potassio (p=0,041; para p<0,05) significativamente
mais elevadas que as fémeas, nesta espécie. Para além disto, os animais adultos
apresentaram valores de hematdcrito (p=0,041; para p<0,05) e de creatinina (p=0,007; para

p<0,05), significativamente mais elevados que 0s animais juvenis.

Figura 14: Concentragdo sérica do potassio (K)  Figura 15: Concentragéo sérica da globulina a,

em tuncdo do sexo (O=machos; 1=fémeas), na em fungdo do sexo (0O=machos; 1=fémeas), na

espécie V. vulpes. espécie V. vulpes.

Independent-Samples Median Test Independent-Samples Median Test
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Figura 16: Concentracéo sérica de creatinina Figura 17: Hematécrito em funcdo da idade

em funcdo da idade (O=juvenis; l=adultos), (O=juvenis; 1=adultos), na espécie V. vulpes.

na espécie V. vulpes.
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3.4.7. Lesdes de captura

Como ja foi referido, a captura consiste hum momento altamente stressante para o animal,

gque desencadeia uma série de respostas comportamentais, fisicas e fisiol6gicas. Durante o

periodo de captura, o animal debate-se na tentiva de se libertar, podendo provocar algumas

lesBes de captura, sobretudo a nivel das unhas, almofadass plantares, chanfro e dentes. As

espécies que apresentaram mais lesdes de captura foram a G. genetta (47,6%) e a V.

vulpes (45,8%), sendo que a maioria dos traumatismos sofridos foram ligeiros, de acordo

com a escala de tramatismo definida pelo 1ISO Technical Committee 191 (ISO 10990-5

1999). Todas as lesdes encontradas nas varias espécies estao discriminadas na Tabela 21.

Tabela 21: Numero absoluto, frequéncias relativas, descri¢cdo e classificacdo das lesGes de

captura encontradas nas espécies capturadas.

T Lesdes Classificagéo do
Descricdo das lesbes encontradas® traumatismo®
n N %

F. silvestris 4 1 25 Abrasdo cutanea na zona do chanfro (n=1) Ligeiro
Abras@o cutdnea na zona do chanfro, com ou sem Ligeiro
alopécia (n=7)

G. genetta 21 10 47.6 Erosédo das almofadas plantares ou digitos (n=2) Ligeiro
Fratura dentaria permanente (n=1) Moderado
Laceracdo superficial do labio (n=1) Ligeiro
Fratura dentaria permanente (n=6) Moderado

W ichneumon 34 11 32.4 Erosdo ou laceracdo das almofadas plantares e/ou Ligeiro
digitos (n=5)

Abras@o cutanea na zona no chanfro (n=3) Ligeiro

M. foina 7 0 0

M. putorius 3 0 0
Eroséo ou laceracdo das almofadas plantares (n=6) Ligeiro
Fratura dentaria permanente (n=5) Moderado

V. vulpes 24 11  45.8 Laceracao dos labios ou comissuras labiais (n=2) Ligeiro
Escoria¢cBes na regido cervical (n=1) Ligeiro
Laceracdo das gengivas e lingua (n=1) Moderado

®Muitos animais apresentavam varias tipos de lesées de captura concomitantes.

®De acordo com a escala de traumatismo definida pelo 1ISO Technical Committee 191 (ISO 10990-5
1999), adaptado de Harris et al. (2006).
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3.4.8. Hemoparasitas

a) Gato-bravo (F. silvestris), fuinha (M. foina) e toir&o (M. putorius)

Nestas espécies nao foram encontrados quaisquer parasitas sanguineos.

b) Geneta (G. genetta)
Dos 12 esfregacos sanguineos analisados, 6 (50%) apresentaram infecdo por Mycoplasma.
Nos restantes 6 esfregacos ndo foram encontrados quaisquer parasitas sanguineos.

¢) Sacarrabos (H. ichneumon)

Dos 28 esfregacos observados, 16 (57,1%) apresentaram infeccdo por Mycoplasma,
enquanto nos restantes 12 (42,9%) néo foi encontrada a presenca de qualquer parasita.
Verificou-se estatisticamente que a infecdo por Mycoplasma afeta o hematdcrito nesta
espécie (Figura 18).

Figura 18: Hematdcrito em fungéo da infecdo por Mycoplasma (O=sem evidéncia de infec¢ao;

1=infecao por Mycoplasma spp.) na espécie H. ichneumon.
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d) Raposa (V. vulpes)

Foram analisados 17 esfregagos sanguineos pertencentes a espécie V. vulpes. Verificou-se
uma elevada prevaléncia de Mycoplasma (64,7%), sendo que 52,9% das raposas
apresentaram uma infecdo exclusivamente por Mycoplasma e duas raposas (11,8%)
apresentaram uma co-infecdo por Mycoplasma e Hepatozoon. Do total de raposas
analisadas, 5,9% apresentava exclusivamente uma infegéo por Hepatozoon.

N&o foi possivel encontrar nenhum tipo de parasita sanguineo em cinco (29,4%) das
raposas analisadas (Figura 19). Na Figura 20 pode observar-se um exemplar de
Mycoplasma e na Figura 21 encontram-se dois exemplares de Hepatozoon. Verificou-se que
a infecdo por Mycoplasma influencia a concentracdo sérica de glucose, nesta espécie
(Figura 22).

Figura 19: Representacdo grafica das prevaléncias de infecbes com hemoparasitas

encontradas na espécie V. vulpes, em percentagem.

m Mycoplasma
m Hepatozoon
Co-infecéo

® Sem achados

5,9%

Figura 20: Mycoplasma (seta preta) em sangue Figura 21: Hepatozoon (2 exemplares, setas
periférico de sacarrabos (H. ichneumon), pretas) em sangue periférico de raposa (V.
observado ao microscépio 6tico com a objetiva  vulpes), observado ao microscopio 6tico com a
de imersdo (ampliacdo de 1000x) (fotografia objetiva de imersdo (ampliacdo de 1000x)

original). (fotogradia original).
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Figura 22: Concentracdo sérica de glucose (GLU) em funcdo da infecdo por Mycoplasma

(O=sem evidéncia de infecao; 1=com infecao por Mycoplasma), na espécie V.vulpes.
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3.4.9. Eritrécitos falciformes na espécie G. genetta
A percentagem de eritrécitos falciformes encontrada nos 4 esfregagos de sangue periférico
analisados foi de 36,6%. Na Figura 23 podem observar-se muitos eritrécitos falciformes, que

se distinguem facilmente dos eritrocitos morfologicamente normais.
Figura 23: Eritrocitos falciformes (setas pretas) num esfregaco de sangue periférico da

espécie G. genetta, observado na objetiva de imersdo (ampliagdo de 1000x) (fotografia
original).
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3.5. Discussao

3.5.1. Parametros hematol6gicos

a) Contagem total de eritrocitos, hematoécrito e hemoglobina

No geral, os resultados destes parametros ndo se distanciam muito dos limites descritos por
outros autores para as mesmas espécies ou para espécies filogeneticamente préximas
(Palomares et al., 1992; Jain, 1993; Marco et al., 2000; Mulineaux et al., 2003; Hein et al.,
2012). No gato-bravo e no sacarrabos, a concentracdo de hemoglobina encontrada é
ligeiramente mais elevada que o descrito por Marco et al. (2000) e Palomares et al. (1992),
respetivamente. Smith & Rongstad (1980) consideram que a hemoglobina pode ser um
indicador da nutricAo a longo prazo. Segundo Rovira et al. (2008) os parametros
eritrocitarios (contagem de eritrocitos, concentragdo de hemoglobina e hematdcrito)
aumentam ap6s um periodo de atividade fisica intensa, devido a conjugacao de dois fatores:
contracao esplénica e hemoconcentragdo secundaria a desidratacdo. Marks (2010) também
concluiu que a exaustao fisica e a desidratacdo que ocorrem durante o periodo de captura
séo suficientes para provocar o aumento do hematdcrito.

Na raposa, a contagem de eritrécitos encontrou-se abaixo do limite descrito por Mullineaux
et al. (2003). Nesta espécie, 0os animais adultos apresentaram um valor de hematdcrito
significativamente mais elevado que os animais juvenis, o que estd de acordo com os
resultados obtidos por Smith & Rongstad (1980), em coiotes (Canis latrans). Este autores
consideram que as diferengas encontradas entre as duas faixas etarias refletem as
diferencas nutricionais entre juvenis e adultos. Poder-se-ia também supor que a resposta
fisiol6gica de stress é mais marcada em raposas adultas que em juvenis, uma vez que 0
stress de captura pode contribuir para o0 aumento do hematocrito (por provocar contracao
esplénica e desidratracdo) (Smith & Rongstad, 1980; Rovira et al., 2008; Marks, 2010).

As pequenas discrepancias encontradas na comparacdo com estudos anteriores
(Palomares et al., 1992; Jain, 1993; Marco et al., 2000; Mulineaux et al., 2003; Hein et al.,
2012) sugerem que estes parametros (contagem de eritrcitos, hematdcrito e hemoglobina)
foram pouco afetados pelos fatores stressantes a que o animal esteve sujeito durante o
processo de captura e manipulacdo. De fato, € mais provavel que as diferencas encontradas
se devam a margem de erro que ocorre inevitavelmente nas técnicas hematolégicas
utilizadas.

Apesar da determinagdo do hematdcrito ser uma das técnicas hematoldgicas mais precisas,
podem ocorrer alguns erros relacionados com leituras incorretas (que podem ocorrer, por

exemplo, quando o sangue ndo € devidamente remisturado antes do enchimento do tubo
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capilar ou quando a leitura se faz acima do buffy coat), com altas concentracdes de EDTA
(que provoca a retracao dos eritrécitos — diminuindo o hematdcrito — e altera a morfologia
celular) ou com imprecisdes na centrifugacéo (Torrance, 2000; Voigt, 2000; Willard, Tvedten
& Turnwald, 2000; Villiers, 2005).

O método manual de contagem celular no hematocitometro implica um erro estatistico de 10
a 20% (Torrance, 2000; Voigt, 2000; Stockham & Scott, 2008; Latimer, 2011). Os erros
inerentes a técnica incluem: diluicbes incorretas, homogeneizacao incompleta (do sangue
com a solucdo de Natt & Herrick’s), presenca de sangue na ponta da pipeta, enchimento
inadequado da camara de Neubauer, luminosidade ndo ajustada e dificuldade em focar as
células que nado assentaram no plano (Voigt, 2000). Ao longo do periodo total do presente
estudo, esta técnica foi realizada por varios operadores, o que também acresce alguma
variabilidade ao método. O ponto mais critico identificado a posteriori foi a homogeneizagéo
da solucdo de Natt & Herrick's com o sangue antes do enchimento da camara (passo
fundamental quando as contagens ndo eram feitas imediatamente ap6s a diluicdo),
procedimento que nem sempre foi efetuado corretamente, por falhas do operador. Por todos
0s motivos enumerados, a técnica de contagem manual é considerada pouco precisa e de
valor limitado (Stockham & Scott, 2008; Latimer, 2011) e, como tal, é necessario fazer uma
analise cuidada dos resultados obtidos. Nao obstante, esta técnica torna-se necessaria em
muitas espécies silvestres, uma vez que 0s equipamentos de leitura automatica estdo

desenhados sobretudo para a analise das espécies domésticas.

b) indices eritrocitarios (VCM, HCM e CHCM)

Estes indices encontraram-se bastante alterados em todas as espécies quando comparados
com valores relatados na literatura, com excecao da fuinha. Uma vez que o célculo destes
indices foi efetuado manualmente, as suas alteracfes refletem a variagdo nos parametros a
partir dos quais foram calculados.

No caso do gato-bravo, os trés indices encontraram-se acima do descrito quer por Jain
(1993), quer por Marco et al. (2000). Na raposa, o volume corpuscular médio (VCM)
encontrou-se apenas ligeiramente acima do descrito por Mullineaux et al. (2003). O VCM
varia diretamente em funcdo do hematdcrito e inversamente em funcdo da contagem de
eritrocitos. O fato da contagem de eritrocitos ter sido baixa nesta espécie explica os
resultados obtidos.

A concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) é o indice eritrocitario mais
preciso porque o seu célculo ndo requer a contagem de eritrocitos (Latimer, 2011), o que é
particularmente importante nos casos em que essa contagem € obtida através de métodos
pouco sensiveis. A CHCM encontrou-se ligeiramente elevada no gato-bravo e no

sacarrabos, o que reflete a concentracdo de hemoglobina elevada nessas espécies. Este
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indice também se pode encontrar falsamente elevado quando ocorre hemdlise durante ou
apés a colheita sanguinea, traduzindo uma contagem de eritrécitos ou um hematdcrito
erroneamente baixos. As principais causas para esta alteragdo incluem uma succgdo
excessiva na agulha, uma agitacdo excessiva do sangue no tubo e um armazenamento

prolongado e/ou a altas temperaturas (Villiers, 2005).

c) Contagem total de leucécitos e leucograma

As contagens totais de leucdcitos enquadraram-se dentro dos intervalos descritos por outros
autores, exceto nas espécies sacarrabos e raposa. No sacarrabos, o numero total de
leucécitos obtido foi ligeiramente inferior ao descrito por Palomares et al. (1992). Pelo
contrario, na raposa 0 niumero obtido foi bastante superior ao descrito por Mullineaux et al.
(2003). White, Kreeger, Seal e Tester (1991) concluiram que raposas (V. vulpes) capturadas
apresentavam uma maior contagem leucocitaria, com neutrofilia e linfopénia significativas,
em comparagdo com 0 grupo controlo (raposas ndo capturadas), tal como havia sido
confirmado pelos mesmos autores num estudo anterior (Kreeger et al.,, 1990b). Noutros
estudos efetuados em canideos domésticos e silvestres verificou-se também neutrofilia e
linfocitose perante situacdes stressantes (Bergeron et al., 2002; Marks, 2010). Em texugos
(Meles meles), a contagem de neutréfilos é considerada um indicador de bem-estar animal
(Montes, McLaren, MacDonald & Mian, 2004).

Esta leucocitose com neutrofilia, encontrada na maioria das espécies aqui estudadas traduz
muito provavelmente a resposta fisioldgica dos animais aos fatores stressantes a que
estiveram sujeitos. Nestas circunstancias, a leucocitose € mediada essencialmente pela
acao de catecolaminas (nomeadamente a epinefrina) e de corticosterdides (Jain, 1993). A
libertacdo de epinefrina provoca uma leucocitose rapida e transitéria (que normalmente dura
menos que 30 minutos), caracterizada por neutrofilia e/ou linfocitose. Ao contrario do que
acontece com as catecolaminas, a libertacdo de corticosterdides pelo cortex da adrenal
provoca uma resposta demorada, que se manifesta algumas horas ap6s o inicio do estimulo
stressante (que neste caso é a captura) através do tipico leucograma de stress (neutrofilia,
linfopénia e eosinopénia) (Jain, 1993). Como tal, a neutrofilia existente no momento da
colheita sanguinea pode refletir a ativacdo do sistema hipotalamico-hipofisario-
adrenocortical que se inicia com a captura, a estimulagdo do sistema simpatico-
adrenomedular que ocorre nos picos de maior stress para o0 animal ou, muito
provavelmente, ambas (Kreeger et al., 1990b).

Rovira et al. (2008) verificaram ainda que se desenvolve uma leucocitose fisiologica em
resposta ao exercicio fisico em cdes devido a uma mobilizacdo de leucécitos do pool

marginal para a circulacéo devido & a¢éo de catecolaminas.
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Ao analisar o leucograma das varias espécies, a caracteristica mais predominante e comum
foi a neutrofilia madura, encontrada no gato-bravo, na fuinha e na raposa, o que pode indicar
um padrdo leucocitério inflamatorio e/ou de stress (Torrance, 2000).

No gato-bravo verificou-se também linfopénia. Na fuinha verificou-se neutrofilia com desvio a
esquerda, linfopénia e ligeira monocitose, o que pode corresponder a um padréo
inflamatorio (Torrance, 2000), apesar de ndo ser ter encontrado nenhuma lesé@o de captura
nesta espécie.

A caracteristica mais marcante do leucograma da raposa foi a neutrofilia madura massiva, o
gue se deve provavelmente a conjugacao de dois fatores: stress de captura e inflamacéo
resultante das lesGes de captura (Torrance, 2000). Esta espécie, a par da geneta, foi a que
manifestou um comportamento mais agitado perante a presenca humana. Foi também
nestas duas espécies que se verificou a maior percentagem de animais com lesdes de
captura (47,6% na geneta e 45,8% na raposa), como se pode ver na Tabela 20. A maioria
das genetas apresentou abrasdes cutdneas na zona do chanfro com ou sem alopécia,
enguanto nas raposas as lesdes mais comuns foram a fratura dentaria permanente
juntamente com a laceracdo ou escoriacdo das almofadas plantares, dos labios e/ou do
pescoco. Estas lesdes podem ter desencadeado uma resposta inflamatoria (para além da
resposta fisiolégica ao stress), suscetivel de adulterar muitos dos parametros fisiolégicos
aqui analisados.

E de salientar que o leucograma obtido a partir da observacéo de esfregacos sanguineos
esta sujeito a alguma margem de erro, como qualquer técnica manual. Geralmente, 0s
principais problemas prendem-se com a ma qualidade da coloracdo e com dificuldades na
interpretacdo celular (Cowell, Tyler & Meinkoth, 1999; Voigt, 2000). O EDTA preserva a
morfologia celular em amostras refrigeradas até 4 horas, sendo que as alteracdes celulares
aumentam com o passar do tempo (Cowell et al., 1999; Voigt, 2000). Infelizmente, os
esfregacos sanguineos ndo foram realizados imediatamente apos a colheita sanguinea, o
gue pode ter implicado alguma perda de qualidade nos detalhes celulares. Apesar das suas
limitacdes (nomeadamente a subjetividade inerente, que diminui com a pratica), esta técnica
continua a ser uma ferramenta valiosa e insubstituivel na analise hematoldgica, sobretudo

em espécies silvestres.

d) Racio neutroéfilos:linfécitos

Davis et al. (2008) consideram que a avaliacao do perfil leucocitario € uma ferramenta muito
util e pratica para veterindrios, bidlogos e ecologistas na avaliacdo da resposta de stress em
animais vertebrados, nomeadamente em espécies silvestres. Este método representa uma
alternativa pouco dispendiosa e pratica a cladssica medicdo de niveis plasmaticos de

hormonas glucocorticéides, como o cortisol (Davis et al, 2008; Marks, 2010). Uma vez que o
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namero de neutréfilos e linfécitos variam em sentidos opostos, pode utilizar-se o racio
neutrofilos:linfocitos (récio N:L), que é diretamente proporcional aos niveis de hormonas
glucorticéides no sangue, para quantificar a resposta fisiolégica do animal ao stress (Davis
et al., 2008).

Num estudo em humanos, Zahorec (2001) concluiu que a relagao entre os neutréfilos e os
linfécitos durante o desenvolvimento da resposta inflamatéria, expressa no racio
neutrofilo:linfocitos, € um método simples, rapido e fidvel para caracterizar a gravidade do
stress ou da inflamacdao sistémica. O autor comprovou que, sob condi¢des fisiol6gicas, este
racio € menor que 5, ou seja, a percentagem de neutréfilos é menor que 75% e a
percentagem de linfocitos € maior que 15%. Em condi¢bes patolégicas (como na inflamacéao
sistémica), este racio sobe para valores maiores que 6 (o que traduz a neutrofilia e/ou
linfocitose presentes).

Em animais saudaveis, o niumero de neutréfilos excede, na grande maioria dos casos, 0
namero de leucécitos, ou seja, o racio N:L é sempre maior que um (Jain, 1993). Em caes
este racio é igual a 3,5 e em gatos é igual a 2 (Villiers, 2005). Marks (2010) obteve um racio
neutrdfilos:linfécitos igual a 4 numa amostra de 8 raposas capturadas em caixas-armadilha e
concluiu que este racio € um bom indicador do stress de captura, sobretudo porque parece
ser menos afetado pela manipulacéo e colheita de amostras que os restantes indicadores
fisiolégicos.

Os réacios obtidos nas espécies de carnivoros silvestres estudadas foram ligeiramente
superiores aos valores descritos por Zahorec (2001) e Marks (2010), apesar da comparacéo
interespecifica ndo ser cientificamente valida. A espécie onde se verificou um racio mais
elevado foi a fuinha. Uma hip6tese que se propbe é o fato de metade dos animais desta
espécie terem necessitado de reforco anestésico (uma percentagem muito superior as
restantes espécies), 0 que com certeza constituiu um fator adicional de stress, sobretudo

devido ao contacto forgado com o homem durante um maior periodo de tempo.

3.5.2. Parametros bioquimicos

a) Ureia e creatinina

Os valores de ureia obtidos foram significativamente mais elevados que os descritos por
outros autores, em todas as espécies. As maiores discrepancias foram encontradas no gato-
bravo e na raposa, provavelmente porque os resultados foram comparados com intervalos
de referéncia de animais da mesma espécie mantidos em cativeiro (Marco et al., 2000;
Mullineaux et al., 2003; Moen et al., 2010), em que a alimentacdo é extremamente
controlada. Por sua vez, os valores do sacarrabos foram comparados com valores obtidos

por Palomares et al. (1992) a partir de sacarrabos de vida livre capturados em caixas-
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armadilhas (condi¢cdes semelhantes as do presente estudo), dai a grande proximidade dos
resultados.

Os valores elevados de ureia encontrados no gato-bravo e na raposa devem-se
provavelmente a sua dieta altamente proteica (Fuller et al., 1985; Marco et al., 2000) ou a
qualquer fator que provogue um aumento na taxa de catabolismo de proteina enddgena
(independentemente da dieta ou funcao renal), como por exemplo exercicio prolongado e
vigoroso (Squires, 2005), o que seria de esperar num animal silvestre de vida livre. O fato de
se encontrar uma elevacdo na concentracdo plasmatica de ureia em varias espécies de
animais silvestres de vida livre (comparativamente as mesmas espécies em cativeiro), leva a
crer que este parametro pode ser utilizado como um guia para a ingestao proteica, nas
populacbes de animais silvestres (Seal, Verme, Ozoga & Erickson, 1972). Também a
desidratacdo secundaria a privacdo de agua e a atividade fisica do animal durante o periodo
de captura poderia levar a um aumento da concentragdo plasmética de ureia (Marks, 2010;
Moen et al., 2010).

Comparando os valores de ureia das varias espécies, 0 gato-bravo destaca-se por
apresentar valores bastante elevados. O gato-bravo (a par da geneta) é uma espécie
intermédia entre os tipicos generalistas (por exemplo a raposa e a fuinha) e os carnivoros
especialistas (como o lince-ibérico) (Virgds et al., 1999). Os micromamiferos (sobretudo
roedores) sdo 0s principais constituintes da sua dieta (Sarmento, 1996; Virgos et al., 1999;
Castro, 2012), o que poderia explicar as altas concentracdes de ureia plasmatica. Para tirar
conclusdes mais fundamentadas, seria essencial estudar a dieta destas seis espécies de
carnivoros (através de analises fecais, por exemplo) na regido geografica abrangida por este
estudo.

A possibilidade de os animais sofrerem de doenca renal € pouco provavel porque os valores
de creatinina de todas as espécies enquadraram-se nos intervalos de referéncia descritos e
porque nenhum dos animais analisados apresentava sinais de mau estado geral
caracteristicos de doenca renal grave.

O fato de raposas adultas apresentarem concentragfes de creatinina sérica mais elevadas
em comparagao aos juvenis pode ser explicado pela maior atividade fisica dos adultos na
captura, com desenvolvimento de uma eventual rabdomiélise (Latimer, 2011). No entanto,
esta hipotese teria que ser suportada por outros dados, nomeadamente diferencas entre
grupos de diferentes idades relativamente as enzimas que refletem lesdo muscular

(sobretudo a CK e a AST), o que néo se verificou.

b) Enzimas hepéticas e/ou musculares
As enzimas hepaticas e/ou musculares (AST, ALT e CK) foram as que manifestaram

aumentos mais marcados quando comparados com valores documentados na literatura.
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Na raposa, a AST encontrou-se bastante acima do descrito por Mullineaux et al. (2003). Nas
restantes espécies, encontrou-se dentro dos limites descritos.

A ALT encontrou-se apenas ligeiramente aumentada no gato-bravo relativamente ao
descrito por Marco et al. (2000). Nas restantes espécies encontrou-se dentro dos intervalos
descritos.

A CK foi a enzima que manifestou valores mais exuberantes em qualquer uma das espécies
estudadas.

O aumento da concentragdo plasmatica das enzimas com origem muscular foi ja descrito
em varias espécies de animais silvestres como consequéncia de exercicio fisico vigoroso,
lesGes musculares resultantes da captura (como miopatia de captura ou rabdomidlise de
exercicio) e agitacdo antes da manipulacdo, ou seja, estas enzimas sdo excelentes
indicadores de stress fisico nestes animais (Fuller et al., 1985; Marco et al., 2000). Kreeger
et al. (1990b) concluiram que a causa mais provavel para a elevacdo destas enzimas em
carnivoros silvestres é uma rabdomidlise de exercicio, confirmada pelos achados
histopatol6gicos em raposas capturadas pelos mesmos autores. Bartsch, McConnell, Imes e
Schmidt (1977) também concluiram que animais sujeitos a exercicio fisico intenso
apresentavam frequentemente edemas, equimoses, congestdes, miosites e hemorragias
agudas, o que é suscetivel de provocar grandes aumentos na concentragcdo plasmatica de
CK. Como tal, os aumentos da concentracdo plasmatica da CK deveram-se, muito
provavelmente, ao desenvolvimento de uma rabdomidlise de exercicio associada a intensa
atividade fisica do animal, bem como a les6es de captura, que ocorreram durante o periodo
da captura, cuja duracao foi muito variavel. Poder-se-ia pensar que a quantidade de lesdes
de capturas esta diretamente relacionada com o tempo na armadilha. No entanto, Kreeger et
al. (1990b) verificaram que ndo ha relagdo entre o tempo na armadilha (2 horas versus 8
horas) e os resultados dos parametros bioquimicos, o que sugere que as alteracdes
ocorrem nas primeiras 2 horas. No presente estudo, néo foi possivel determinar o intervalo
de tempo entre a captura e a manipulacao, devido a falta de meios visuais, o que diminuiu
as possibilidades de uma interpretacdo mais rigorosa destes valores.

Segundo Marks (2010), os valores plasmaticos de CK estdo relacionados com o tipo de
armadilha, sendo muito mais elevados em armadilhas de lagco do que em caixas-armadilha
ou em capturas com dardo. White et al. (1991) verificaram que raposas capturadas em
caixas apresentavam niveis mais baixos de CK e AST em comparagdo com raposas
capturadas em armadilhas de lago de perna. Efetivamente, os valores maximos (38432,5
UI/L e 53345,3 UI/L) de CK encontrados no presente estudo pertencem a duas raposas
capturadas em armadilhas Collarum®, sendo que ambas apresentavam lesfes de captura.
Nestas armadilhas, a raposa mantém o contacto com o solo e pode movimentar-se num raio

de cerca de um metro em torno da estaca, o que lhe possibilita uma maior amplitude de
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movimentos. Desta forma, o animal esta sujeito a esticdes e lesdes enquanto se debate
para se libertar. Nas caixas-armadilha o animal parece ter mais no¢do dos limites fisicos
com que se depara, 0 que se traduz numa menor atividade fisica (Marks, 2010). Teria sido
muito interessante avaliar estatisticamente as respostas fisiologicas da espécie V. vulpes em
funcdo do tipo de armadilha utilizado (caixas-armadilha ou Collarum®), mas a grande

disparidade na dimens&o dos grupos ndo permitiu realizar essa analise.

¢) Glucose

Os valores de glucose obtidos encontraram-se dentro dos limites definidos por outros
autores para as mesmas espécies silvestres. No entanto, quando comparada com valores
de referéncia do gato doméstico, a concentracdo plasmatica de glucose do gato-bravo
encontrou-se bastante elevada, o que pode ser explicado pelo stress de captura. Em gatos
domésticos, o stress associado a colheita de sangue (sobretudo se o animal se debater)
pode implicar o aumento dos valores de glucose para mais de 300-400 mg/dl (Marco et al.,
2000). Esta hiperglicémia fisiolégica induzida pelo stress € consequéncia da libertacdo de
catecolaminas (promotoras da glicogenolise) e da libertacdo de corticosteréides enddgenos
(promotores da gluconeogénse) (Latimer, 2011).

Outra hipotese para a ligeira hiperglicémia encontrada nestas espécies é a administragéo de
farmacos. Num estudo efetuado em ratinhos previamente alimentados, os autores
verificaram que a administracdo intramuscular de quetamina e xilazina provocou um
aumento na concentracdo plasméatica de glucose duma forma tempo-dependente (Saha,
Xia, Grondin, Engle & Jakubowski, 2005). Esta alteracdo foi também associada a alteracdes
nos niveis plasmaticos das hormonas que regulam a glicémia: os niveis de insulina, ACTH e
cortisona/corticosterona diminuiram, enquanto os niveis de glucagon e hormona do
crescimento aumentaram. A hiperglicémia resultante da anestesia pode ser, entao,
consequéncia duma maior libertacdo de glucose na corrente sanguinea, secundaria a uma
maior producdo hepética (glicogendlise e gluconeogénese) e/ou duma supressdo do
consumo de glucose pelos tecidos devido a niveis baixos de insulina. Os autores inferiram
ainda que, uma vez que a hiperglicémia foi revertida com a administragdo de iombina, as
alteracdes nas hormonas reguladores da glicémia sdo, em grande parte, mediadas pelos
recetores a,-adrenérgicos.

Uma vez que os farmacos utilizados na contengdo quimica foram a quetamina e a
medetomidina (que pertence a familia dos agonistas dos recetores a,-adrenérgicos, tal como
a xilazina), pode concluir-se que os efeitos biolégicos terdo sido semelhantes aos descritos
no estudo referido, o que explicaria, a par do stress da captura e manipulacdo, a ligeira

hiperglicémia encontrada.
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d) Lipidos plasmaticos: colesterol e triglicéridos

No geral, as concentragdes de lipidos plasmaticos (colesterol e triglicéridos) encontraram-se
dentros dos limites definidos. E interessante salientar que as concentracdes de triglicéridos
encontradas em todas as espécies (com exe¢do do gato-bravo) foram muito baixas quando
comparadas com os valores destes parametros definidas por Latimer (2011) para as
espécies domésticas (cdo e gato). Fatores como o exercicio fisico, a dieta, a condigcéo
corporal e o ciclo reprodutivo afetam a atividade plasmatica destes lipidos (Latimer, 2011).
Como tal, as diferencas na dieta e na atividade fisica dum animal silvestre relativamente a
um animal doméstico podem explicar a discrepancia dos valores.

No gato-bravo verificou-se uma ligeira elevacédo do valor maximo de triglicéridos acima do
limite de referéncia do gato doméstico. Esta avaliacdo tem valor limitado porque a amostra
de sangue pode ter sido colhida no periodo de 4 a 6 horas de hipertrigliceridémia pés-
prandial (Latimer, 2011).

e) Bilirrubina total

Verificou-se hiperbilirrubinémia no gato-bravo e no sacarrabos. Normalmente, esta alteracao
estd associada a estados patolégicos (como doenca hepatica), mas alguns autores
consideram que também pode ser devida a uma hemdlise aguda que pode ocorrer em
casos de atividade fisica intensa (Eichner, 1985; Kreeger, Seal, Tester, Callahan & Beckel,
1990a). Em humanos, o exercicio fisico intenso desencadeia uma resposta inflamatoria
suscetivel de provocar alteragbes eletroliticas e aumento da osmolaridade plasmatica e
viscosidade por desidratacdo e acidose. A hipoglicémia e a hipertermia resultantes também
afetam a resisténcia osmoética dos eritrocitos. Todas estas alteragcdes bioquimicas levam a
um maior grau de lesédo eritrocitaria e, como tal, a uma maior taxa de hemolise intravascular
(Santos-Silva et al., 2001; Robinson, Cristancho & Boning, 2006). Apesar deste efeito ndo
ter sido comprovado em carnivoros silvestres, uma possivel explicacdo para o aumento da

concentracdo de bilirrubina é a exaustéo fisica do animal durante o periodo de captura.

f) Eletrolitos (sédio, potassio, cloro), calcio e fésforo

Os valores plasmaticos de eletrélitos enquadraram-se nos intervalos de referéncia descritos
na literatura. Isto deve-se provavelmente ao fato de estes parametros serem mantidos no
organismo em concentragcdes muito controladas e, desta forma, variarem pouco em fungéo
do stress de captura. O Unico eletrélito cujo valor se encontrou ligeiramente abaixo dos
intervalos definidos por Marco et al. (2000) e por Latimer (2011) foi o cloro plasméatico, no

gato-bravo. No entanto, esta pequena alteracdo foi desvalorizada devido a grande

proximidade dos valores.
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Verificaram-se algumas diferencas estatisticamente significativas entre fémeas e machos.
No sacarrabos, a andlise da concentragdo sérica do fosforo e do sddio em funcdo do sexo
demonstrou que as fémeas apresentaram valores significativamente mais elevados de
ambas os parametros (p=0,028 no sédio e p=0,020 no fésforo; para p<0,05). Uma hipétese
plausivel para a elevacao do sodio nas fémas seria a desidratacdo por privacdo de agua que
tera ocorrido nas capturas de maior duragdo. Relativamente ao fosforo, ndo foi encontrada
nenhuma explicacéo que pudesse ter significado no contexto deste estudo.

Na raposa, os machos apresentaram valores mais elevados de potassio plasméatico
(p=0,041; para p<0,05). Uma hipercaliémia moderada pode ser explicada por atividade
muscular intensa, nomeadamente quando ocorre rabdomidlise ou necrose tissular (Latimer,
2011). O fato dos valores plasmaticos de potassio nos machos se encontrarem perto do
limite superior do intervalo descrito por Mullineaux et al. (2003) pode indicar que 0s animais
do sexo masculino sdo mais ativos e agressivos durante a captura, o que se reflete numa

maior atividade muscular, hip6tese que ja tinha sido proposta por Smith & Rongstad (1980).

g) Proteinas totais, albumina e globulinas

A elevacao das proteinas totais na raposa e da albumina no gato-bravo pode ser atribuivel &
desidratacdo que ocorre durante o periodo de captura (Marks, 2010), que pode resultar da
privacdo de 4gua e/ou da intensa atividade fisica do animal durante esse periodo (Marks,
2010; Moen et al., 2010).

Na raposa, verificou-se uma diferenca significativa entre grupos de diferente sexo, na
analise da globulina a,, sendo que o0os machos apresentaram valores mais elevados
(p=0,041; para p<0,05). Neste grupo incluem-se as proteinas de fase aguda da inflamacéo,
nomeadamente a ceruloplasmina, a haptoglobina e a macroglobulina a, (Jain, 1993).
Seguindo a linha de pensamento de Smith & Rongstad (1980), os machos podem ter
desencadeado uma resposta inflamatéria mais marcada ao debaterem-se mais
violentamente na armadilha, relativamente as fémeas. No entanto, tanto os machos como as
fémeas apresentaram lesbes de captura semelhantes. Para confirmar esta teoria seria
necessaria instalar camaras de video no local da armadilha para registar o comportamento

dos animais.

3.5.3. Hemoparasitas

A prevaléncia de Hepatozoon encontrada na amostra de raposas (17,6%) é mais baixa que
a descrita por Conceicdo-Silva et al. (1988) (48%). Varios fatores podem explicar as
diferentes prevaléncias encontradas: a amostra obtida por Conceic¢do-Silva et al. (1988) foi
muito superior a do presente estudo (301), a regido geografica de estudo foi diferente

(regido centro-oeste) e os autores fizeram a pesquisa do parasita em diversas amostras
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bioldgicas (sangue, medula 6ssea, baco, figado e linfonodos). A prevaléncia encontrada no
presente estudo aproxima-se mais da prevaléncia encontrada por Fishman et al. (2004)
(24%), que conduziram um estudo em raposas silvestres baseado em testes seroldgicos e
concluiram, tal como Conceigdo-Silva et al. (1988), que esta espécie é provavelmente um
reservatorio para a infecdo de cdes domésticos e outros canideos silvestres. Esta hipotese
poderia ser explorada através da comparacdo da prevaléncia de Hepatozoon em raposas
com a prevaléncia do mesmo parasita em cdes domésticos (nomeadamente cdes de
cacadores) da mesma regido geografica. Os resultados de um estudo desse genéro
desvendariam com certeza muitos aspectos da epidemiologia do Hepatozoon,
nomeadamente acerca da sua transmissao entre populacdes silvestres e domésticas.

A elevada prevalancia de Mycoplasma (64,7%) encontrada na raposa estd de acordo com
as elevadas prevaléncias de hemoplasmas encontradas por Novacco et al. (2010), em cées
domésticos (40%), em Portugal. Nao se encontrou nenhum relato na literatura relativo a
prevaléncia ou ocorréncia de Mycoplasma nas espécies H. ichneumon e G. genetta. Nao foi
também encontrada nenhuma explicagdo plausivel para o fato de sacarrabos infetados por
Mycoplasma apresentarem um hematdcrito mais elevado relativamente a sacarrabos
aparentemente néo infetados; seria de esperar encontrar 0 oposto uma vez que esta infecdo
pode provocar anemia. Por este motivo, assumiu-se que a diferenca encontrada tera sido
devida a reduzida dimensdo da amostra e ao fato de os grupos analisados ndo serem
uniformes, possuindo pouca ou nenhuma relevancia pratica. Uma vez que as prevaléncias
de Mycoplasma encontradas no presente estudo foram bastante elevadas, seria
extremamente interessante aprofundar este topico em estudos futuros, por exemplo através
da realizacdo de técnicas genéticas moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), ou de técnicas serolégicas (Whithear, 2001; Willi et al., 2007), para a detecdo e
identificacdo das espécies de Mycoplasma que infetam estas espécies de carnivoros
silvestres. O fato de ndo se terem encontrado parasitas sanguineos, nomeadamente
hemoplasmas, em esfregacos de sangue periférico nas espécies F. silvestris (n=4), M. foina
(n=4) e M. putorius (n=1) deve-se provavelmente a dimensdo muito reduzida das amostras,
0 que diminuiu a probabilidade de encontrar qualquer parasita. A identificacdo microscopica
do Mycoplasma é uma técnica pouco sensivel (0 que depende em grande parte da
experiéncia do operador) e, para além disto, os hemoplasmas dissociam-se dos eritrécitos e
morrem apos um periodo de tempo variavel em EDTA, o que dificulta a detecdo destes
parasitas em amostras de sangue antigas (The Merck Veterinary Manual, 2013b; H.
Tvedten, comunicacao pessoal, Dezembro 1, 2013).

Atualmente, a crescente interface homens-animais domésticos-animais silvestres (resultante
da urbanizacdo, da globalizacdo, das mudancas climaticas, etc.) deu origem a um

movimento internacional e multidisciplinar intitulado One Health, cujo principal objetivo é
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promover a saude de humanos, de animais e do ambiente (One Health iniciative, 2013). Um
ponto-chave para o sucesso desta iniciativa € 0 estudo e a prevenc¢éo da transmissdo de
agentes infecciosos interespecificamente. Do ponto do vista da fauna silvestre, a
compreensédo da epidemiologia de agentes infecciosos, nomeadamente parasitarios, é sem

davida crucial para avaliar e minimizar o seu impacto nas popula¢des e no ecossistema.

3.5.4. Eritrécitos falciformes na espécie G. genetta

Apesar da percentagem de eritrécitos falciformes nesta espécie ser bastante elevada

(36,6%), pode verificar-se que os restante parametros hematol6gicos, nomeadamente o

hematdcrito, as contagens de eritrcitos e a concentracdo de hemoglobina, sdo semelhantes

aos obtidos por outros autores para o gato-bravo (Marco et al., 2000) e para o sacarrabos

(Palomares et al., 1992), espécies filogeneticamente proximas a G. genetta. E de salientar

também que todas as genetas apresentavam um bom estado geral na manipulagéo, o que

nos remete para o estudo de Ball et al. (1976). Estes autores propuseram duas teorias para

o fato de esta alteracdo n&o provocar sinais clinicos nas genetas:

e Os eritrécitos falciformes ndo possuem as propriedades anormais que levam ao reduzido
tempo de semi-vida destas células e a tendéncia para bloquear pequenos vasos
sanguineos (como acontece na doenca falciforme humana) ou

e Trata-se na realidade de uma alteracdo pés-colheita sanguinea (favorecida de alguma
forma pela adicdo de EDTA).

A autora considera que seria importante o estudo mais aprofundado deste fenémeno na

espécie G. genetta. Uma vez que o EDTA foi apontado por Ball et al. (1976) como um fator

potenciador ou até causador desta alteracdo em genetas, seria extremamente interessante

conduzir um estudo para analisar o sangue destes animais imediatamente apos a colheita e

a intervalos regulares, para comparar os efeitos de varios anticoagulantes e a sua a¢do no

tempo. Isto pode trazer ndo sO informacdes para a compreensdo deste mecanismo na

espécie G. genetta, mas também, em Ultima analise, para uma melhor compreensédo da

fisiologia deste fenbmeno no homem, onde causa a anemia falciforme.

3.5.5. Limita¢6es dos intervalos da amostra definidos nas espécies G. genetta, H.
ichneumon e V. vulpes

Como j& foi referido, o principal objetivo deste estudo foi determinar valores normais de
parametros hematolégicos e de bioquimicas sanguineas nas espécies de carnivoros
capturadas, aos quais se deu o nome de intervalos da amostra. Devido as dimensdes das
amostras, isto apenas foi possivel nas espécies G. genetta, H. ichneumon e V. vulpes. Os
intervalos da amostra obtidos tém, no entanto, algumas limitacbes e ndo devem ser

considerados verdadeiros intervalos de referéncia pelos seguintes motivos:
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As amostras tém uma dimensédo reduzida. Segundo a American Society for Veterinary
Clinical Pathology (ASVCP), um intervalo de referéncia deve ser idealmente estabelecido
a partir de uma amostra, no minimo, de 120 individuos saudaveis. Quanto menor a
dimensé&o da amostra, maior o grau de incerteza na estimativa do intervalo de referéncia,
porque amostras demasiado pequenas (n<10) ndo sdo provavelmente representativas
da distribuicdo de uma variavel na populacdo. E por este motivo que a maioria dos
intervalos obtidos é bastante largo, refletindo a variacdo encontrada nos paréametros
analisados. Para além disto, estudos de campo requerem amostras de maiores
dimensdes do que estudos de laboratério, dado que os investigadores tém menos
controlo sobre as condi¢cBes (bidticas e abidticas) que produzem variacdo nos resultados
(Animal Care and Use Committee, 1998). No entanto, nho campo da Medicina veterinaria,
e sobretudo em estudos com fauna silvestre, é muito dificil obter amostras de grandes
dimensoes.

E muito dificil avaliar o estado de satde de um animal silvestre apenas pela avaliagdo do
seu estado geral. Na analise estatistica dos parametros hematolégicos e bioquimicos, é
praticamente impossivel determinar a causa de valores extremos (outliers), que tanto
pode ser patoldgica (por exemplo uma infe¢éo) como fisioldgica (por exemplo o stress da
captura). Por este motivo, ndo é correto excluir indiscriminadamente outliers porque
estes valores podem representar a verdadeira distribuicdo de valores numa populacdo
saudavel (Geffré et al., 2011), sobretudo tendo em conta que os fatores stressantes a
gue o animal esteve sujeito introduziram uma grande variedade de respostas fisicas,
fisiologicas e comportamentais, o que se traduz na grande variabilidade de resultados
hematolégicos e bioquimicos encontrados (Cattet et al., 2008; Marks, 2010).

O periodo de captura foi muito variavel. Os valores obtidos provém, entédo, de animais
que, apesar de aparentemente saudaveis, foram sujeitos a um periodo variavel de stress
intenso, ndo podendo ser comparados com valores de animais cuja captura e
manipulacdo ocorreu num periodo de tempo conhecido e curto. Teoricamente, 0
estabelecimento de valores de referéncia deveria ser calculado a partir de amostras
uniformes no que diz respeito ao intervalo captura-colheita sanguinea, para minimizar a
variagdo na dindmica temporal das concentracdes plasmaticas dos parametros
analisados. Isto é conseguido em estudos que utilizam alarmes associados a ativagéo da
armadilha, o que garante que os operadores manipulam todos os animais capturados
num curto espacgo de tempo.

A metodologia utilizada no campo (que é sempre mais ou menos influenciada pelas
condicbes climaticas, pelo numero de operadores presente no momento da

manipulacdo, etc.) e as técnicas manuais utilizadas no processamento das amostras
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biolégicas introduziram algum grau de erro e imprecisdo nos resultados, ao contrario do
gue aconteceria num ambiente mais controlado e com a utilizagdo de técnicas mais
sensiveis.

e As caracteristicas da zona geografica do estudo (area sudeste de Portugal), como a
disponibilidade de recursos alimentares, o clima, a maior ou menor fragmentacdo do
habitat, a presengca do Homem, entre outros, influenciaram certamente os parametros
hematolégicos e bioquimicos dos animais.

Ndo obstante, os intervalos obtidos refletem o estado fisiologico dos animais nestas

circunstancias especificas e podem ser extremamente Uteis como uma ferramenta guia em

estudos futuros com as mesmas espécies e metodologias semelhantes de trabalho.

3.6. Conclusdes e perspetivas futuras

Ficou bem claro com a realizacdo deste trabalho que a captura de animais silvestres € um
ferramenta valiosa para o estudo e compreensdo de populacbes de vida-livre. As
discrepancias encontradas entre animais de vida-livre e animais de cativeiro demonstraram
gue o fator stress de captura desempenha um papel crucial nos resultados dos parametros
fisiologicos analisados, mas levantaram também questbes relativas as caracteristicas
biol6gicas e ecoldgicas inerentes as populacées de vida livre.

Infelizmente, as limitagbes do presente estudo impediram a avaliacdo precisa dos
parametros fisiol6gicos. Uma vez que a maioria dos parametros varia em fung¢édo do tempo,
seria de extrema utilidade implementar, em estudos futuros, a colheita rotineira de
informacdo relativa ao comportamento e atitude do animal (por exemplo através da
colocacdo de camaras fotograficas com detecdo de movimento no local da armadilha) e
também controlar a duragéo exata da captura (por exemplo atraves da utilizacdo de alarmes
acionados pela entrada do animal na armadilha). Este tipo de tecnologia é ja utilizada em
muitos estudos contemporaneos com espécies silvestres de vida livre e, do ponto de vista
da autora, permitem uma excelente interpretagdo da dindmica temporal dos parametros
analisados, nas espécies estudadas e sob estas circunstancias especificas, salvaguardando
nao sé a fiabilidade dos resultados, mas também o bem-estar animal. No que concerne a
esta questdo do stress e bem-estar animal, cabe aos investigadores, nomeadamente
médicos veterindrios e biologicos, estudar e comparar métodos para minimizar o impacto
negativo nas espécies silvestres capturadas e promover a uniformizacdo, a nivel
internacional, de métodos de captura adequados aos padrdes de bem-estar animal exigidos,
0 que, em Ultima andlise, possibilta uma comparacdo mais fiavel entre estudos
semelhantes. Quando todas estas dificuldades forem minimizadas, ou seja, quanto mais se

souber acerca da dinamica do stress de captura e de como evita-lo, o estabelecimento de
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intervalos de referéncia de parametros fisioldgicos em espécies de animais de vida livre tera
um valor inestimavel. Esta informagdo, combinada com outros dados bioldgicos (como a
massa corporal e taxas de sobrevivéncia e reprodutivas), estudos genéticos e
epidemioldgicos, entre outros, pode ser utilizada para inferir o estado fisiologico de
determinada populacdo e para suportar decisbes de gestdo e maneio de fauna, sobretudo
em espécies ameacadas, o0 que € cada vez mais premente.

Na Peninsula Ibérica, o conhecimento acerca da maioria dos carnivoros silvestres
estudados no presente estudo ainda é extremamente escasso, tendo-se verificado uma
lacuna muito grande no que diz respeito a aspetos fisiopatologicos destas espécies.
Pretende-se que os resultados do presente estudo sejam um contributo para o
conhecimento da fisiologia destas espécies da fauna aut6ctone portuguesa, mas também
um incentivo para que se aprofunde o interesse, divulgacdo e sensibilizagdo acerca da

importancia da sua conservagao.
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