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Resumo

O presente relatorio refere-se ao estagio curricular realizado no Badoca Safari Park, no
ambito do mestrado integrado em medicina veterinaria da Universidade de Evora, na area de
medicina de espécies zooldgicas Este encontra-se dividido em duas partes, uma relativa
as atividades realizadas e casuistica, acompanhada de aprofundamento tedrico, e outra
relacionada com a pesquisa de hemoparasitas em ungulados, através de esfregacos

sanguineos, efetuada no decorrer do estagio.

As hemoparasitoses sao infecdes com potencial zoondtico, transmitidas por vetores,
associadas a importantes perdas econémicas. O controlo destas afe¢cdes tem como obstaculos
fatores econémicos e sociais, a heterogenicidade de hospedeiros que estes hemoparasitas e
respetivos vetores apresentam, assim como o facto das espécies de animais selvagens
poderem atuar como hospedeiros reservatérios. A entrada de animais exdéticos e saida
de autéctones, em zonas endémicas, provoca desequilibrios na relagdo entre o parasita e

hospedeiro que poderdo despoletar episédios de doenca.

Palavras-chave: Hemoparasitas; Ungulados; Vetores; Esfregacos sanguineos; Controlo



Abstract

Zoo and Wildlife medicine

This report refers to the internship held at Badoca Safari Park, as part of the integrated
master’'s degree in veterinary medicine, at the University of Evora, in the clinic area of wild
species and wild animals. This thesis is devided into two parts, one on the activities and cases,
accompanied by theoretical studies, and the other related to hemoparasites research on

ungulates through blood smears, performed during the intership.

The hemoparasitoses are infections with zoonotic potential, transmited by vectors
associated with significant economic losses. The control of these affections has as main
obstacles the economic and social factors, the heterogeneity of hosts these hemoparasites and
respective vectors present, as well as the fact that the wildlife species can act as reservoir
hosts. The entry of exotic animals and the disappearance of natives, in endemic areas, causes

imbalances in the relationship between parasite and host that can trigger episodes of illness.

Keywords: Hemoparasites; Ungulates; Vetor; Blood smear; Control
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Introducéo

O presente relatério é refente ao estagio curricular realizado no dmbito do mestrado
integrado em medicina veterinaria da Universidade de Evora, na area de clinica de animais
selvagens e espécies silvestres. O estagio curricular decorreu no Badoca Safari Park, em Vila
Nova de Santo André e teve como objetivo proporcionar a autora o contacto com a medicina
em animais zooldgicos e complementacéo das competéncias adquiridas durante o curso, nao
s6 clinicas como também logisticas associadas ao trabalho do médico veterinario. O periodo
de estagio consistiu em cinco meses em estagio curricular, com inicio a um de dezembro e

término no dia um de maio de 2016.

O relatério em questéo é constituido, numa primeira parte, por uma breve introducao e
apresentacdo do local de estdgio, seguida da descricdo estruturada das atividades
desenvolvidas, acompanhada de aprofundamento tedrico. Numa segunda parte, €
desenvolvida uma revisdo bibliografica complementar da pesquisa realizada pela autora,
durante o] estagio, sobre a incidéncia de hemoparasitas em ungulados
no Badoca Safari Park, através da obtencdo de esfregagos sanguineos, onde sédo expostos e

analisados os resultados obtidos.

As fotografias presentes ao longo do relatério sdo fotografias originais captadas

durante o periodo de estagio no Badoca Safari Park.



Parte |. Relatério de estagio

1. Apresentacgao do local de estagio — Badoca Safari Park

O Badoca Safari Park é um parque zooldgico situado em Portugal, mais concretamente
em Vila Nova de Santo André, conselho de Santiago do Cacém e que ocupa uma area de 90
hectares. A sua colegcdo zoologica é de aproximadamente 75 espécies, tendo cerca de 450

animais.

No que diz respeito a organizacdo do parque, este encontra-se dividido em quatro
departamentos. O departamento de manutencdo é responsavel pela manutencao e reparacao
dos equipamentos e instalacdes do parque e inclui também os guias do safari. O departamento
turistico-pedagdgico que atua no escritério, bilheteira e loja, esta associado ao marketing e
gestdo do parque. A restauracdo direcionada principalmente para os visitantes, fornece
também as refeigbes para os funcionarios do parque. O departamento animal € responsavel
por todas as questdes relacionadas diretamente com 0s animais, as quais serdo explicitadas
no presente relatério. Neste departamento estéo incluidos os tratadores, o0 médico veterinario e
o0 grupo de falcoeiros que atua principalmente na zona da falcoaria, realizando também a

sessdo de apresentacao de aves de rapina.

Legenda:

1 — Entrada 6 — llha dos Iémures

2 — Praga Central 7 — Safari

3 - Zona de Piquenique/Aldeia 8 — Restaurante

Africana/Quinta pedagogica/Parque Infantil 9 — Demonstragéo de aves de rapina
4 — Rafting 10 — Jardim de aves exoticas

5 —Ilha dos grandes primatas 11 - Floresta tropical

Figura 1 - Mapa ilustrativo do Badoca Safari Park e respetiva legenda. (Adaptado de:
http://badoca.pt/?page_id=131, Junho de 2016) (1)



Para uma melhor organizac¢éo e funcionalidade do parque e do departamento animal os
animais encontram-se distribuidos por quatro zonas de trabalho que sdo possiveis de
identificar no mapa da Figura 1: uma primeira zona corresponde a “llha dos grandes primatas”
(5) onde existem trés ilhas unidas ao centro albergando trés grupos distintos de primatas, uma
familia de chimpanzés, um grupo de babuinos e outro de mandris; a segunda zona
corresponde ao “Passeio pedestre” (3) e inclui a “Quintinha” onde se podem encontrar cavalos,
burros, cabras, ovelhas ands, galinhas, faisdes e fracas, a zona dos répteis com as tartarugas
e 0s caimodes, a “llha dos lémures” (6), a “Floresta tropical’ (11) com as araras, mutuns e
porquinhos-da-india, o parque das emas e dos cangurus de Bennet, a instalacio dos
sitatungas, o “Jardim de aves exdticas” (10) e o lago dos flamingos onde se encontram
diversas aves exoéticas; a falcoaria onde estdo as aves de rapina corresponde a uma terceira
Zona; a quarta zona consiste no “Safari” (7), este ocupa a maior parte do parque e que marca a
diferenca dos outros parques do pais, ja que proporciona aos visitantes a experiéncia de um
safari africano onde poderdo ver girafas, zebras, gnus, bufalos, 6rix, cabras de leque, muflGes,

tigres, entre muitos outros.

1.1 Enquadramento e atividades de rotina

Todos os animais mantidos em cativeiro devem ser tratados com respeito e providos de
agua potavel, alimentagdo nutritiva, correto maneio, cuidados de salde num ambiente
apropriado (2). Sensa¢des como medo, dor, sofrimento e stress devem ser minimizadas (2). E
incumbida a pessoa que assume a responsabilidade de realizar 0 maneio, quer de animais
domeésticos ou animais selvagens mantidos em cativeiro, a preocupa¢éo e controlo do bem-

estar animal.

O bem-estar animal consiste ha manutengdo do ser vivo em 6étimo estado de salde
(fisica e mental) associado a minimizacéo de fatores de stress. Os critérios para avaliacdo do
estado de salde do animal incluem peso apropriado, apetite associado a uma correta
alimentacéo, funcgdes fisioldgicas normais (comportamento, defecacdo e micgdo) e um normal
ciclo de vida (2). Para que esta andlise seja feita corretamente € necessario um conhecimento

prévio da biologia dos animais, comportamentos naturais e a vida no seu habitat normal (2) .

Esta funcéo cabe aos tratadores do parque, dado que estes sdo o0s responsaveis pela
alimentacdo, maneio, observacdo dos animais e limpeza de instalacdes, sendo assim o0s
primeiros a detetar alteracbes nos seus comportamentos que poderdo ser indicativas de
alguma afecao e necessitar posterior intervencao do médico veterinario. Portanto pode-se dizer
que os tratadores sdo “os olhos do médico veterinario”, sendo necessario um bom trabalho de

equipa e colaboracéo entre todos os elementos do departamento animal.

E muito importante o acompanhamento dos tratadores para uma maior percecdo dos

comportamentos, habitos alimentares e rotinas de cada espécie animal. Esta foi entdo a base



do trabalho diario realizado, mas sempre que surgia alguma atividade ou intervencao do

médico veterindrio era feito o acompanhamento do trabalho deste.

Neste contexto de parque zooldgico, a funcdo do médico veterinario ndo se cinge
apenas a intervengfes clinicas, pois este também é responsavel pelo departamento animal,
tendo a fungdo de gerir a colegdo zooldgica e algumas funcgdes de logistica, nomeadamente
encomenda de materiais, ragoes e registo de animais em plataformas informaticas como a I1SIS
(International species information system). Como tal, foi realizado o0 acompanhamento e auxilio

na contagem e registo de animais nas diversas plataformas.

2. Analise da casuistica das atividades desenvolvidas

Durante o periodo de estagio a populagéo total do parque foi sofrendo alteracdes, seja
por nascimentos ou mortes ocorridas, como saidas ou entradas dos animais do parque. Tendo
em considerac@o essas alteragbes, na Tabela 1 é apresentada a contagem aproximada de
animais presentes no parque durante o periodo de estagio, efectuada na sua maior parte no
dia cinco de Janeiro de 2016 (data prévia ao inicio do estudo de pesquisa de hemoparasitas
realizado pela autora). A contagem foi adaptada consoante as intervenc¢des realizadas durante
todo o estagio, sendo que foram intervencionados no total 182 animais, o que corresponde a
39,22% da colegcdo animal. A classe Mammalia foi a que apresentou mais animais
intervencionados, com 117 animais, seguida da das Aves com 64 animais e Reptilia com

apenas uma intervencao.

Tabela 1 — Colecédo de animais estimada de cada classe (Mammalia, Aves e Reptilia),
frequéncias absolutas (Fi) e relativas (Fr) de animais intervencionados do parque e
percentagem da cole¢do animal intervencionada. h=464, em que n corresponde ao numero

total da colecao animal.

Animais intervencionados % da colegéo animal
Classe Colecéo animal (=) _ ]
Fi Fr intervencionada
Mammalia 307 117 63,93% 38,11%
Aves 149 64 35,16% 42,95%
Reptilia 8 1 0,55% 12,50%
Total 464 182 100,00% 39,22%

O Gréfico 1 permite comparar em termos absolutos o nimero de animais, dentro de
cada classe, da colecdo animal estimada com o nimero de animais intervencionados. Sendo

que na classe Mammalia foram intervencionados 117 dos 307 animais, nas Aves foram 64 de



um total de 149 e na classe Reptilia foi um num total de oito animais. Em termos percentuais

foram assistidos 63,93% dos mamiferos, 35,16% das aves e 0,55% dos répteis.
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Grafico 1 — Colecdo de animais aproximada e frequéncias absolutas dos animais
intervencionados nas diferentes classes (Mammalia, Aves e Reptilia). n=464, em que n

corresponde ao numero total da cole¢do animal.

Para a realizacdo de uma andlise generalizada dos 117 mamiferos intervencionados,
na Tabela 2, as espécies de mamiferos foram agrupadas dentro das suas ordens. De tal forma
gue no Gréfico 2 se pode constatar que foi na ordem Artiodactyla que se realizaram mais
observagbes, nomeadamente 73, o que corresponde a 62,39% dos mamiferos. Ainda dentro
desta ordem h& que realgar as duas espécies em maior casuistica, os mufldes (Ammotragus
lervia) com 16 animais e as cabras ands (Capra aegragus hircus) com 13. De seguida, verifica-
se que a ordem com mais exemplares é a Primates com 20 animais (17,09%), com maior
destaque para os lémures de cauda anelada (Lemur catta) com 14 animais intervencionados.
Dentro dos Perissodactyla foram observados nove animais, salientando os cinco asininos
(Equus asinus), enquanto que, na Carnivora foram apenas sete, onde se incluem as duas
fémeas de tigres de Bengala (Panthera tigris). Com menor casuistica associada aparece a
ordem Rodentia com seis porquinhos-da-india (Cavia porcellus) e a Diprotodontia com dois

cangurus de Bennet (Macropus rufogriseus).



Tabela 2 — Frequéncia absoluta (Fi) e relativa (Fr) das ordens (O) e espécies (E)

intervencionadas pertencentes a classe Mammalia. n=117, em que n corresponde ao nimero

Ordem

Primates

Perissodactyla

Artiodactyla

Rodentia

Diprotodontia

Carnivora

total de animais intervencionados.

Espécie
Lemur catta
Mandrillus sphinx
Papio hamadryas

Equus caballus

Equus asinus

Equus ferus caballus

Ovis aries

Capra aegragus hircus

Capra girgentana

Phacochoerus africanus

Giraffa camelopardalis

rothschild
Taurotragus oryx

Tragelaphus spekii

Bufalo afro-asiatico

Syncerus caffer nanus

Kobus leche

Connochaetes taurinus

Oryx dammah

AXis axis

Cervus elaphus hispanicus

Camelus dromedarius

Ammotragus lervia

Cavia porcellus

Macropus rufogriseus

Nasua nasua

Mammalia
Nome comum
Lémur de cauda
anelada
Mandril
Babuino-sagrado
Cavalo
Burro/asinino
Pdnei de Shetland
Ovelha ana
Cabra ana
Cabra girgentana
Facoqueiro

africano
Girafa Rothschild

Elande
Sitatunga
Bufalo Afro-
Asiético
Bufalo do Congo
Cobo de leche
Gnu Azul
Orix de Cimitarra
Chital
Veado Ibérico
Dromedario
Muflao
Porquinho-da-
india
Canguru de
Bennett

Coati

Fi (E)

14

N N 01 N W W

13

N N 0 0ol N O Bk

16

6

2

1

Fr (E)
11,97%

2,56%
2,56%
1,71%
4,27%
1,71%
1,71%
11,11%
2,56%

0,85%

0,85%

1,71%
3,42%

4,27%

0,85%
5,13%
1,71%
4,27%
6,84%
1,71%
1,71%
13,68%

5,13%

1,71%

0,85%

Fi (O)

20

9

73

Fr (O)

17,09%

7,69%

62,39%

5,13%

1,71%

5,98%



Canis lupus familiaris Cao 4 3,42%

Panthera tigris Tigre de Bengala 2 1,71%
Total 117 100,00% 117  100,00%
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Grafico 2 — Frequéncia absoluta do numero de mamiferos intervencionados dentro das
diferentes ordens (Primates, Perissodactyla, Artiodactyla, Rodentia, Diprodontia e Carnivora).

n=117, em que n corresponde ao numero total de animais intervencionados

Na classe das aves, a abordagem é feita apenas por espécies num total de 64 animais.
Assim, como demonstra a Tabela 3, a espécie de aves com mais casuistica durante o periodo
de estgio pertence ao género Agapornis com 22 exemplares, ou seja 34%, seguida das
avestruzes (Strutio camelus) com 11 casos, 17%, e galinhas de Angola (Numida meleagris) na

percentagem de 13% representando oito aves.

Tabela 3 — Frequéncia absoluta e relativa das espécies intervencionadas pertencentes a classe

das aves. n=64, em que n corresponde ao nimero total de aves assistidas.

Aves

Espécie Nome Comum Fi Fr
Strutio camelus Avestruz 11 17%
Cathartes aura Urubu de cabeca vermelha 1 2%
Leptoptilos crumeniferus Marabu 1 2%
Buteo buteo Aguia de asa redonda 1 2%

Strix aluco Coruja do Mato 1 2%
Numida meleagris Galinha de Angola 8 13%



Agapornis sp. Inseparaveis 22 34%

Trichoglossus haematodus L6ris arco-iris 2 3%

Lamprotornis superbus Melro metalico 2 3%

Psittacula krameri Periquito rabo de junco 2 3%
Tauraco sp. Turaco 7 11%
Phoeniconaias minor Flamingo pequeno 1 2%
Crax rubra Mutum 2 3%
Chrysolophus pictus Faisdo dourado 3 5%
Total 64 100%

Como demonstra a Tabela 4, a Unica espécie intervencionada pertencente a classe
Reptilia consiste num exemplar da espécie tartaruga de esporas africana (Centrochelys

sulcata).

Tabela 4 - Frequéncias absolutas (Fi) e relativas (Fr) das espécies intervencionadas
pertencentes a classe dos répteis. n=1, em que n corresponde ao nimero total de répteis

assistidos

Reptilia
Espécie Nome comum Fi Fr

Centrochelys sulcata  Tartaruga de esporas africana 1 100%

No contexto de intervencdes veterinarias, temos acdes rotineiras que envolvem
medidas preventivas e agdes extraordinarias desenvolvidas quando algum animal se encontra
debilitado e necessita de intervencdo médica, podendo ser necessario realizar uma
imobilizacdo quimica ou até mesmo intervencado cirargica. Por vezes, o diagnostico de uma
patologia s6 é feito post-mortem aquando da realizacdo da necrépsia, sendo sempre
importante a realizagdo da mesma independentemente da causa da morte. O médico
veterinario também intervém quando é necessario realizar transporte de animais, seja para o
interior ou exterior do parque. Assim, como demonstra a Tabela 5, foi feita a divisdo das

intervencdes veterinarias de acordo com o tipo de intervencéo realizada.

Primeiramente é possivel verificar que a frequéncia absoluta de animais sujeitos a
intervencdes veterinarias, 318, é superior ao ndmero total de animais intervencionados, 183,
referidos na Tabela 1. Tal discrepancia deve-se ao facto de um mesmo animal poder ser sujeito
a diversas intervencdes veterinarias, em diferentes situacdes, sendo cada uma contabilizada

de forma diferente na Tabela 5. No entanto, na Tabela 1 é feita a referéncia ao animal



intervencionado como unidade absoluta e ndo como caso clinico, ndo ocorrendo qualquer

repeticdo de animais na contagem.

Por sua vez, analisando a Tabela 5, conclui-se que as intervencdes veterinarias foram
na sua maioria interveng8es médicas, cerca de 36,16%, seguida da realizacao de transporte de
animais com 28,93%. Nesta analise deve-se ter em conta que as medidas preventivas estao
referidas como “extraordinarias” pois nesta contabilizagdo nao foram incluidas desparasitagdes
e coprologias que serdo referidas mais adiante por na sua maioria englobarem todos os
animais do parque. Nesta tabela, as medidas preventivas extraordinarias representam 7,86%

das ag¢0es e incluem vacinac¢des, medidas contracetivas e treino de animais.

Tabela 5- Nimero de animais, frequéncias relativas (Fr) e absolutas (Fi) de cada classe, nas
quais foram aplicadas medidas preventivas, intervencdes médicas, cirargicas, imobilizagbes
guimicas, necrépsias ou transportes. n=318, em que n corresponde ao namero total de animais

assistidos.
Intervencdes : . _
L Mammalia Aves Reptilia Fi Fr
veterinarias
Medidas preventivas
L 25 0 0 25 7,86%
extraordinarias
Intervengdes médicas 95 20 0 115 36,16%
Imobilizagdes quimicas 57 0 0 57 17,92%
Intervengdes cirdrgicas 3 0 0 3 0,94%
Necropsias 21 5 0 26 8,18%
Transportes 39 52 1 92 28,93%
Fi 240 77 1 318 100,00%
Fr 75,47% 24,21%  0,31% 100,00%

O Grafico 3 permite fazer uma analise perante as frequéncias absolutas dos animais
observados, em que, para além da classe Mammalia se apresentar com 0 maior casuistica,
240, 95 destes corresponderam a intervengdes médicas, 57 a imobilizagdes quimicas e 39 a
transporte de animais, tendo ocorrido apenas trés intervengdes cirlrgicas. Na classe das Aves
foram intervencionados 77 animais, 52 associados a transporte de animais, 20 definidos como
casos clinicos e cinco necrépsias. Nos répteis foi registado um caso relacionado com

transporte.
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Grafico 3 — Frequéncia absoluta dos animais da classe dos Mammalia, Aves e Reptillia de
acordo com a intervenc¢do veterinaria realizada. n=318, em que n corresponde ao nimero total

de animais intervencionados.

2.1 - Medidas preventivas

De uma forma geral, os parques zooldgicos satisfazem as necessidades basicas aos
animais, como comida de qualidade, cuidados médicos, um local seguro com ambiente
naturalista e contacto social apropriado (3). Como indicadores de sucesso da qualidade de vida
dos animais pode-se analisar a longevidade e capacidade reprodutiva das espécies (3).
Transcendendo todos estes cuidados, deve também ser feita uma observacgédo rotineira dos

animais selvagens em cativeiro e aplicacdo de medidas preventivas.

A implementacdo de medidas preventivas deve ser a base do maneio dos animais em
parques zoolégicos. Apesar de se encontrarem em cativeiro continuam a ser animais
selvagens e o objeto dos parques, como o Badoca Safari Park, € minimizar ao maximo o
contacto com o Homem e, na maioria das vezes, para que seja feito um correto exame fisico é
necessario recorrer a contencao fisica ou quimica. Acrescentando o facto de estes animais nao
manifestarem a dor de forma visivel, principalmente espécies que sdo predadas no seu habitat
natural e, como tal os sinais clinicos muitas vezes surgem apenas em fases avancadas da
doenga ou post-mortem. A medicina preventiva €, portanto, um conjunto de medidas e agbes
que visa prevenir possiveis afecdes, perigos ou contagios. Para uma correta manutencédo de

colegBes zoolbgicas devem ser instituidos protocolos de medicina preventiva bem definidos, os

10



quais devem incluir quarentena de animais, rastreio regular de doengas, vacinacéo,

saneamento e controlo parasitario (4).

De facto, sdo aplicados diariamente cuidados preventivos no trabalho dos tratadores,
nomeadamente no maneio dos animais, entradas e saidas de instalagGes e alimentagdo, ou
seja, alturas criticas onde os animais podem entrar em conflito por disputas de territério e
alimento. Por exemplo, a alimentacdo dos animais do “Safari” é feita duas vezes por dia e
consiste na formacéao de trés “linhas” de ragdao, em que cada uma corresponde a uma saca de
racéo de 30Kg, por trés zonas diferentes do recinto, permitindo assim que um maior nimero de
animais tenha acesso a ra¢do ao mesmo tempo, diminuindo os conflitos (Figura 2). Outras
medidas séo, por exemplo, o corte de cascos nos ungulados do passeio pedestre (cabras,
ovelha, burros, cavalos e péneis de Shetland).

Figura 2 — Distribuicdo de racdo no “Safari”

No contexto geral em parques zoolégicos, 0s animais encontram-se espacialmente
limitados num ambiente comparavel com o seu habitat natural, ndo existindo predadores ou
presas. Os grupos sociais e 0s seus constituintes séo limitados, ndo havendo, por vezes,
diversidade de espécies presentes e a sua dieta é fixa, oferecida e rotineira. Atualmente, a
maioria dos parques disponibiliza ao animal, para este dispender a maior parte do seu tempo,
areas demasiado pequenas e mais estéreis do que os espacos de exibigdo para o visitante (3).
Todos estes fatores fazem com o que o animal tenha pouco controlo na sua vida, o que pode
resultar em consequéncias negativas como desinteresse e comportamentos estereotipados (3).
Por sua vez, estes tipos de comportamentos estdo associados a um conjunto de atitudes
negativas e repetitivas, causadas por ambientes artificiais que n&o permitem ao animal
expressar o seu comportamento natural (5). De facto, essas estereotipias podem ser dificeis
de retroceder (5). No entanto, outro fator importante na maneira como um animal em cativeiro
interage com o ambiente é a relagdo com os humanos, por exemplo, a forma com que o animal

receia os humanos pode afetar o seu comportamento de uma forma geral (6).

Contudo, existe um défice de publicacbes sobre enriquecimento ambiental e pesquisa

de estereotipias na maioria das espécies zooldgicas, estando muitas vezes focadas em
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espécies carismaticas e/ou ameagadas de perigo de extingdo, ndo existindo porém, uma

concluséo sobre uma maior prevaléncia de casos nesses animais (7).

No Badoca Safari Park, sdo realizadas regularmente atividades de enriquecimento
ambiental, que tal como o nome indica se baseiam no enriquecimento e diversificagdo das
instalac6es onde os animais se encontram, através da estimulacdo dos seus comportamentos
naturais com algo de que o animal necessita mas que ndo estava presente anteriormente (7;
8). E um processo dinAmico, em que mudangas nas estruturas e rotinas sdo realizadas para
aumentar as op¢fes comportamentais e capacidades dos animais promovendo o bem-estar
animal (8). Em alguns casos este procedimento pode ser utilizado com o objetivo de contrariar
comportamentos estereotipados, a longo prazo os reflexos do melhoramento da funcao
biolégica podem incluir também sucesso reprodutivo, melhoria da condicao fisica e sanidade
(7; 9). Dentro dos diversos procedimentos de enriquecimento executados, a Figura 3
demonstra a acao realizada de alusdo ao Halloween, no dia um de novembro, em que foram
ornamentadas e fornecidas abdboras recheadas de acordo com as preferéncias de cada
espécie. Esta atividade estimulou a capacidade de cada animal reagir a algo diferente, associar

a alimento e descobrir métodos de obtencéo da sua refeicéo.

Figura 3 — Enriquecimento ambiental em diversas espécies.

Héa certas medidas preventivas veterinarias que sdo efetuadas por rotina em todos os

animais do parque, ndo sendo por isso contabilizadas como intervencbes veterinarias no
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relatério do estagio curricular, pois caso fossem contabilizadas iriam inflacionar os resultados
da casuistica em questdo, sendo estas as analises coprolégicas e desparasitacdes. As
restantes medidas apresentam-se na Tabela 6 classificadas como medidas preventivas

extraordinarias.

De acordo com a Tabela 6, estes procedimentos foram apenas aplicados em
mamiferos, correspondendo 72% a casos de vacinagdo, 24% a aplicacdo de métodos
contracetivos e apenas 4% a treino médico numa girafa fémea (Giraffa camelopardalis
rothschild).

Tabela 6 — Frequéncias absolutas (Fi) e relativas (Fr) das medidas preventivas extraordinarias
aplicadas. n=25, em que n é o nimero total de animais em que foram aplicadas medidas

preventivas extraordinarias.

Mamiferos
Medidas ) &
. S & g 3 o 2 & = é
Preventivas 8 = E % _g 5 g = ar:cz g é S % - e
A /2.0 = o) < < —_ S & =
extraordindrias 2 S% & E 2E 2 5328 &6
- < O [ G -
o 3]
Vacinacfes 14 1 3 18 72,00%
Contracecao 3 2 1 6 24,00%
Treino médico 1 1 4,00%
Fi 14 3 2 1 1 1 3 25 100,00%
Fr 56,00% 12,00% 8,00% 4,00% 4,00% 4,00% 12,00% 100,00%

2.1.1. Desparasitacdo

Quanto a prevencao de infe¢Oes parasitarias, as desparasitacdes internas devem ser feitas
guando necessério, regularmente, mas de forma direcionada. Para tal, antes de qualquer
desparasitacao € feita a analise coproldgica para selecionar o desparasitante mais indicado.
Assim, cerca de duas vezes por ano sao feitas analises as fezes dos animais do parque.
Normalmente, a desparasitagdo dos carnivoros (tigres, suricatas e coatis) € feita com
praziquantel, pamoato de pirantel e febendazol (ex. comprimidos de Praziquan®) veiculados na
alimentacdo. No caso dos primatas, aves e répteis € administrada na comida fenbendazol. No
caso dos animais da zona do safari, as analises coproldgicas nao séo tao frequentes. Sendo
assim, nestes animais a desparasitacdo é feita de forma regular em duas épocas do ano,
através da distribuicdo de racdo medicada fabricada especificamente para o parque. Nos

meses de outubro, novembro e dezembro é feita a desparasitacdo interna com flubendazol, e
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nos meses de julho e agosto o principio ativo é ivermectina, para combater os parasitas
externos. No caso dos equideos é feito a desparasitacdo contra parasitas gastrointestinais

com, por exemplo, ivermectina (Eqvalan®), numa pasta administrada com a ragao.

Por norma, sempre que é realizada uma captura de um ruminante do parque, para
além da verificacdo da identificacdo electronica e administracdo de vitamina E e selénio,
aproveita-se também para proceder a desparasitacdo com ivermectina SC na dose de
1ml/40Kg.

2.1.2. Vacinacgéao

No Badoca Safari Park é realizada uma sesséo de interacdo com os I[émures, na qual o
tratador responsavel, ap6s uma prévia sessdo de alimentagdo, coloca fruta nas mdos dos
visitantes e, de seguida, os I[émures aproximam-se para se alimentar. Como tal, é necessario
realizar procedimentos preventivos caso haja alguma mordida por parte dos lémures a um
visitante. Assim, anualmente é feita a vacinac¢édo de todos os 14 mamiferos da espécie Lemur

catta contra a raiva (Rabigen®), como demonstra a Tabela 6.

A vacinagédo dos ruminantes selvagens presentes no “Safari” deve ter como base o
conhecimento do risco de doenca e a suscetibilidade de cada espécie (4). Como se tratam
maioritariamente de espécies africanas, as variagdes climatéricas caracteristicas de um clima

mediterranico, predispdem ao aparecimento de quadros de enterotoxémias (4).

As enterotoxémias por clostridiose sdo provocadas por Clostridium perfringens tipo D,
e surgem por transmissao feco-oral, associada a pastagens sobrelotadas. S8o desencadeadas
por alteracdo na dieta, especialmente por passagem de um défice nutritivo para excesso (4). A
viruléncia de Clostridium perfringens esta associada a capacidade de producao de toxinas (10).
Esta bactéria desencadeia um quadro de enterite e enterotoxémia, podendo resultar em morte
subita ou num quadro hiperagudo, com depressdo profunda, colapso e morte (4; 10). O
diagnéstico é feito com base na histéria e sinais clinicos. Na necropsia as carcacas para além
de sofrerem uma rapida deterioragdo, apresentam liquido “cor de palha” nas cavidades
corporais e rins pulposos (4). A prevencdao é feita pela reducéo da densidade populacional por
pastagem e realizacdo de pousio nas que se encontrem contaminadas. Devem também ser
evitadas mudancas bruscas na dieta e ponderar a administracdo da vacina multivalente para
clostridioses (Covexin 8®) (4). Logo, no seguimento da necessidade de vacinacdo de
ruminantes selvagens, foi realizada a vacinagdo com Covexin 8® em trés animais da espécie
Tragelaphus spekii, como demonstra a Tabela 6, aquando de um processo de captura. E
necessario ter em consideracdo que as vacinas vivas devem ser usadas com precaucdo em

ruminantes selvagens, sendo preferenciais as de vacinas mortas (4).
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De facto, é preciso também ter em conta que, ao contrario dos anti-helminticos que
podem ser administrados oralmente, as vacinas tém de ser injetadas em contacto com o animal
ou através de dardos, o que faz com que sejam essenciais um correto maneio, métodos de

contencédo e experiéncia do operador.

Em relacdo aos restantes animais do parque deve ser aplicada a vacina contra a gripe
equina e tétano nos equideos, nos tigres contra a raiva, panleucopénia felina, calicivirus e

herpesvirus e nas aves contra a pseudotuberculose aviaria (4).

2.1.2. Contracecéo

O conceito que 0s zoos servem como uma arca coletiva para salvar espécies em
perigo de extingdo tem evoluido nos ultimos dez anos para uma visdo mais holistica. As
espécies em cativeiro encontram-se livres da maioria dos fatores (disponibilidade de alimento,
predadores, doencas ou parasitas) que regulam o crescimento populacional nos seus
homologos em estado selvagem (11). Esta inevitavel realidade coloca a responsabilidade e a
decisdo do controlo populacional diretamente nos gestores da colecdo animal e administragédo
dos parques zooldgicos. Em consequéncia, a forma como é feito o controlo populacional
envolve questBes praticas, filoséficas e éticas. As principais op¢des disponiveis para o0s
gestores da colecdo animal sdo a separacdo dos animais por sexos, utilizacdo de métodos
contracetivos reversiveis, esterilizagdo definitiva, eutanasia ou a transferéncia dos animais

excedentes para locais fora do programa de criagéo (8).

No que diz respeito as intervencdes realizadas no parque a aplicacdo de métodos
contracetivos correspondeu a 24% das medidas preventivas aplicadas. No caso da fémea de
tigre de Bengala (Panthera tigris) com quadro clinico de piometra associada a auséncia de
interesse reprodutivo, fez com que se optasse por uma esterilizacdo permanente. Nas espécies
de babuinos-sagrados (Papio hamadryas) e madris (Mandrillus sphinx), esta dltima
especialmente por ser considerada CITES I' e se encontrar inserida num programa de
conservacdo da espécie, optou-se pela utilizacdo de métodos contracetivos reversiveis (12). A
maioria dos métodos contracetivos disponiveis interferem em alguma das etapas da sintese de
hormonas e libertacdo para o controlo de um ou mais eventos reprodutivos (por exemplo
ovulacdo, espermatogénese, transporte de esperma ou évulo e implantacdo) (8). Nestes casos
foi optado pelo uso de agonistas de GnRH, através da coloca¢cédo de implantes de suprelorina

na regido medial do Umero esquerdo. Nas fémeas, inicialmente ha uma fase aguda que dura

! CITES, apéndice | — inclui todas as espécies ameacadas de extingdo que sdo ou podem ser
afetadas pelo comércio de animais. Nestas espécies o comércio deve ser alvo de uma
regulamentacdo particularmente restrita com o intuito de ndo colocar ainda mais em perigo a
sua sobrevivéncia e apenas deve ser autorizado em situacdes excecionais (12).

15



alguns dias, em que a LH e FSH sao estimuladas, entrando posteriormente numa fase crénica
em que a secrecdo destas € bloqueada por um processo de retroregulacdo negativo dos
recetores de GnRH das células que produzem LH e FSH (8). Logo nas fémeas o efeito é
semelhante ao de uma ovariectomia, mas reversivel. Nos machos h& um decréscimo inicial dos
niveis de testosterona seguida de uma supresséo crénica (8). A utilizacao destes inibidores em
animais selvagens ainda carece de estudos conclusivos sobre o tempo que demora a atuar e a
duracdo da accao, porém evidéncias em alguns machos de primatas (por exemplo, Macaca
silenus e Mandrillus sphinx) sugerem que a supressao pode demorar mais tempo até comecar
a exercer a sua acc¢ao, quando comparado com a supressdo em fémeas e cdes machos (8). A
fertiidade é restaurada quando o implante é removido ou quando o conteddo hormonal é
esgotado, havendo entdo a necessidade de monitorizacdo dos parametros e colocacdo de

novo implante (8).

2.1.3. Treino médico

A reintroducdo de animais e transloca¢des sdo intervencdes importantes no processo
de salvamento de espécies da extingdo, mas apresentam uma elevada taxa de insucesso, em
que a mortalidade devido a ataques de predadores é a principal causa de fracasso (13). Os
animais que por algum motivo tenham sido isolados/afastados dos seus predadores naturais,
podem néo voltar a expressar comportamentos anti predatérios (13). Perante tal adversidade,
os bidlogos da conservacdo comegaram a incluir treinos anti-predatérios no processo de
preparacéo para a libertagcdo dos animais, com o objetivo de intensificar a expresséo deste tipo
de comportamentos (13). As técnicas de treino envolvem entdo procedimentos classicos de
condicionamento, em que 0s animais aprendem a associar 0 aparecimento de determinados
predadores a eventos aversivos (13). No entanto, os treinadores devem estar preparados para
situacdes de emergéncia em que possam ocorrer respostas inapropriadas durante um treino
(13).

O treino de animais realizado com a finalidade do animal colaborar voluntariamente em
procedimentos veterinarios torna-se um pilar muito importante nos cuidados de animais
zooldgicos e proporciona inumeros beneficios (14). Deste modo, a realizacdo de
procedimentos de medicina preventiva, avaliacdo de parametros psicolégicos basicos, exames
a distancia e fisicos, procedimentos de diagnéstico, tratamentos e avaliagdes reprodutivas
podem ser feitos de forma mais eficiente e menos stressante para o animal, removendo assim
também o risco associado a realizacéo de anestesias (4; 14). De facto, o treino médico também
permite a realizacdo de tratamentos a longo prazo, como inje¢cdes de insulina, que de outra
forma seriam impraticiveis (4). A confianga desenvolvida entre o animal e o tratador pode

tornar a introducdo de novos animais um processo mais pacifico e com menos riscos,
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possibilitando até a dessensibilizacdo de um animal a uma prévia experiéncia negativa com o

médico veterinario (4).

Por sua vez, o treino animal deve ser baseado no principio do refor¢o positivo, ou seja,
o animal é recompensado com algo que aprecia por ter realizado determinada resposta
comportamental desejada (3). Segundo Laule, G. E., (2003) a reprimenda fisica ndo é
considerada uma técnica de treino e o animal ndo deve ser sujeito a privacdo de comida,
devendo-lhes ser fornecida a sua dieta habitual e, as recompensas do treino podem incluir
porcdes dessa dieta ou outros brindes, porém tém de ser algo que o animal deseje para que
valorize determinada acgéo (3; 5). Assim, o treino envolvera uma cooperacdo voluntaria do
animal, sendo considerado positivo para este quando proporciona oportunidades de
aprendizagem que podem ser consideradas como enriquecimento ambiental, providenciando
uma alteracdo dindmica no dia do animal e melhoria na intera¢éo entre o humano e o animal
(14).

As dificuldades no treino animal surgem quando os treinadores ou 0s responsaveis
pelo maneio falham na compreensdo do que motiva um animal especifico ou comportamento
natural de determinada espécie (5). Por sua vez, é necessario ter em conta que dois animais
da mesma espécie podem nao atribuir o mesmo valor a determinado refor¢o. Estas lacunas na
compreensao de padrdes comportamentais tipicos, relacionados com a obten¢do de comida ou
na interpretacdo de estruturas sociais, podem limitar o treino ou originar alteracfes
comportamentais (5). O termo Drift num treino surge quando um animal que est4 a ser treinado
para um novo comportamento retorna a comportamentos instintivos (5). Muitas vezes essa
atitude ¢é confundida pelos treinadores como desobediéncia, estando associada a
comportamentos inatos de alimentacéo, obtencdo de comida ou atitudes gregarias (5). Assim,
0s bons treinadores de animais ndo s6 compreendem a ciéncia e a teoria do comportamento,

mas também consideram o animal como um ser individual e 0 seu maneio Unico e especifico

(5).

Durante o periodo de estagio foi possivel acompanhar o treino realizado numa fémea
de girafa (Giraffa camelopardalis rothschild) com hipercrescimento dos cascos. Este treino
encontrava-se numa fase inicial, consistindo apenas na dessensibilizacdo do animal ao maneio
por parte dos tratadores e dos instrumentos a utilizar (Figura 4). Tendo como objetivo primério
prosseguir para uma segunda fase, em que sera realizado por rotina o procedimento de aparar
0s cascos da girafa. Como se trata de um trabalho gradual e evolutivo pretende-se também
que a girafa venha a colaborar e permita a realizagdo de outros procedimentos, como por

exemplo, colheitas de sangue.
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Figura 4 — Treino de dessensibilizacdo da girafa Kimani (Giraffa camelopardalis rothschild).
2.2. IntervencOes meédicas

2.2.1. Colheita de sangue
Em aves

A veia de preferéncia para colheita de sangue nas aves € a veia jugular direita (a veia
jugular esquerda é acessivel mas de muito menor calibre), de seguida a veia braquial, a qual
tem a desvantagem de ser muito superficial, com pouco tecido de suporte para dispersar um
hematoma e, em algumas espécies € muito pequena, o que pode resultar no colapso da veia
(15; 16; 17). Por outro lado, a veia braquial é ideal para inje¢cdes endovenosas por permitir o
visionamento da agulha e conteddo a entrar na veia, principalmente em aves grandes (15).
Uma terceira veia de acesso é a metatarsiana medial, esta é principalmente utilizada em aves
grandes e colocagdo de cateter (16; 17). As veias das aves tém paredes finas rompendo-se
facilmente e a coagulacdo baseia-se na via de coagulacdo extrinseca, requerendo assim
tromboplastina dos tecidos, em vez da via de coagulacao intrinseca como nos mamiferos (17).
Assim sendo, é necessario um cuidado acrescido para nao romper a parede da veia e, apés a
puncao da veia deve ser rapidamente aplicada presséo digital, para evitar o risco de ocorrer
uma hemorragia rapida e fatal (17). A quantidade de sangue que podera ser colhida com
seguranca de uma ave saudavel é cerca de 10% do volume total de sangue circulante, ou

aproximadamente 1%, ou menos, do peso corporal (18).

Colheita em grandes felideos

Nos grandes felideos, apdés uma correta imobilizacdo quimica, a colheita de sangue,

administragfes endovenosas ou colocacdo de cateteres pode ser feita na veia jugular ou
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safena medial, distalmente a articulagdo femurotibiopatelar (19). A veia coccigea também pode
ser opcédo para colheita de sangue e administracdo de drogas anestésicas extra (19). A veia

cefélica é excluida por ser dificil de visualizar em grandes felideos (19).

Colheita em ungulados

Nos ungulados selvagens o acesso vascular mais comum € na veia jugular, podendo-
se optar também pela veia cefalica, safena lateral, coccigea e veias auriculares com o animal
em decubito esternal ou lateral (19). Nos ungulados de maiores dimensdes, a palpacao da veia
jugular podera ser dificultada pela camada muscular que apresentam (19). Para contornar esse
obstaculo se a pressao na veia for feita com o joelho, a méo fica livre para localizar a veia ao
longo do pescoco (19). Na maioria dos ungulados intervencionados a colheita de sangue foi

feita na veia jugular, como ilustra a Figura 5.

Figura 5 — Venopuncéo jugular num mufldo (Ammotragus lervia).

Colheita em Primatas

Nos primatas o acesso venoso pode ser feito na veia cefalica, safena externa, veia
jugular e femoral. As veias periféricas, assim como a cefélica e a safena externa tendem a
colapsar facilmente, o que dificulta a colheita de quantidades de sangue significativas (19).
Segundo a técnica descrita por Rolf-Arne @lberg e Melissa Sinclair, 2014, e utilizada no parque
em mandris (Mandrillus sphinx) e babuinos sagrado (Papio hamadryas) (Figura 6) envolve a
colheita na regido do triangulo femoral na regido inguinal quando se pretende uma amostra
superior a 1ml (19). A principal desvantagem deste método é o aumento do risco de formagao

de hematoma se se puncionar a artéria ou se nao for feita uma correta hemdstase, por sua vez
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0s pequenos primatas podem ficar hipovolémicos e morrer devido a perda de sangue num

grande hematoma (19).

Figura 6 — Colheita de sangue na veia femoral num babuino-sagrado (Papio hamadryas).

Como demonstra a Tabela 7, foram realizadas 91 colheitas de sangue entre mamiferos
e aves, sendo que 15,38% foram realizadas para se proceder a sexagem das aves. A maioria
das colheitas de sangue, 39,56%, foi feita por rotina associadas a outros procedimentos,
nomeadamente, translocacdo de animais no parque, no caso dos sitatungas (Tragelaphus
spekii), controlo reprodutivo, ou transporte para o exterior do parque nos restantes animais. Em
34 desses 36 procedimentos de colheita de sangue por rotina foram também realizados
esfregacos sanguineos para a realizacdo do trabalho abordado neste relatério de estagio,
tendo sido feitas mais 12 colheitas de sangue especificamente para a realizacdo dos

esfregacos.

Tabela 7 — Frequéncia absoluta (Fi) e relativa (Fr) da finalidade das colheitas de sangue
realizadas. n=91, em que n corresponde ao namero total de animais em que foram realizadas

colheitas de sangue.

Colheitas de _
Fi Fr

sangue
Sexagem 14 15,38%
Analises 29 31,87%
Rotina 36 39,56%
Esfregacos 12 13,19%
Total 91 100,00%
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Foram também efetuadas 29 colheitas de sangue para analises sanguineas
especificas, quatro para controlo do efeito e aplicacdo de métodos contracetivos em mandris
(Mandrillus sphinx) e babuinos (Papio hamadryas). Num cavalo (Equus caballus) foi realizada
uma analise devido a sinais de prostracdo e ma condicdo corporal. Para proceder a vacinacao
de uma cadela contra a leishmaniose foi realizado um teste rapido de despiste da doenca. Num
carneiro macho (Ovies aries) a colheita de sangue foi realizada para andlise de parametros
renais. Um representante da ADSLA (Agrupamento de Defesa Sanitaria do Litoral Alentejano)
deslocou-se ao parque para realizar colheitas de sangue para o teste obrigatério de despiste
de brucelose numa ovelha anad (Ovies aries), nas cabras ands (Capra aegragus hircus) e
cabras girgentana (Capra girgentana). Por fim, na espécie tigre de Bengala (Panthera tigris) as
analises foram motivadas por sinais de anorexia apresentados pela tigresa e suspeita de

afecdo do trato reprodutivo.

A Tabela 8 associa as frequéncias das colheitas de sangue em cada espécie animal a
finalidade que motivou a sua realizacdo, fazendo uma sintese mais completa do procedimento.
Permite concluir que das 91 colheitas de sangue realizadas 84,62% foram em mamiferos, com
maior incidéncia nos mufldes (Ammotragus lervia) com 17,6% das colheitas, tendo sido
requeridas por andlises rotina. Por sua vez, nas aves as colheitas realizadas corresponderam a
15,38% das amostras, em que o objetivo dessas foi a sexagem de galinhas de Angola (Numida

meleagris) e turacos (Turaco sp.).
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91, em que n corresponde ao

Tabela 8 — Frequéncias absolutas (Fi), relativas (Fr), acumulada (Fr(a)) e finalidade das colheitas de sangue realizadas. n

total de colheitas de sangue realizadas.

numero

Total

91

100

100%

Aves

Tauraco sp.

6,6

Numida meleagris

Sexagem

8,8

15,38%

Mamiferos

Canideos

Canis lupus familiaris

11

Ungulados

Cervus elaphus hispanicus

2,2

Axis axis

8,8

Connochaetes taurinus

Kobus leche

Ammotragus lervia

Tragelaphus spekii

Rotina

16

176 6,6 22

2,2

Bufalo afro-asiatico

55

Taurotragus oryx

2,2

Equus asinus

Esfregacos

55

Equus caballus

11

Capra girgentana

4,4

Capra aegragus hircus

13

14,3

Ovis aries

2,2

Syncerus caffer nanus

Andlises

11

Felideos

Panthera tigris

2,2

Primatas

Papio hamadryas

3,3

Mandrillus sphinx

2,2

84,62%

Fi

Fr (%)

Fr(a)
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2.2.2. ldentificacdo de animais

Apesar de se tratar de um parque zoolégico onde parte dos animais se encontram em
regime extensivo, no “Safari” & essencial ter o completo conhecimento da colecdo zooldgica,
sendo que a forma mais rigorosa de identificagdo consiste na coloca¢do de um identificador
eletrénico, nomeadamente um microchip, que por norma é colocado dorsalmente, na regido da
espadua, a esquerda do animal. Estes animais selvagens ndo estdo habituados a ser
manipulados, como tal, a colocacdo do identificador eletrénico é feita apenas em duas
situacdes, quando surge uma cria recém-nascida que ainda é facilmente capturada
manualmente ou quando, por algum motivo, é efetuada a imobilizacdo quimica do animal. Para
proceder a identificacdo de crias € necessario manter sempre o contacto visual com a
progenitora, pois esta podera tentar proteger a cria perante a ameaca, portanto toda a
intervencao deve ser o mais breve e cautelosa possivel para minimizar o stress causado. Com
o intuito de evitar a rejeicdo da cria pela progenitora deve-se camuflar odores ao esfregar as

maos em terra e reduzir o contacto com a cria ao minimo essencial.

Contudo, também foi necessario identificar as cabras ands, italianas e a ovelha ana,
tendo-se optado pela colocacdo de brincos. Por sua vez, em seis porquinhos-da-india foram

colocados identificadores eletrénicos.

Nas aves existem dois métodos de identificacdo: através da colocagdo de anilhas,
abertas ou fechadas na extremidade dos membros posteriores, ou pela insercdo de um
identificador eletronico no musculo peitoral (16). A colocacdo de um microchip é o método
recomendado, visto que as anilhas apresentam alguns riscos para a ave, ja que estas podem
ficar presas na instalagdo ou ornamentos e, mesmo que a ave se consiga libertar, a inflamacéo
e edema causado, pode resultar em colapso vascular e necrose distal & anilha (16). Assim,
excluindo quando se tratam de aves com peso inferior a 150 gramas, em que é recomendado o
uso de anilha, dever-se-a optar pelo uso de microchip (16). Durante o estagio foram utilizados
os dois métodos de identificagdo, anilhas em oito Numida meleagris e microchips em seis

Tauraco sp, aquando da colheita de sangue para sexagem.

2.2.3. Sexagem

Sexagem de Mamiferos

Para um melhor conhecimento da colecdo animal existente € importante saber, além do
numero de exemplares de cada espécie, o sexo dos animais. Quando o dimorfismo sexual é
evidente, ou ligeiramente dubio, caso se trate, por exemplo, de um animal juvenil, a tarefa é
simples, mas com alguns animais pode ser necesséario anestesiar o animal para poder tirar

conclusodes.
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Sexagem de Aves

Nas aves facilmente se encontram obstaculos a sexagem, a maioria dos psitacideos
sédo sexualmente monoférmicos, em que o macho e a fémea sado visualmente indistinguiveis,
com excecao, por exemplo, do papagaio ecletus (Eclectus roratus) pois o macho apresenta
uma coloracdo verde e a fémea vermelha e roxa, evidenciando assim um dimorfismo sexual
marcado (20). Todavia, nas espécies monomorficas, existem algumas carateristicas que
podem ajudar os avicultores a opinar sobre o sexo da ave, porém sdo apenas indicadores
incapazes de determinar de forma precisa (16; 20). Tais indicadores sao entdo o tamanho da
cabeca e bico, dimenséo geral da ave, coloracdo das penas e comportamento agressivo ou
palpacéo da auséncia de fusdo dos 0ssos pélvicos caudais a cavidade celémica, no caso das
fémeas, o que nem sempre é uma constante (16; 20). Como métodos de sexagem mais
rigorosos e fiaveis pode-se optar por identificacdo do sexo da ave através do ADN, que se
baseia na distinta composi¢cdo dos cromossomas sexuais, sexagem cirdrgica ou um método
ndo invasivo que consiste na sexagem através das penas (20). A sexagem cirlrgica por
laparoscopia deve ser realizada sob anestesia geral e apenas em animais aparentemente
saudaveis pelo risco que acarreta. O acesso é feito pelo lado esquerdo da ave, pela
apresentacdo anatémica das fémeas, em que apenas o ovario esquerdo é funcional e, como
consequente sera mais facil de detetar que o ovario direito (15). No macho os testiculos estédo
localizados numa posicao ligeiramente ventral ao pélo cranial dos rins e da glandula adrenal,
nas fémeas a posicao dos ovarios é semelhante a do testiculo esquerdo, mas, caso de trate de
uma fémea adulta o ovério ativo pode cobrir parcial ou totalmente a glandula adrenal esquerda
(15). A sexagem através das penas foi realizada pela primeira vez em 1980 e consiste na
remocao de penas e posterior analise cromossomica das células presentes em meios de
cultura, realizados através de sangue da porgdo de crescimento da pena (20). Este método
permite uma completa avaliagdo do cariétipo e identificacdo de defeitos nos cromossomas
(inversdes cromossomicas, translocacgdes e triploidias) que reduzem a fertilidade (20). Como
desvantagens apresenta o fato de demorar cerca de duas semanas para se obter um resultado

e a possibilidade reduzida da cultura ndo se desenvolver (20).

Perante os métodos de sexagem disponiveis, segundo a Tabela 8, foi realizada a
sexagem através de ADN por colheita de amostras de sangue nas aves em oito galinhas de

Angola (Numida meleagris) e seis turacos (Tauraco sp.).

2.3. Patologia médica

A Tabela 9 permite verificar que as intervencdes veterindrias foram registadas
maioritariamente na area da dermatologia, com cerca de 30% dos casos, nove em mamiferos e
trés em aves. De seguida, surge a area de ortopedia com 17,50% dos casos intervencionados,
quatro nos mamiferos e trés nas aves. As areas de imagiologia e ginecologia/obstetricia

corresponderam, respetivamente, a 15% dos casos intervencionados. Outra conclusdo a ser
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retirada da tabela é que 75% das interveng8es veterinarias numa area especifica decorreram

em mamiferos e os restantes 25% nas aves.

Tabela 9 — Frequéncias absolutas (Fi) e relativas (Fr) das interveng8es veterinarias nas
diferentes areas, de acordo com cada classe. n=40, em que n corresponde ao numero total das

intervencdes veterinarias nas diferentes areas.

Imagiologia 5 1 6 15,00%
Infeciologia 1 0 1 2,50%
Urologia 1 0 1 2,50%
Gastroenterologia 4 1 5 12,50%
Oftalmologia 0 1 1 2,50%
Dermatologia 9 3 12 30,00%
Neurologia 1 0 1 2,50%
Ortopedia 4 3 7 17,50%
Ginecologia/obstetricia 5 1 6 15,00%
Fi 30 10 40 100,00%
Fr 75,00% 25,00% 100,00%

O Grafico 4 apresenta as frequéncias absolutas das intervengfes veterinarias nas
diferentes areas de acordo com a classe em questdo e permite verificar que foram registados
mais casos na classe dos Mammalia comparativamente a classe das Aves, de tal forma que

apenas na area de oftalmologia se observou o oposto.

B Mamiferos Aves
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Gréfico 4 — Frequéncias absolutas das intervencdes veterinarias nas diferentes areas, de
acordo com cada classe. n=40, em que n corresponde ao numero total de intervencdes

veterinarias nas diferentes areas.

2.3.1. Imagiologia

Como meio de diagnéstico complementar foram realizados exames radiologicos e

ecograficos.

2.3.1.1. Radiologia

Na area da radiologia, como demonstra a Tabela 10, 75% dos exames realizados
foram motivados por traumatismos ou fraturas ésseas. Um dos exames foi realizado numa ave
da espécie Tauraco sp.e dois em mamiferos, um mandril (Mandrillus sphinx) e um 6érix de
cimitarra (Oryx dammah). Os restantes 25% sé&o atribuidos ao exame realizado a um Quati

(Nasua nasua), com posterior diagnostico de artrite.

Tabela 10 — Frequéncias absolutas (Fi) e relativas (Fr) dos casos desenvolvidos na area da

radiologia. n=4, em que n corresponde ao numero total de exames radiograficos.

Aves Mamiferos
Radiologi 8 5 S
adiologia = X © S «©
2 € o =T £ X €& 3 32 Fi Fr
S o 25 0o E s @
S S 0 S Z c
S ©
Traumatismo/fratura 1 1 1 3 75,00%
Artrite 1 1 25,00%
Fi 1 3 4 100,00%
Fr 25,00% 75,00% 100,00%

2.3.1.2. Ecografia

Como demonstra a Tabela 11, foram realizados exames ecograficos a dois mamiferos,
um cavalo (Equus caballus) e uma fémea de tigre de Bengala (Panthera tigris). No cavalo este
meio de diagnéstico foi requerido por se tratar de um caso de célica recorrente. Na fémea de
tigre a ecografia foi realizada para auxilio no diagnéstico de piémetra e visualizacdo pré-

cirdrgica.
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Tabela 11 — Frequéncias absolutas (Fi) e relativas (Fr) dos casos desenvolvidos na area da

ecografia.n=2, em que n corresponde ao nimero total de exames ecograficos realizados.

Mamiferos
. ®©
Ecografia 9 E S w _
5 ®© £ = Fi Fr
o O c D
w © c =
o o
Coélica 1 1 50,00%
Piometra 1 1 50,00%
Fi 1 1 2 100,00%
Fr 50,00% 50,00%  100,00%

2.3.2. Infeciologia

A Unica doenca infeciosa diagnosticada no parque durante o periodo de estagio
desenvolveu-se num mamifero da espécie Tragelaphus spekii. O diagnéstico foi feito post-
mortem, tendo sido realizada a colheita de amostras de érgdos, nomeadamente pulméo, tendo

o resultado dado positivo para Pasteurelose, com o agente causal Mannheimia haemolytica.

Nos antilopes, familia onde se inclui a espécie Tragelaphus spekii, a pasteurelose pode
ser causada por dois agentes, Pasteurella multocida e Mannheimia haemolytica, e a
transmissdo ocorre através de aerossoéis ou contacto direto (4; 21). A Pasteurella é um agente
comensal do trato respiratorio superior (4). Sob condi¢gdes normais, apds a sua inalagdo, os
macréfagos alveolares tém a capacidade de remover eficientemente o agente através de
mecanismos de fagocitose (4; 21). Portanto em animais saudaveis, ndo sujeitos a situacdes de
stress ndo ha desenvolvimento da doenca. Assim, a Pasteurelose encontra-se normalmente
associada a combinacdo de uma infecdo viral com uma situacdo debilitante, como, por
exemplo, transporte, periodo de escassez de alimento, desmame, grandes variacbes na
amplitude térmica (4; 21). Ou seja, fatores de stress para o animal possibilitam o aumento do
namero total e viruléncia de Pasteurella desde a nasofaringe até aos alvéolos, sendo que neste

ultimo os macréfagos ja ndo conseguem realizar uma correta depuracao (4; 21).

A Pasteurella multocida exibe um quadro de broncopneumonia supurativa com ou sem
rinite, corrimento nasal, anorexia, pirexia, taquipneia/dispneia (4). Assim como 0 agente
bacteriano Mannheimia haemolytica da origem a septicémia, morte sibita, depressédo aguda e
piréxia (4). O diagnostico é feito com base na histdria e sinais clinicos, achados na necrépsia
ou através de cultura pulmonar ou sangue (4). O tratamento inclui antibioterapia, manutencéo
da temperatura corporal do animal e correta ventilagdo do local (4). Deve também ser realizado

o tratamento de infecBes concomitantes e reducdo de fatores de stress como excesso
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populacional (4). Por sua vez, deve-se ponderar a administracdo de antibioterapia profilactica

previamente ao transporte (4).

2.3.3. Urologia

Num mamifero macho, da espécie ovelha ana (Ovis aries), foi observado um quadro
clinico de prostracdo e anorexia associado a estrangUria. Foi possivel constatar que este
apresentava acumulacao de material organico na uretra de etiologia ndo diagnosticada, tendo
resultado em oligdria e andria. Como a anatomia dos ovinos ndo permitiu a algaliacdo do

animal optou-se pela eutanasia.

2.3.4. Gastroenterologia

Analisando os dados da Tabela 12, dos seis casos inseridos na area de gastroenterologia,
50% corresponderam a casos de distarbios nutricionais em dois mamiferos, um babuino
sagrado (Papio hamadryas) e uma fémea de tigre de Bengala (Panthera tigris), e numa ave,
galinha de Angola (Numida meleagris). Ocorreu também um caso de acidose, num bufalo do
Congo (Syncerus caffer nanus), dois de célica em equideos, um pénei de Shetland (Equus

ferus caballus) e um cavalo (Equus caballus).

Tabela 12 — Frequéncias absolutas (Fi) e relativas (Fr) dos casos desenvolvidos na &rea da

gastroenterologia.n=6, em que n corresponde ao nimero de casos de gastroenterologia.

Mamiferos Aves
()]
) § 2 2
s ¢ £ 2 2 B
. il = o] © e [41)
Gastroenterologia  © = O 9 e S _
E £ %9 8 ¢ £ Fi Fr
= = [} [%2] 7)) ©
e = % s 2 =
=t [ & o @ £
@© o 5 (| o >
o o § zZ
L )
Coélica 1 1 2 33,33%
Distlrbios nutricionais 1 1 1 3 50,00%
Acidose 1 1 16,67%
Fi 5 1 6 100,00%
Fr 83,33% 16,67% 100,00%

2.3.5. Oftalmologia

O Unico caso de oftalmologia assistido foi observado numa ave da falcoaria, uma coruja

do mato (Strix aluco), a qual apresentava Ulcera da cérnea.
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2.3.6. Dermatologia

Tabela 13 — Frequéncias absolutas (Fi) e relativas (Fr) dos casos desenvolvidos na area da

dermatologia. n=12, em que n corresponde ao numero total de casos na area da dermatologia.

Mamiferos Aves

g (7)) 0

2] (= = = (@]

s o & 2 3 3 £

Qo > = é o o > S

Dermatologia © 3 o 8 ) =1 = oo

2] © S %) E = c '© Fi Fr

2 ) ) 3 S o c c

(4] S o (=X © (0] = ()

- = < = Ko = o 2

(73] O O 7 o) m o c

= w s = IS < o

= & & £ E ¢

L o (@) = o

o

Ferida cutanea 1 4 1 6 50,00%
Pododermatite 1 1 2 16,67%
Alergias 2 2 16,67%
Abcessos 1 1 2 16,67%

Total 1 2 1 4 1 1 1 1
: 12 100,00%

Fi 9 3
Fr 75,00% 25,00% 100,00%

Como demonstra a Tabela 13, 75% dos 12 casos de dermatologia ocorreram em
mamiferos. Maioritariamente em cédes (Canis lupus familiaris) com quatro casos associados a
feridas provocadas por praganas e desenvolvimento de miiases, seguida da espécie Equus
asinus com dois casos de crises alérgicas. Nas aves, foi acompanhado um caso de abcessos
nos membros posteriores de um flamingo pequeno (Phoeniconaias minos) e os restantes

16,67% foram situacdes de pododermatite em aves de rapina.

A pododermatite € uma afecdo comum nas aves de rapina em cativeiro, como
resultado do maneio realizado, ndo se tratando entdo de uma doenca infeciosa (15). Assim,
durante o estagio foram acompanhados dois casos de pododermatite em aves, nomeadamente
num peneireiro (Falco tinnunculus) e numa aguia de asa redonda (Buteo buteo). Esta condigao
€ rara em aves selvagens e estd tipicamente associada a uma ferida pré-existente num ou em
ambos os membros (15). Surge por uma pressao anomala exercida na base da extremidade do
membro, normalmente associada a poleiros com estrutura ou substratos inadequados (15). A
propria instalacdo pode potenciar o aparecimento de pododermatites através da inducdo de
traumas na almofadinha plantar, por exemplo, ao passar de poleiro para poleiro (15). No
entanto, raramente, estas les6es também podem ser auto-infligidas ou provocadas pela presa
no momento da captura. Secundariamente podem ocorrer infecées por Escherichia coli ou

Staphylococcus sp (15). O tratamento depende da gravidade da lesdo, tendo como principio a
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remocao da causa e tratamento da ferida (15). Em casos muito graves podera ser necessario
ponderar a eutanasia. Como as causas da pododermatite estéo relacionadas com o maneio, o
tratamento € complexo e prolongado, devendo-se entdo apostar na prevencdo (15). As
medidas preventivas passam por uma dieta nutritiva, equilibrada e apropriada, evitando o
excesso de peso e colocacdo de poleiros revestidos e adaptados para cada espécie e sexo
(15). De seguida, é importante que a ave realize exercicio adequado e tenha espaco suficiente
para efetuar uma aterragem normal (15). Para controlo deve-se observar regularmente a

condicdo dos membros posteriores numa superficie regular (15).

2.3.7. Neurologia

Nesta area apenas se registou um caso num sitatunga (Tragelaphus spekii) em estado

convulsivo.

2.3.8. Ortopedia

Através da andlise da Tabela 14, é possivel verificar que na area de ortopedia, 57,14%
dos casos foram observados em mamiferos e 43,86% em aves, correspondendo a um total de
sete animais assistidos. Por um lado, 85,71% das intervencdes estiveram associadas a
processos agudos, sendo que 42,86% dos animais apresentavam claudicacdo: duas aves, um
urubu de cabeca vermelha (Cathartes aura) e um marabu (Leptoptilos crumeniferus) e um
mamifero, um muflao (Ammotragus lervia). Um 6rix de cimitarra (Oryx dammah) sofreu um
traumatismo, no qual foi diagnosticado rutura da capsula articular e ligamentos da articulagdo

carpo-metacarpica.

Tabela 14 - Frequéncias absolutas (Fi) e relativas (Fr) dos casos desenvolvidos na éarea de

ortopedia. n=7, em que n corresponde ao numero total de casos de ortopedia.

Aves Mamiferos
©
o % 8 g (%) é g g
Ortopedia o o =282 x2x¢Q o o _
S & 855 88 = g Fi Fr
— = = < [ o © a_) ]
5 8 2 E& o x E & 3
s = 3 2 = > E ©
= 8 G o < zZ
Fratura 1 1 2 28,57%
Rutura de
Agudo capsula articular 1 1 14,29%
e ligamentos
Claudicacgéo 1 1 1 3 42,86%
Cronico Artrite 1 1 14,29%
Fi 3 4 7 100%
Fr 42,86% 57,14% 100,00%
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De facto, as fraturas, 28,57% dos casos de ortopedia, observadas num turaco (Tauraco
sp.) e num mandril (Mandrillus sphinx) e a claudicacdo do mufldo (Ammotragus lervia)
estiveram associadas a processos de captura. Na verdade, durante processos de imobilizagédo
e captura ha varios fatores que podem resultar em lesdes fisicas, como contusdes, laceragoes,
abrasdes e fraturas nos animais (19). Estes fatores podem ser inerentes ao ambiente e ao
comportamento do animal, como falhas no equipamento, técnica ou na inje¢ao do farmaco (19).
Os casos mais simples sédo de facil resolucdo, mas quando existem complicacdes, como
fraturas ou outros progndsticos reservados dificeis de tratar podera ser necessario proceder,
por motivos éticos, a eutanasia do animal (19). O trauma fisico podera ser prevenido pelo
levantamento de potenciais riscos na instalacdo previamente a captura e correto

manuseamento do equipamento e maneio do animal (19).

Por sua vez, como processo cronico, que correspondeu a 14,29% das observacgoes, foi
possivel acompanhar um coati (Nasua nasua), com sinais de anorexia, claudicacao,

prostracdo, associado a um processo de artrite.

2.3.9. Ginecologia/ obstetricia

A Tabela 15 permite verificar que na darea da ginecologia/obstetricia s6 foram
intervencionados mamiferos. De facto, 83,33% da casuistica ocorreu em cabras anas (Capra
aegragus hircus), associados a distécias, prolapsos uterinos e mastites, por sua vez, 16,67%
dos casos correspondem a um diagnéstico de piometra observado numa fémea de tigre de

Bengala (Panthera tigris).

Tabela 15 — Frequéncias absolutas (Fi) e relativas (Fr) dos casos desenvolvidos na area da
ginecologia e obstetricia. n=6, em que n corresponde ao ndimero total de casos de ginecologia

e obstetricia.

Mamiferos
3 X%
: : o S )
Ginecologia / Obstetricia 5 o = _
o 2 © Fi Fr
© = [}
© < =
= c
8 &
Pidmetra 1 1 16,67%
Dist6cia 2 2 33,33%
Prolapso uterino 1 1 16,67%
Mastite 2 2 33,33%
Fi 5 1 6 100,00%
Fr 83,33% 16,67% 100,00%
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Pibmetra

Pidmetra consiste na acumulacdo de material purulento no Utero, secundaria a uma
afecdo bacteriana, é mediada hormonalmente e ocorre durante o diestro (22). E menos
frequente em felinos que em caninos, possivelmente pelo facto de nas gatas a ovulacdo
ocorrer de forma induzida (22; 23). Dentro dos felinos as pidmetras tendem a ser mais
frequente nos grandes felinos exoticos, como leopardos, ledes, tigres e ligres, com maior
incidéncia em ledes e animais com mais de dez anos (22; 23). Tal como nos carnivoros
domésticos, também aparenta estar associada a hiperplasia endometrial quistica, por
exposicdo crénica a progesterona (22; 23). Secundariamente ocorre sobrecrescimento
bacteriano da flora vaginal que acede no Utero durante o proestro e estro (22; 23). Apesar de a
ovulacgao ocorrer de forma induzida n&o é necessério que haja penetracéo, portanto deve-se ter
em consideracdo que a ovulacado pode surgir de forma variavel em ledes ou tigres alojados
individualmente ou com outras fémeas (22; 23). Os sinais clinicos variam dependendo se o
cérvix estd fechado ou aberto, podendo estes incluir descarga vulvar, letargia, febre, anorexia,
vomito, polidria e polidipsia (22; 23). O principal diagnéstico diferencial da pidmetra nos
grandes felinos é cistite, sendo que a confirmagdo € feita preferencialmente por exame

ecografico (23).

A ovariohisterectomia é considerada o tratamento de eleicdo para pidbmetra nos
carnivoros domésticos, sendo também recomendada para os grandes felideos (23). Apesar de
se tratar de uma intervencao cirtrgica relativamente simples nos felideos domésticos, nos
grandes felideos como os tigres, o pds-operatdrio € crucial no sucesso da intervengéo, dado o
risco de deiscéncia de sutura ou infe¢do secundaria, caso o felideo interfira com o processo de

cicatrizacéo.

Assim sendo, foi confirmado o diagnéstico de pidmetra fechada, numa fémea de tigre
de Bengala (Panthera tigris) com 14 anos, por exame ecografico e posterior remocgao cirdrgica
(Figura 7,8).

Figura 7 — Intervencdo cirargica de ovariohisterectomia numa fémea de tigre de Bengala
(Panthera tigris).
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Figura 8 — Hiperplasia endometrial quistica numa fémea de tigre de Bengala (Panthera tigris)

apos ovariohisterectomia.
Distocia

O conceito de distocia refere-se a um parto anormal, dificil ou lento, sendo portanto
uma urgéncia médico-veterinaria (24). E uma condicdo comum em pequenos ruminantes
(caprinos e ovinos) que resulta em elevadas perdas econdmicas associada a mortalidade
neonatal, materna ou problemas de fertilidade (25). Partos distécicos podem estar na origem
de uma maior prevaléncia de retencdo de membranas fetais e infe¢bes uterinas, com
consequente aumento do intervalo entre partos (24). A distécia pode ser motivada por causas
maternas tais como dilatacdo incompleta da cérvix, torcdo uterina, estreitamento da pélvis e
inércia uterina secundéaria. Também pode ocorrer devido a causas fetais como alteracbes da
apresentacao, postura e posi¢do, tamanho ou existéncia de “monstros”, ou ainda por situa¢cdes

relacionadas com o0 maneio (24; 25).

O canal pélvico nos caprinos e ovinos € bastante fragil, como tal a for¢ca necesséria
para expulsar um feto com uma incorreta apresentagcdo pode resultar em rutura uterina com
subsequente prolapso de 6rgdos abominais, portanto a assisténcia ao parto deve ser
ponderada e cautelosa (25). A realizacdo de uma cesariana é considerada um método efetivo
para o tratamento da maioria dos tipos de distdcia, sendo segura para a cria e progenitora,

especialmente quando realizada o mais proximo possivel do inicio do trabalho de parto (25).

Durante o estagio ocorreram dois casos de distocia em cabras anas (Capra aegragus
hircus), nas quais foram necessarias intervengdes veterinarias. Numa primeira situagéao,
motivada por causas fetais, foi necessario auxiliar o caprino a expulsar o feto morto, tendo-se
constatado que o feto apresentava dimensdes demasiado grandes para o decorrer de um parto
eutécico (Figura 9). Posteriormente procedeu-se a lavagem intra-uterina com solucéo
fisioldgica e solugdo iodada, administragdo de antibioterapia (Penicilina SC e Tetraciclina
efervescente IU), anti-inflamatério (Flunixina Meglumina IM), célcio SC/IM e suplementacgao
com solucdo de glucose SC. O segundo caso de distécia ocorreu numa cabra primipara, em

que a dilatacdo incompleta do cérvix impossibilitou a expulsdo do feto. Sendo assim, na
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tentativa de recuperar a progenitora foi realizada fetotomia e suplementacéo com calcio SC e

multivitaminas, porém a fémea debilitada acabou por ndo sobreviver a todo o processo.

Figura 9— Progenitora fazendo o reconhecimento do nado morto apés parto distécico.

Prolapso uterino

O prolapso uterino é uma complicacdo que pode ocorrer no pos parto que exige rapida
intervencado (24). Normalmente o prolapso ocorre 12 a 24 horas apdés o parto e pode ser
agravado pela ocorréncia de inversdo parcial do cérvix, o que dificulta o recolocamento do
Utero (26).

Esporadicamente também podem ocorrer prolapsos do corno uterino ndo gravido
durante a gestagdo, o que normalmente estd associado a uma diminuicdo do ténus do
miométrio, o que predispde ao desenvolvimento de um quadro de hipocalcémia e distécia,
causando fadiga muscular e trauma (26). De facto, ao longo das décadas também tém sido
reportados casos de tratamento com sucesso de prolapsos do corno uterino ndo gravido
durante a gestagdo, com manutencdo de uma gestagao viavel (27). A extragdo manual da cria
e a retencdo das membranas fetais pode iniciar a eversdo uterina dos cornos uterinos seguida
por um completo prolapso uterino depois do parto (26). O prolapso uterino é uma emergéncia
veterindria, ja que uma atuacdo breve facilita o recolocamento do Utero antes da acumulagéo

excessiva de edema, contaminagéo, trauma da mucosa e encerramento do cérvix (26).

Durante o periodo de estagio foi entdo acompanhado um caso de prolapso uterino
anterior ao parto, numa cabra ana (Capra aegragus hircus). Como tal, foi necessario intervir
mantendo a possibilidade do parto ocorrer de forma natural. Assim, com a cabra em estacao, a
mucosa prolapsada foi lavada abundantemente, com solucgéo fisiologica e solugéo iodada e o
orgdo foi recolocado na sua posi¢cdo anatdmica. Neste caso, para além da administragdo de
antibioterapia e anti-inflamatorios, podem também ser colocadas suturas de suporte, o que
implica que o animal fique sob observacdo pela possibilidade de ocorréncia de recidivas, e
como consequente, aumento do risco de necrose por compressao vaginal (24). Como no caso

em questdo o prolapso foi pré-parto, a atencdo prestada ao animal foi redobrada, pois aos
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primeiros sinais de entrada em trabalho de parto as suturas foram removidas, tendo o parto

ocorrido naturalmente, ndo havendo recidiva do prolapso no pés-parto.
Mastites

Durante o periodo em estudo, ocorreram dois casos de mastite clinica em cabras ands
(Capra aegragus hircus), em que numa das cabras foi necessario proceder a intervencao

cirlrgica para a realizacdo de mastectomia.
2.4. Imobilizacdo quimica

A imobilizagdo quimica pela proje¢cdo remota de drogas (dardos) € muitas vezes a
melhor opg¢éo e, por vezes, o Unico método disponivel aos veterinarios e investigadores para
examinar, tratar, translocar e marcar determinadas espécies de mamiferos (28). A
determinacé@o exata do peso s6 é possivel apds o animal estar sedado, assim o veterinario
deve ter nocdo prévia do peso médio e sexo da espécie em questdo, grau de excitacdo
esperado e perigos existentes, de tal modo que, no processo de sele¢do das drogas, se opte
por drogas com uma boa margem de seguranca e que possuam agente revertor (2).
Geralmente é mais seguro apostar em sobredosagem que subdosagem, pois o prolongamento
do periodo de anestesia pode reduzir o stress e o risco associado a complica¢des (19). De
facto, raramente a imobilizagao é feita apenas com uma droga, ja que a combinacgao de drogas
permite reduzir a quantidade a administrar de cada agente e consequentemente diminuir os
efeitos secundarios que cada uma apresenta, devendo-se também preferir drogas de rapida
inducéo (2). Como tal, as capturas devem ser realizadas com uma equipa de profissionais com
treino especifico, experiéncia e conhecimento em captura de animais selvagens, anestesia,

maneio e técnicas de suporte basico de vida tanto humano como animal.

A captura e anestesia de animais selvagens sdo procedimentos que apresentam
sempre algum risco de mortalidade associado, mesmo em animais saudaveis (29).
Primeiramente as mortes podem estar direta ou indirectamente relacionadas com o processo
de captura, como por exemplo, afogamentos durante a inducao, trauma inflingido pelo dardo
(ex. pneumotérax), sobredosagem, na medida em que as drogas imobilizantes interferem com
a funcdo respiratéria e termorregulacdo, podendo levar a depressdo respiratéria, acidose,
hipoxia e hipertermia (19; 29). Por sua vez, também podem ter como causa efeitos secundarios
a captura, como stress, miopatia, trauma provocado por armadilhas, separacdo da cria e
progenitora e problemas com aplicacdo de transmissores por implantes ou colares (29). As
principais causas de mortalidade durante a anestesia em animais domésticos sdo anestesias
em animais ndo saudaveis, com baixa condi¢do corporal ou falha na obtencéo do correto peso
corporal, utilizacdo de medicdo pré-anestésica inapropriada, falta de equipamentos em
situacdes de emergéncia e inexperiéncia do operador (30). Como a captura de animais

selvagens ndo permite um controlo rigoroso desses fatores, o risco € maior, sendo este
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acrescido quando a captura é realizada com um propésito especifico, como avaliacdo do
estado de animais sobre stress ambiental ou doenca (29).

A miopatia de captura, doenca do musculo branco ou rabdomiédlise induzida pelo
exercicio, € uma doenca metabdlica, ndo infeciosa de elevada morbilidade e mortalidade.
Normalmente esta condicdo esta associada a agGes de perseguicdo, captura, contencao e
transporte de animais, sendo caracterizada por acidose metabdlica, necrose muscular e
mioglobindria (19; 31). De uma forma geral a sua fisiopatogenia envolve a exaustdo da
adenosina trifosfato muscular esquelética e cardiaca (ATP), diminuicdo do aporte de oxigénio
aos tecidos e aumento da producdo de &cido latico, resultando em necrose muscular,
libertacdo de mioglobina e falha renal, que leva a morte do animal (4). Apresenta como sinais
clinicos rigidez muscular, dor muscular severa, ataxia, paresia, torcicolo, prostracéo e paralisia
(19). Como causas predisponentes estéo incluidos fatores ambientais (temperaturas elevadas
e humidade), certas racas (niala, damalisco, palanca vermelha, babalo, elande, veado, cudu, e
impala), deficiéncias em vitamina E ou selénio e a realizagdo de capturas em animais
gestantes ou de idade avacada (4). Quando os sinais de miopatia de captura séo evidentes, as
possibilidades de instituir um tratamento com sucesso sdo muito reduzidas (4). A prevengdo
consiste num planeamento cuidado da captura, com tempos de perseguicao inferiores a trés
minutos, temperatura ambiente inferior a 20°C, tempo de conten¢cdo minimo e recurso a
sedacgdo e anestesia geral quando necessério (4). Se, apesar de todos os cuidados, o animal
ficar extremamente stressado, hipertérmico ou entrar em hipoxia durante a captura, deve ser
instituito um tratamento agressivo com fluidoterapia e bicarbonato de sédio (bdlus de 1-2
mEq/kg) para tratamento da acidose metabdlica e, se possivel realizar ionografia para
monitorizar o equilibrio acido base e electrélitos durante o tratamento (4). Num animal saudavel
os valores de lactato séo inferiores a 2 mmol/L, valores superiores a 5 ou 6 mmol/L estdo
associados a um mau progndstico (4). Para controlo da inflamacdo sem o comprometimento
renal deve-se optar pela administragdo de corticoesterdides e DMSO (10% com a fluidoterapia
IV), ou uma combinacéo das duas, em deterimento do uso de anti-inflamatdérios nédo esteréides
(4). Apés a fase inicial do tratamento, o animal deve ser mantido num local calmo, fresco e

recomenda-se a monitorizagdo do débito urinario (1 mL/kg/hr) durante varios dias (4).

Assim sendo, os riscos associados podem ser reduzidos através de simples
procedimentos de maneio, como ter em atencdo a velocidade de perseguicdo, o tempo de
transporte e capturar um grupo ou familia, em vez de capturar apenas um individuo (2; 19). Em
relacdo a manipulagéo, a aproximacao deve ser cautelosa e seguida da colocagdo de um pano
ou venda nos olhos no animal, diminuindo assim a sua percec¢do sensorial, o ruido devera ser
minimizado através da colocacdo de compressas nos ouvidos. O posicionamento correto do
animal € em decubito esternal com o focinho pendente e a lingua para fora, para evitar que
ocorra vomito e regurgitacdo ou asfixia e timpanismo (29). Também é benéfica a utilizagdo de

oxigenioterapia ou o uso de tranquilizantes (32). Quanto a recuperagcdo, o animal deve ser

colocado num local seguro e calmo, de preferéncia sem sol ou vento, afastado de perigos,
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obstaculos ou agua, numa posicdo confortavel com as vias respiratérias desobstruidas. De
seguida, uma pessoa deve permanecer com o0 animal para administrar o antidoto e depois
deve manter alguma distancia de seguranca para observar a recuperacao (2; 19). Para evitar o
aparecimento de situacées de miopatia de captura, nos animais capturados deve ser feita a

administragdo de vitamina E e selénio na dose de 1mL/10Kg.

Por sua vez, os processos de imobilizagdo quimica constituiram parte consideravel dos
procedimentos realizados durante o periodo de estagio. Sendo que, como demonstra o Grafico
5, 41 das anestesias realizadas tiveram como intuito a captura do animal (71,9%), motivadas
maioritariamente por transporte para o exterior do parque, excetuando os dois sitatungas
(Tragelaphus spekii), em que a captura teve como objetivo a mudanca de instalagdo no parque,
e duas crias de gnu azul (Connochaetes taurinus), nas quais foi feita a sexagem e colocacgéo
de identificacao eletrénica.
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contraceptivo

Grafico 5 — Frequéncias absolutas das imobilizagbes quimicas realizadas em mamiferos para
captura, tranquilizacdo, tratamento ou controlo contraceptivo.n=57, em que n corresponde ao

ndmero total de imobilizagbes quimicas realizadas.

Na maioria das capturas realizadas, 65%, foi utilizado o protocolo “MBKeta”,
desenvolvido pelo médico veterinario Jodo Simdes de Almeida, no seguimento da experiéncia
adquirida a imobilizar ungulados selvagens, que consiste na associacdo de trés anestésicos:
quetamina na dose de 1,5 mg/kg, medetomidina e butorfanol ambos na dose de 0,05 mg/kg
cada, administrados por via intramuscular, através de um dardo projetado por uma espingarda
de ar comprimido (32). Para uma melhor precisdo na administracdo o animal deve estar a uma
distancia entre 10 a 40 metros (19). Nestes casos a reversdo anestésica da medetomidina foi
feita com antipamezol, na propor¢édo de quatro a cinco vezes a dose de medetomidina (32).
Este protocolo apresenta um conjunto de caracteristicas que permitem a sua utilizacdo em
ungulados selvagens de pequeno e médio porte, durante um periodo de 45 minutos a uma
hora, com um relaxamento muscular adequado e um plano anestésico estavel e suficiente para
a realizacdo de pequenos procedimentos cirlrgicos (32). Apresentou bons tempos de inducéo,

entre trés a cinco minutos e foi possivel reverter por completo a anestesia ap6s 30 minutos de
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sedacao apos a administracdo do antidoto. Este protocolo, tal como muitos outros, apresenta
as suas limitagcdes, ndo podendo ser aplicado a todas as espécies, como por exemplo gamos
(Dama dama) por serem animais muito resistentes a maioria dos protocolos anestésicos, sendo
a sua imobilizacdo quimica considerada bastante complicada (32). Neste periodo, como
demonstra a Tabela 16, foi usado em veados ibéricos (Cervus elaphus hispanicus),chitais (Axis
axis), cobos de leche (Kobus leche) e mufldes (Ammotragus lervia). A monitorizacdo da
sedacao dos veados ibéricos exigiu maior atencdo pela sensibilidade desta espécie para o
estado de hipoxémia (33).

De facto, a combinacdo de medetomidina, quetamina e butorfanol (MQB) tem sido
usada e avaliada com sucesso numa vasta gama de espécies ndo domésticas, pois aparenta
usufruir do efeito sinergético da combinacé@o das drogas originando uma anestesia facilmente
reversivel pelas baixas doses de quetamina utilizadas e a capacidade de antagonizar a
medetomidina e butorfanol com antipamezol e naloxona, respetivamente (34). Em 2010 foi
publicado um estudo por Georoff, T.A. et al. que consistiu na avaliagdo da combinacao
medetomidina (90.0 + 8.8 pg/kg), quetamina (2.7 £ 0.3 mg/kg), e butorfanol (0.3 = 0.03 mg/kQg)
e antagoniza¢do com naltrexona (2.7 = 0.25 mg/kg) e antipamezol (0.45 + 0.04 mg/kg) em sete
machos adultos de Guanacos (Lama guanicoe) (34), utilizando assim doses ligeiramente
superiores de quetamina e menores de medetomidina que o protocolo “MBKeta”. Os resultados
deste estudo demonstraram bons tempos de indugdo, rapida e suave, com excelente
relaxamento muscular, a ventilagdo manteve-se espontanea durante a anestesia em todos os
animais, tendo apenas sido registada alguma bradicardia (34). Nas anestesias realizadas
durante o estagio e neste estudo verificou-se que uma suplementacdo com oxigénio durante 20
a 30 minutos resulta em aumentos significativos dos valores de PaO2 (34). As recuperacfes

anestésicas foram graduais e sem complicacdes (34).
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Tabela 16 — Frequéncias absolutas (Fi) e relativas (Fr) dos casos em que foi necessario
realizar imobilizacédo quimica. n=57, em que n corresponde ao nimero total de imobilizacdes

guimicas realizadas.

Mamiferos
3
) 2} o
o 3 = = =
2 8 o 3 8 9 5 < g
Imobilizages S £ 5 2 g 73 % g g 4, 2
%) I = (%] (%) () =
quimicas o = © 5 & 2 2 g & = 9 Fi  Fr(%)
= [} o] © rof 2} O S K%} =
= < < = n 3 8 < < =3
o i) € <] S5 © o 55 S < ©
c o © IS © o X o ~ o
© © o £ £ © c ©) %)
= o < = = c S
(@] >
O O T
O
Capturas 21 2 6 2 8 2 41 71,9
Tranquilizag&o 2 1 3 53
Tratamento 1 3 1 1 6 10,5
Controlo
, 3 4 7 12,3
contraceptivo
Fi 3 5 3 21 2 3 6 2 2 8 2 57 100
Fr (%) 52 8,8 53 369 35 53 105 35 35 14 35 100

Quanto as tranquilizagbes, na Tabela 16 ndo estéo incluidas tranquilizagdes efetuadas
apos capturas, mas sim a administracdo de tranquilizantes de longa agéo, o que correspondeu
a 5,3% das intervencdes, tendo sido administradas duas em dromedéarios (Camelus
dromedarius), antes da realizagdo de um transporte, e uma num macho dominante de 6rix de
cimitarra (Oryx dammah). Os tranquilizantes de longa duracdo podem exercer a sua acao entre
12h e 30 dias, em certas circunstancias o seu uso pode ser benéfico, como por exemplo
transportes, noutras pode acrescer problemas, por exemplo hum grupo social de animais pode
influenciar hierarquias (35). As anestesias associadas ao controlo contraceptivo foram
realizadas como método de contengdo em primatas, trés na espécie mandril (Mandrillus
sphinx) e quatro em babuinos sagrado (Papio hamadryas). Os restantes 10% das

imobilizagBes quimicas foram efetuados para a realizagédo de tratamentos.
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2.5. Intervencdes cirurgicas

Durante o periodo de estdgio foram realizadas trés intervencdes cirlrgicas em
mamiferos, como demonstra a Tabela 17, duas em tecidos moles, uma ovariohisterectomia
numa fémea de tigre de Bengala (Panthera tigris), uma mastectomia numa cabra ana (Capra
aegragus hircus) e uma cirurgia ortopédica, num primata da espécie mandril (Mandrillus sphinx)

com fratura de fémur.

Tabela 17 — Frequéncias absolutas (Fi) e relativas (Fr) das intervencg8es cirlrgicas realizadas.

n=3, em que n corresponde ao numero total de intervencdes cirlrgicas realizadas.

Mamiferos
g 3 o
Intervencoes S 2 IS
L $ > 9 < .
cirargicas E ® o P Fi Fr
T g* £
= Q %
]
£ 8 £
Mastectomia 1 1 33,33%
Ovariohisterectomia 1 1 33,33%
Ortopedia 1 1 33,33%
Fi 1 1 1 3 100,00%
Fr 33,33% 33,33% 33,33% 100,00%

Segundo um estudo realizado por Jarrell, H. M., em 2011, as fraturas nos primatas
exibem um padrdo de acordo com o seu modo de locomocao, tendéncia arboricola e peso
corporal, estando todas as variaveis correlacionadas (36). Como tal, as preferéncias
locomotoras estédo relacionadas com a frequéncia de fraturas, na medida em que os primatas
com tendéncia para andar suspensos tém maior propensdo para fraturas, enquanto que 0s
primatas saltadores tém menor incidéncia de fraturas (36). Por outro lado, a localizacdo das
fraturas também esta associada a estas variaveis, ou seja, quando um primata que tem por
preferéncia andar suspenso fratura um 0sso, hd uma maior tendéncia para que a fratura seja
de umero ou fémur (36). Por sua vez, os pequenos primatas, de tamanho médio ou arboricolas
apresentam maior incidéncia de fraturas de tibia ou fibula em comparacdo a outros 0ssos
longos (36). Os grandes quadrupedes tendem a fraturar qualquer osso longo, exceto a tibia ou
fibula. Em relac@o aos primatas saltadores, as fraturas surgem maioritariamente na clavicula.
Assim sendo o Mandrillus sphinx, grande quadrdpede com preferéncias terrestres e
parcialmente arboricolas (no caso das fémeas), apresenta uma maior propensao para fraturar

0sso0s longos, excepto a tibia e fibula (36).

Para a realizacdo da cirurgia da fémea de mandril (Mandrillus sphinx) foi necessario

proceder a imobilizacdo quimica e transporte para um hospital veterinario em Lisboa, com
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instalagbes, equipamentos e cirurgido especializado em cirurgia ortopédica. Nos processos de
imobilizacdo quimica de primatas, especialmente neste caso em que a mandril apresentava
uma fratura de fémur, existem dois momentos criticos, a administracdo dos agentes
anestésicos e a captura do animal (19). Na verdade, é possivel provocar uma lesédo traumatica
com a projecdo de um dardo e, como os primatas tém tendéncia a procurar protecdo nos locais
mais elevados da instalacdo, com efeito da sedacdo podem cair das plataformas resultando em
lesBes ou fraturas (19). Assim sendo, deve ser feita uma monitorizagdo especialmente atenta
da evolucdo do processo de anestesia e podem ser utilizadas redes ou camaroeiros para
capturar o animal antes de este atingir o solo ou qualquer obstaculo que o possa lesionar (19).
Apbs a inducdo anestésica as complicacdes podem estar relacionadas com o estado de saude
do animal, droga utilizada e quantidade anestésica (19). O facto de os primatas apresentarem
uma elevada area corporal desprovida de pélo implica um maior risco de hipotermia, assim,

deve ser efetuada uma constante monitorizacdo da temperatura corporal (19).

A resolucgéo cirtrgica da fratura de fémur da fémea de mandril em questdo envolveu
entdo a fixagdo 6ssea com uma placa de titanio e dois fios de cerclage (Figura 10). O
progndstico do pds-operatério deste género de intervengdes € por norma uma incégnita, dado
que ndo é possivel proporcionar completa estabilidade ao membro fraturado e asépsia regular
da sutura, porque o animal ndo permite ser manipulado e a confinagdo do mesmo a uma area
demasiado restrita pde em causa o seu bem-estar (19). Acrescentando o facto de se tratar de
um animal inserido num grupo social com hierarquias bem definidas, em que se se mantiver
afastado do seu grupo durante um longo periodo de tempo podera vir a ter dificuldades de

reintroducéo.

Figura 10 - Cirurgia ortopédica a uma fémea de mandril (Mandrillus sphinx),

preparacao pré-cirurgica (a esquerda), colocagdo de parafusos na placa de titanio (a direita).
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Em suma, os procedimentos cirtrgicos efetuados tiveram por base adaptactes das
intervencdes nos animais domésticos, tendo em conta as diferengas fisiolégicas, anatémicas e
comportamentais que influenciam tanto o desenvolvimento da doenca e sintomatologia, como

tratamento cirrgico, pos cirargico e possibilidade de recuperagédo do animal.

2.6. Necroépsias

As necrépsias sdo procedimentos essenciais hum parque zooldgico, tanto como meio
de diagnéstico do caso concreto e analise da possibilidade de contagio e/ou infecciosidade da
situacdo, como para estudo da biologia e anatomia dos préprios animais, devendo ser

realizadas por rotina em instalacdes apropriadas.

Como tal, segundo o Grafico 6 pode-se verificar que foram realizadas no total 26
necrépsias, das quais 21 (80,76%) foram realizadas em mamiferos e as restantes cinco
(19,24%) em aves. Através da Tabela 18 verifica-se que nos mamiferos, 0 maior nimero de
necrépsias foi observado em sitatungas (Tragelaphus spekii), 6rix de Cimitarra (Oryx dammah)
e porquinhos-da-india (Cavia porcellus) com quatro animais cada, seguida de trés casos em
cabras anas (Capra aegragus hircus). Nas aves, das cinco necrépsias efetuadas, trés foram na
espécie Agapornis sp. e as outras duas num turaco (Tauraco sp).e flamingo pequeno (

Phoeniconaias minos).
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Grafico 6 — Frequéncia absoluta das necropsias realizadas na classe dos mamiferos e

aves.n=26, em que n corresponde ao namero total de necrépsias realizadas.
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Tabela 18 — Frequéncias absolutas (Fi) e relativas (Fr) das necrdpsias realizadas nos animais

das diferentes classes.n=26, em que n corresponde ao numero total de necrépsias realizadas.

2.7.

Mamiferos

Aves

Espécie
Equus caballus
Equus asinus

Ovis aries

Capra aegragus hircus

Cavia porcellus

Macropus rufogriseus
Tragelaphus spekii

Syncerus caffer nanus

Oryx dammah
Agapornis sp.

Tauraco sp.

Phoeniconaias minos

Total

Transporte de animais

Nome comum
Cavalo
Burro
Ovelha ana
Cabra girgentana
Porquinho da india
Caguru de Bennet
Sitatunga
Bufalo do Congo
Orix de Cimitarra
Inseparaveis
Turaco

Flamingo pequeno

I

Fr
3,85%
3,85%
3,85%

11,54%
15,38%
7,69%
15,38%
3,85%
15,38%
11,54%
3,85%
3,85%

R R WM R DN DN ®OWPR R R

26 100,00%

O transporte de animais pode ser motivado por trocas de animais entre instituicdes

zooldgicas, por défices ou excedentes de animais. Através do Grafico 7, é possivel comparar a

entrada e saida de animais do parque, na medida em que, independentemente da classe, a

saida de animais foi superior & entrada. Durante o periodo de estagio ocorreu a aquisicao de

cinco mamiferos e saida de 34, enquanto que nas aves, deram entrada 13 animais e saida de

39. Nas aves, 0 elevado nimero de animais transportados para o exterior do parque estava

associado a remodelacéo da instalacéo do aviario, em que futuramente iria ocorrer a aquisicao

de novas aves exéticas. Nos mamiferos a saida de animais esteve maioritariamente

relacionada com a existéncia de excedentes de determinadas espécies.
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Gréfico 7 — Frequéncias absolutas dos animais transportados para o interior e exterior do
parque de acordo com as classes dos animais. n=92, em que n corresponde ao nimero total

de animais mobilizados

De facto, os animais adquiridos pertenceram maioritariamente a classe das Aves, na
percentagem de 72,22%, como demonstra a Tabela 19, constituiu em oito galinhas de Angola
(Numida meleagris), trés faisées dourados (Chrysolophus pictus) e dois mutuns (Crax rubra).
Na classe Mammalia, 27,78% corresponde a cinco porquinhos-da-india (Cavia porcellus)
transportados para o interior do parque.

Tabela 19 — Frequéncias absolutas (Fi) e relativas (Fr) do transporte de animais das diferentes
classes para o interior do parque. n=18, em que n corresponde ao nimero de animais

transportados para o interior do parque.

Transporte — Interior

Classe Especie Nome comum Fi i o
(Classe) (Classe)
Mammalia Cavia porcellus Porquinho-da-india 5 5 27,78%
Numida meleagris Galinha de Angola 8
Aves Crax rubra Mutum 2 13 72,22%
Chrysolophus pictus Faiséo dourado 3
Fi 18 100,00%

Por sua vez, o transporte para o exterior do parque de mamiferos e aves (Tabela 20)
foi quase equivalente, com 45,95% e 52,70%, respetivamente. Os répteis aparecem com um
caso, que resultou em 1,35% dos transportes e correspondeu a colheita de ovos de tatarugas
de esporas africana (Centrochelys sulcata), que foram encaminhados para outro parque
zoolégico para proceder a incubacdo dos mesmos. Para o exterior do parque também foram
transportadas 39 aves, 22 inseparaveis (Agapornis sp.) e 11 avestruzes (Strutio camelus). Na
classe Mammalia foram 11 mufldes (Ammotragus lervia), oito chitais (Axis axis) e seis cobos de
leche (Kobus leche).
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Tabela 20 — Frequéncias absolutas (Fi) e relativas (Fr) do transporte de animais das diferentes

classes para o exterior do parque. n=74, em que n corresponde ao niumero de animais

transportados para o exterior do parque

Transporte — Exterior

Classe Espécie

Capra aegragus hircus
Capra girgentana

Ammotragus lervia

Mammalia
Kobus leche

AXis axis
Camelus dromedarius
Cervus elaphus hispanicus
Strutio camelus
Agapornis sp.
Trichoglossus haematodus

Aves
Lamprotornis superbus

Psittacula krameri

Reptilia Centrochelys sulcata

Fi

Nome
comum
Cabra ana
Cabra
girgentana
Muflao
Cobo de
leche
Chital
Dromedéario
Veado Ibérico
Avestruz
Inseparaveis
Léris arco iris
Melro
metalico
Periquito rabo
de junco
Tartaruga de
esporas

africana

Fi Fi(Classe) Fr(Classe)

34 45,95%

NN

11
22

39 52,70%

1,35%

74 100,00%

O transporte dos mamiferos da area do safari para o exterior do parque esteve

associado a uma prévia imobilizagado quimica, com o objetivo de mobilizar os animais para uma

instalagdo de menores dimensdes e preparacdo para o transporte. E necessario realizar uma

analise de risco antes do transporte do animal, dado que é criada uma situacao diferente da

rotina habitual, a qual pode resultar em stress fisico, psicoldgico ou ferimentos. Outro fator a ter

em conta antes do transporte séo as condicées ambientais, a escolha do dia e estacdo do ano

deve ser feita evitando demasiado frio ou calor desnecessario (37).
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Parte Il: Pesquisa de hemoparasitas em ungulados

3.  Introducéao tedrica

As hemoparasitoses sdo doencas transmitidas por vetores de dificil controlo,
responsaveis por importantes perdas economicas e com potencial zoonético (38; 39).
Constituem o maior problema de salde e de maneio nos sistemas de producdo de bovinos e
pequenos ruminantes em Africa, Australia, Asia e América latina (38; 39). A theileriose tropical,
babesiose e tripanosomose sdo hemoparasitoses em que 0s agentes causais sao protozoarios,
por sua vez a anaplasmose é causada por riquétsias (40).

Nas areas endémicas, 0s bovinos autécnes desenvolveram resisténcia aos vetores e
as doencas por estes transmitidas, contudo, a suscetibilidade de racas exoéticas e a
movimentacdo de animais provoca desequilibrios nesses ecossistemas (39; 40). Para
contrariar a incidéncia de casos clinicos deve ser efetuado controlo quimico de ixodideos,
tratamento dos animais, quimioprofilaxia e vacinagdo, contudo o controlo quimico é limitado por

fatores econdémicos e devido ao aparecimento de resisténcias aos acaricidas (40).

Na Zambia, em 2012, foi realizado um estudo associado a transporte de animais que
consistia na pesquisa de ixodideos e hemoparasitas em esfregacos sanguineos de 12 espécies
de animais selvagens, num total de 95 animais (41). Em todas as espécies de animais foram
identificados ixodideos do género Rhipicephalus, sendo que em algumas foi o Gnico género de
ixodideo encontrado (41). Os géneros Amblyomma e Hyalomma foram identificados em cinco
espécies, no entanto ndo foi possivel concluir sobre uma possivel preferéncia de hospedeiro ou
mero resultado da abundancia do ectoparasita no local (41). A prevaléncia de hemoparasitas
nos animais do estudo foi baixa, resultando numa taxa total de 7,37% (41). De tal forma que, o
hemoparasita Anaplasma marginale foi identificado em impala (Aepyceros melampus) e puku
(Kobus vardoni), enquanto que a Babesia sp. foi detetada em bauala (Tragelaphus scriptus) e
puku, os piroplasmas de Theileria e Trypanosoma congolense foram observados no grande
cudu (Tragelaphus strepsiceros) (41). Este estudo surgiu no seguimento de outro realizado
previamente, em 2010, na Zambia, em que dentro de 14 espécies de animais selvagens foram
detetadas formas tripomastigotas de Trypanosoma brucei em quatro kudus (Tragelaphus
strepsiceros), num total de 153 amostras recolhidas (42). No entanto, € necessario ter em
consideragcdo que as baixas taxas de infecdo observadas no estudo podem estar relacionadas
com o método de detegdo utilizado, ja que os esfregacos sanguineos ndo permitem detetar
exposi¢Oes prévias ao parasita e, assim, niveis baixos de infegdo podem passar despercebidos
(41). Como tal, caso tivessem sido utilizados métodos mais sensiveis, como biologia molecular,

as taxas de infecdo poderiam ter sido superiores (41).

Na verdade, a transmissdo de agentes patogénicos entre animais selvagens e
domésticos € um assunto de elevada importéncia na atualidade, tendo em conta os efeitos
devastadores que esses agentes podem ter tanto na producdo animal como na vida selvagem

(43; 44). Estes acontecimentos acabam por estar inevitavelmente interligados pelo facto de se
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estimar que estes animais partilham entre si cerca de trés quartos dos agentes patogénicos
(43; 44). Os hemoparasitas veiculados por ixodideos sdo entdo um dos grupos de agentes
patogénicos que podem ser transmitidos entre animais domésticos e selvagens, exigindo
especial atencéo tanto pela morbilidade e mortalidade causada nos animais domésticos, como
pelo facto dos animais selvagens poderem atuar como hospedeiros reservatérios dos
hemoparasitas (45; 44). Como por exemplo, a febre da costa do leste, provocada pelo
protozoario Theileria parva, tem como hospedeiro natural o bufalo africano no qual
desencadeia uma infegdo assintomatica, mas quando presente nos bovinos domésticos pode
provocar o desenvolvimento fatal da infecdo (44). No mesmo contexto, o veado de cauda
branca (Odocoileus virginianus) e o cervo (Cervus nippon) tém sido identificados como
hospedeiros reservatérios de piroplasmas (Babesia bigemina e B. ovis) e riquétsias

(Anaplasma bovis, A. centrale, A. phagocytophilum e Ehrlichia spp.) (44).

De facto, os mamiferos selvagens em Africa geralmente apresentam niveis elevados
de resisténcia aos hemoparasitas e aos vetores que os transmitem, sendo que o bufalo
africano (Syncerus caffer) é considerado um dos principais hospedeiros reservatérios de
hemoparasitas (46). Com o intuito de aprofundar o assunto e conhecer os niveis de infe¢&do dos
animais no Chobe National Park e no delta do Okavango, em 2015, foram realizadas analises
sanguineas a 120 bufalos. Através de métodos de PCR-TR foi revelada a presenca de infecdes
simples ou mistas de Theileria, Babesia, Anaplasma e Ehrlichia e através do recurso a IFAT em
74% das amostras foram obtidos resultados positivos a presenca de anticorpos de T.parva
(45).

Com base nos estudos descritos € possivel verificar o potencial dos animais selvagens
para atuarem como hospedeiros reservatérios de importantes hemoparasitoses, tornam-se a
base da sobrevivéncia e disseminacdo dos hemoparasitas e dos seus hospedeiros
invertebrados (38; 45). No entanto, é necessario continuar a investigar a presenca destes
parasitas nos bovinos domésticos para que sejam aplicados protocolos de controlo tendo em

conta a co-existéncia de espécies selvagens e domésticas.

A ocorréncia de hemoparasitoses em ungulados encontra condi¢bes perfeitas em
Portugal, principalmente na regido do Ribatejo e Alentejo (regido em que se insere o Badoca
Safari Park). Para além das condi¢cdes atmosféricas propicias, as distribuicbes geograficas dos
vetores sobrep8em-se frequentemente, permitindo a ocorréncia de ciclos de vida de diferentes
agentes etiol6gicos. Um conjunto de estudos citados por Guerra, D. et. al.,em 2010, enunciam
que foram registadas prevaléncias elevadas em bovinos no distrito de Setubal, Beja, Evora, e
Santarém com valores de T. buffeli de 69,9%, T. annulata 30,2%, B. bovis 2,2%, B. bigemina
1,2%, B. divergens 1,2%, determinadas especificamente por técnicas de PCR-TR (38). Na
abordagem a nivel nacional foi referido que 13,8% de uma amostra de 1104 animais estavam

infetados com pelo menos dois agentes (38).

Perante tais informacdes e tendo em conta a colecdo zooldgica do Badoca Safari Park,

que inclui uma grande diversidade de ungulados domésticos e selvagens, provenientes de
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diversos locais, parques ou paises, e perante o desconhecimento da situacdo epidemiolégica
do parque, surgiu a possibilidade de iniciar uma pesquisa sobre hemoparasitas nestes
ungulados. Assim, nesta parte do trabalho serdo abordadas as hemoparasitoses que podem
afetar ungulados domésticos e selvagens, nomeadamente a tripanosomose, a theileriose, a
babesiose e a anaplasmose, sobre as quais é efetuada uma revisao relativa ao ciclo de vida
dos hemoparasitas, patogenia, diagnéstico, tratamento e controlo. O estudo entdo realizado e
aqui apresentado é meramente qualitativo, pretendendo assim, avaliar a possibilidade dos
ungulados do parque atuarem como portadores destes hemoparasitas, através da observagao

de esfregagos sanguineos realizados durante o periodo de estagio.

3.1. Ungulados

“Ungulados” é um termo nao taxondémico, que define todos os mamiferos que possuem
cascos correspondendo, como consequente, a herbivoros (4; 47). Os ungulados sé&o
agrupados em perissodactilos, de dedos impares, onde se incluem as familias Equidae,
Tapiridae e Rhinocerotidae (4; 47). Os restantes grandes herbivoros séo classificados como
artiodactilos, com dedos pares, onde se incluem as familias Hippopotamidae, Camelidae,
Suidae, Tayassuidae, Tragulidae, Moschidae, Cervidae, Giraffidae, Bovidae, e Antilocapridae,

sendo que as Ultimas seis familias pertencem a subordem Ruminantia (4; 47).

3.2. Vetores

Os ixodideos e os agentes parasitarios por estes transmitidos afetam a saude a nivel
global, tanto animal como humana, estando associados a importantes perdas econémicas. O
facto de aproximadamente 80% da populacdo mundial de bovinos estar exposta a infestacfes
por carracas faz com que seja um desafio a criagdo de métodos de diagndstico, tratamento e
controlo dos parasitas (39; 48; 49; 50). Os ixodideos pertencem ao filo Arthropoda, constituido
por invertebrados e a classe Arachnida, em que os adultos apresentam quatro patas, pecas
bucais extensamente modificadas e auséncia de antenas (51). A classe Arachnida é entédo
dividida em duas familias, Argasidae e Ixodidae. As carracas pertencentes a familia Argasidae
com relevancia veterinaria sdo dos géneros Argas, Ornithodoros e Otobius (39; 51). Por norma,
os argasideos vivem perto do seu hospedeiro preferido (ninhos, capoeiras, abrigos, estabulos)
e os estagios do parasita alimentam-se apenas por um curto periodo de tempo, regressando,
de seguida, para o seu abrigo, a fémea realiza varias refeicbes e produz uma pequena

quantidade de ovos apdés cada refeicéo (39; 51).

Segundo F. Jongejan e G. Uilenberg, 2004, aproximadamente 10% das atualmente
conhecidas 867 espécies de carragas atuam como vetores de uma vasta quantidade de
microrganismos patogénicos, protozoarios, riquétsias, espiroquetas e tOxinas a animais
domésticos, selvagens e humanos (39). No entanto, os ixodideos também exercem efeitos
diretos através do processo de alimentagdo, como por exemplo, intoxicagdo, irritacao,

hipersensibilidade, alergias, paralisia e, quando em elevado nimero, podem surgir quadros de
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anemia, perda de peso e posterior depreciacdo da qualidade das peles (39; 49; 52). O
desenvolvimento e transmissdo de hemoparasitas por ixodideos é um fenébmeno relacionado
com o processo de alimentacdo, na medida em que em todos os ciclos de vida dos
hemoparasitas a infecdo inicial dos tecidos dos ixodideos ocorre apds a alimentacdo, nas
células epiteliais da porcdo anterior do intestino (48; 53). Por sua vez, a transmissao do
hemoparasita ao hospedeiro vertebrado acontece posteriormente ao desenvolvimento e

multiplicacdo do parasita nas glandulas salivares (53).

As carracas e 0s hemoparasitas que estas transmitem surgiram num estado de
equilibrio com varios animais selvagens, que atualmente atuam como hospedeiros
reservatérios (39). Esta situacdo apenas se tornou problematica para a produgdo animal
quando o contacto entre animais domésticos e selvagens se tornou mais préximo, seja pela
movimentacdo humana para zonas endémicas ou pela movimentagdo de animais infetados
para zonas ndo endémicas (39). Um exemplo da movimentacdo humana para regides
endémicas € a introducéo de bovinos em Africa, proporcionando o contacto com Rhipicephalus
appendiculatus, vetor de Theileria parva, agente causal da febre da costa leste, em que o
bufalo € o hospedeiro natural desta, ndo desenvolvendo portanto sinais clinicos (39). Como
exemplo da mobilizagdo de animais com carracas infetadas é a introducdo de carracas do

género Boophilus infetadas no continente americano (39).

Os ixodideos para realizar o seu ciclo de vida, podem parasitar um, dois ou trés
hospedeiros (39). As larvas e as ninfas necessitam de se alimentar uma vez para ingurgitar e
realizar a muda (39). As carracas de um hospedeiro (Dermacentor sp., Boophilus sp.) realizam
essas duas refeicbes no mesmo hospedeiro, de larva para ninfa, e ninfa para adulto, enquanto
que as de dois hospedeiros (algumas espécies de Rhipicephalus e Hyalomma), entre as
mudas, largam o hospedeiro e tém de seguida de encontrar de novo um hospedeiro para
passar a fase adulta (39). As carracas de trés hospedeiros (Amblyomma sp., Haemaphysalis
sp., Ixodes sp., Rhipicephalus sp. e a maioria das espécies de Hyalomma) nédo realizam as
mudas no hospedeiro, na medida em que as larvas, apos a alimentagéo, ingurgitam e largam o
hospedeiro, realizam a muda, procuram outro hospedeiro, repetem o0 processo e a carraca
adulta tera de encontrar um terceiro hospedeiro para se reproduzir (39). Os ixodideos adultos
reproduzem-se no hospedeiro e a fémea depois de se alimentar, abandona o hospedeiro,
liberta uma grande quantidade de ovos e morre, por sua vez, 0 macho permanece no animal
durante varios meses (39). Logo, perante estes trés ciclos de vida, verifica-se que o potencial
infecioso aumenta com o nimero de hospedeiros que o ixodideo necessita de parasitar para
completar o seu ciclo de vida, acrescentando o facto de uma fémea de trés hospedeiros libertar
uma maior quantidade de ovos, comparativamente com uma carraga de um Unico hospedeiro
(39). No animal, os ixodideos sdo mais facilmente encontrados na regido inguinal e 6rgéaos
genitais externos, pelo facto destes locais, para além de muito irrigados, apresentarem também
pélo curto e fino, o que permite uma melhor penetracdo das pecas bucais na regido vascular

para alimentacao (52).
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O desenvolvimento e a transmissédo de hemoparasitas por ixodideos sao influenciados
por diversos fatores, como a espécie, estadio e sexo do ixodideo, temperatura ambiente,
estacdo do ano, sendo mais propicio o desenvolvimento destes em climas temperados e secos
e em regides de pastagem natural, dependendo também da suscetibilidade dos animais de
determinada regido a infestacGes por carracas e da presenca de infecdes concomitantes (39;
51; 53). A resisténcia a estas infestacdes, ou pelo menos a capacidade de realizar uma

resposta imunologicamente efetiva a infestacéo é determinada geneticamente (39; 51).

De acordo com os hemoparasitas que serdo abordados de seguida e a Tabela 21, o
ixodideo do género Amblyomma encontra-se maioritariamente associado a transmissdo de
Theileria mutans; Boophilus de Theileria equi, Babesia bovis, B. bigemina e Anaplasma
marginale; Haemaphysalis de Theileria buffeli e Babesia sp.; Hyalomma de Theileria annulata;
Ixodes de Babesia sp.; Dermacentor de Babesia sp. e Anaplasma marginale; Rhipicephalus de

Theileria parva, Babesia sp. e Anaplasma marginale (39).

Em Portugal, sdo conhecidas 24 espécies de carragas, em que 12 infetam os bovinos.
Essas espécies pertencem aos géneros Ixodes, Rhipicephalus, Hyalomma, Dermacentor,
Haemaphysalis e Ornithodoros (51). As doencas mais relevantes transmitidas por carracgas,
particularmente na regido do Ribatejo e Alentejo sdo babesioses devido a B. bigemina e
B.bovis, theilerioses por T. annulata e anaplasmoses por A. marginale. As parasitoses de
pequenos ruminantes transmitidas por carracas apresentam um menor impacto
comparativamente as dos bovinos, porém casos de babesiose por B.motasi e B.ovis e

theileriose por T.hirci também estao presentes em alguns distritos do pais (54).

Em relagcdo ao Trypanosoma brucei, este tem como vetor bioldgico artrépodes da
classe Insecta, a mosca de tsé-tsé, a Glossina sp., mosca hematéfaga com capacidade de
infestar 10 milhdes de km?e afetando 37 paises, principalmente em Africa (55). O protozoario

T.cruzi aparenta estar mais associado a insetos da familia Reduviidae (55).

Tabela 21 — Hemoparasitoses em ungulados, agente causal e hospedeiro invertebrado

preferencial (38; 39)

Doenca Agente Hospedeiro Invertebrado
T.mutans Amblyomma
T. equi Boophilus
Theileriose T. buffeli Haemaphysalis
T. annulata Hyalomma
T.parva Rhipicephalus appendiculatus
B. bovis ) .
: : Boophilus, Rhipicephalus
. B. bigemina
Babesiose
) Dermacentor, Haemaphysalis, Ixodes,
Babesia sp.

Rhipicephalus
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Anaplasmose A.marginale Boophilus, Dermacentor, Rhipicephalus
T.brucei brucei Glossina

Tripanosomose ' — =
T.cruzi Familia Reduviidae

As moscas do género Stomoxys, também atuam como vetores mecanicos de agentes
patogénicos presentes no sangue e pele dos animais, especialmente animais de producéo e
ocasionalmente humanos (56). Nos animais de producdo as moscas exercem efeitos diretos
como lesBes de pele, stress, reducdo da ingestdo de alimento, perda de sangue e efeito
imunosupressivo. Também induzem a agregacdo de animais para protecdo mutua, o que
favorece o desenvolvimento de agentes patogénicos nos hospedeiros e a sua transmissao
(56). Este género de moscas quando realiza uma segunda alimentagdo pode ainda inocular
directamente sangue de outro animal que estava acumulado na sua probdscide, o que permite
aos agentes patogénicos serem regurgitados (56). O mecanismo de alimentagdo destes
insetos tem um impacto consideravel na transmissdo de doengas como anemia infeciosa
equina, febre suina africana e virus do nilo ocidental, riquétsias (Anaplasma e Coxiella),

bactérias e parasitas (Trypanosoma spp., Besnoitia spp.), entre outros (56).

Na Europa, os sistemas de producdo animal alteraram a fauna disponivel para os
ungulados e as paisagens de floresta foram alteradas para campos de cultivo e pastagens
artificiais (57). Consequentemente, processos como intensificacdo da producdo animal e
pastoreio atuam como vetores do aumento da biodiversidade, ao criar novas condi¢des para a
transmissado de parasitas e o seu desenvolvimento (57). Por sua vez, a agricultura, através do
uso de inseticidas e herbicidas, também ¢é responsavel pela realizacdo de um processo de
selecdo de espécies oportunistas, competitivas e de rapido crescimento, aumentando assim a
possibilidade de disseminacdo de hemoparasitoses (57). Assim sendo, os tabanideos,
ectoparasitas cosmopolitas de ungulados, com grande capacidade de adaptacdo a diversos
tipos de ambiente, ao contrario de certas moscas picadoras, como Stomoxys e Haematobia,
podem assumir elevada importancia como vetores mecénicos de hemoparasitoses. Segundo
Baldacchino, et al, 2014, a espécie de tabanideos com maior prevaléncia na Europa é

T.bromius (57).
3.3. Tripanosomose

3.3.1. Caracterizacao

A tripanosomose é uma doenga causada por protozoarios da familia Trypansomatidae,
nomeadamente do género Trypanosoma, pertencente a ordem Kinetoplastida e filo
Sarcomastigophora, que consiste em protozoarios flagelados, extracelulares, que se
reproduzem por divisdo binaria, com capacidade de se movimentar e parasitar o sangue e/ou
tecidos do seu hospedeiro (hemoflagelados) (55; 58). Exce¢cbes como o T.cruzi podem também

optar por um ambiente intracelular (55; 58). As espécies Trypanosoma congolense, T. vivax e
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T. brucei brucei tém maior afinidade intravascular (55; 58; 59). Com principal afinidade para os

tecidos existe a espécie T. uniforme e T. simiae (55).

A tripanosomose resulta da infecdo por um ou mais protozoarios flagelados que se
encontram principalmente nas regides tropicais e subtropicais. Grande parte das infe¢Bes séo
benignas porém algumas, especialmente as que envolvem os humanos e animais domeésticos,
podem resultar em doenca severa (58). As espécies do género Trypanosoma podem parasitar

todas as classes de vertebrados (59).

As espécies do género Trypanosoma sao divididas entre as que realizam o
desenvolvimento na porcdo posterior do trato digestivo do vetor (intestino posterior) que
pertencem a secc¢éo Stercoraria e as que se desenvolvem na por¢do anterior do trato digestivo
(boca e porcao anterior do intestino), que se incluem na secc¢éo Salivaria. Com a excecéo de
T.cruzi todas as espécies patogénicas pertencem a secc¢do Salivaria (58). As sec¢des também
variam na forma de transmissdo e o tipo morfolégico presente, em que na Salivaria a
transmissao é feita por inoculagéo de formas tripomastigotas metaciclicas, enquanto na seccgao
Stercoraria a transmisséo ocorre por contaminacéo fecal de diversas formas de Trypanosoma
(58).

O conhecimento sobre a epidemiologia da tripanosomose, especialmente a dindmica
de transmissdo através dos vetores, € essencial para a elaboracdo de plano de controlo
adequado (60). A essa necessidade acresce o facto de se tratar de uma zoonose com um
elevado nimero de animais selvagens e domésticos a atuar como reservatério (60). Por sua
vez, o conhecimento da prevaléncia do parasita numa populacdo permite determinar o risco de

transmissdo de doencga e assim aplicacdo de corretas medidas de controlo (60).
3.3.2. Ciclo de vida

Todas as espécies do género Trypanosoma tém um ciclo de vida heteroxeno ou pelo
menos sdo transmitidas por vetores (exceto o T. equiperdum em que a transmissao é feita
diretamente pelo coito dos cavalos) (58; 61). As varias espécies podem passar pelas formas
amastigota, promastigota, epimastigota e/ou tripomastigota, com outras formas a
desenvolverem-se no hospedeiro invertebrado (58; 61). A tripanosomose tem como agente
causal diferentes espécies de Trypanosoma, as quais podem ser encontradas no sangue e

outros tecidos de bovinos, animais selvagens e humanos (62).

Analisando, por exemplo, o ciclo de vida de Trypanosoma brucei, agente etioldgico da
tripanosomose animal (nagana) e humana (doenca do sono). No hospedeiro vertebrado,
encontra-se uma populacéao pleomoérfica de formas tripomastigotas, desde formas compridas e
delgadas com um longo flagelo, intermédias, a curtas e robustas sem flagelo livre (59; 61).
Quando sugados pela mosca suscetivel (Glossina sp.), no momento em que esta se esta a
alimentar, T. brucei invade as células da por¢céo anterior do intestino da mosca e inicia a sua

multiplicacdo por divisdo binaria (55; 59). De seguida, as formas parasitarias migram em
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direcdo ao esofago, faringe e hipofaringe e entram nas glandulas salivares, onde as formas
tripomastigotas se transformam em epimastigotas (55; 59). As formas epimastigotas podem-se
ligar as células do hospedeiro ou permanecer livres no limen, continuando a multiplicacdo do
parasita e transformam-se, posteriormente, em formas tripomastigotas metaciclicas (curtas,
robustas e sem flagelo livre), a forma infetante para o hospedeiro vertebrado (55; 59). Todo
este processo no hospedeiro invertebrado dura entre 15 a 35 dias, dependendo da espécie de
Trypanosoma e da temperatura ambiente, sendo mais curto no T. congolense e longo no
T.b.brucei (55; 59; 62).

Durante o processo de alimentacdo do hospedeiro invertebrado, ocorre a deposicéo de
formas metaciclicas de Trypanosoma (59; 62). No local de inoculagdo, em consequéncia da
estimulacao do sistema imunitario, forma-se um nddulo inflamatério que vai atuar como foco de
multiplicagdo e persisténcia do parasita, antes da disseminagdo para a corrente sanguinea e
linfonodos para continuar a replicacdo (62). Nos casos crénicos de tripanosomose 0s parasitas
podem invadir o sistema nervoso central, multiplicar-se e penetrar nos espacos intercelulares

no cérebro (59).

3.3.3. Epidemiologia

A tripanosomose é uma doenca desencadeada pela presenga de hemoparasitas num
hospedeiro vertebrado e transmitida principalmente por moscas do género Glossina (G.
morsitans, G. pallidipes, e G. swynnertoni) (58; 59; 62). Tem a capacidade de causar infecdo
severa em bovinos e humanos na Africa subsariana, o que resulta em perdas ao nivel da
producdo animal com graves consequéncias socioecondémicas, exigindo elevados
investimentos relativamente ao tratamento, prevenc¢do e programas de controlo de vetores (42;
58; 62). Afeta também a producao agricola nas areas endémicas de infestacao por Glossina, o
que corresponde a uma area de 10 milhdes de km? da zona tropical de Africa (62).
Acrescentando o facto dos animais selvagens atuarem como hospedeiros reservatérios de
varias espécies de Trypanosoma, o que dificulta o controlo das infe¢cdes (58). Como exemplo
do cenario de um pais africano, na Etidpia, estima-se que 10 a 14 milhdes de bovinos e o
equivalente conjunto de pequenos ruminantes, equideos e camelideos se encontrem em risco

de infecdo por espécies de Trypanosoma (62).

Dentro dos animais selvagens, o protozodrio Trypanosoma tem como hospedeiro
natural pelo menos 30 espécies, incluindo o grande cudu (Tragelaphus strepsiceros), facoquero
(Phacohoerus aethiopicus), bauala (Tragelaphus scriptus), bufalo africano (Syncerus caffer),
elefante africano (Loxodonta africana), rinoceronte branco (Ceratotherium simum), equideos
selvagens, leBes (Panthera leo), entre outras (55). Normalmente os hospedeiros naturais néo
apresentam sinais clinicos, a ndo ser que seja quebrado o equilibrio entre o parasita e o
hospedeiro (55). Assim, a tripanosomose animal por norma s6 desenvolve sintomatologia em

ruminantes introduzidos em zonas endémicas (55; 58; 59).
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Epidemiologicamente é feito o agrupamento dos tripanosomas patogénicos nas
doengas que provocam (59). A doenca de chagas que afeta os humanos e outros mamiferos
na América Central e do Sul é causada por T.cruzi e transmitida por insetos da familia
Reduviidae (59). Por sua vez, A doenga do sono € uma zoonose transmitida por moscas do
género Glossina (Glossina morsitans, G. pallidipes, e G. swynnertoni) infetadas com T. brucei
gambiense e T.b. rhodesiense (55; 58; 59). As tripanosomoses que s6 afetam animais sdo as
doencas com maior importancia econdémica na producdo animal em Africa e podem ser
causadas por T.brucei brucei, T.vivax e T. congolense (59). Assim sendo, as espécies
patogénicas para os animais ndo afetam os humanos, mas os animais podem atuar como
hospedeiros reservatorios de T. brucei gambiense e T.b. rhodesiense (62). O ciclo de vida,
patogénese, vetores e tratamento sdo semelhantes ao T.brucei brucei, no entanto, T.
congolense tem a capacidade de provocar dano vascular pela sua capacidade de ligacdo a
parede de pequenos vasos sanguineos (59). Dentro da sec¢do Salivaria ainda existem mais

duas doencas, a surra provocada pelo T. evansi e T. equinum, e durina desencadeada por T.

equiperdum (59).

De facto, em Africa, os animais parasitados com T.vivax podem variar entre infecdes
crénicas assintomaticas a casos agudos, e a transmissao ocorre maioritariamente segundo um
desenvolvimento ciclico nas moscas de tsé-tsé (Glossina sp.) (63). No entanto, estes parasitas
também podem ser transmitidos por outros artrépodes mordedores ou transmissao iatrogénica
(63). Esta evidéncia permitiu a disseminacao da infecdo para além do local de prevaléncia de
Glossina sp., nomeadamente para a América Central e do Sul, onde a transmissdo ocorre
principalmente por tabanideos (63). Na América do Sul, os bovinos infetados com T. vivax sdo
maioritariamente assintométicos, no entanto, segundo Batista, et al, 2007, a presenca de
T.vivax ou anticorpos contra este tem sido demonstrada em varios paises da América Latina,

em bovinos, bufalos e ovinos (63; 64).

Na Europa, a presenca de vetores mecénicos, como o Tabanus sp. e Stomoxys,

possibilita a transmisséo deste hemoparasita do continente africano (56; 57).

3.3.4. Sinais clinicos

A variacdo e a severidade da doenca sdo influenciadas por diversos fatores,
nomeadamente as espécies de Trypanosoma, a sensibilidade do hospedeiro (raca, idade e
sexo) e, principalmente, o método de infecdo (natural ou artificial) (62; 65). Quando envolve
tecidos normalmente estd relacionada com a capacidade do parasita invadir espacos
extracelulares e drgdos (65). Por exemplo, o T.congolense aloja-se nas células endonteliais de
pequenos vasos sanguineos e capilares, enquanto que as espécies T.b.brucei, T.vivax,
T.evansi e T.equiperdum distribuem-se na circulacdo sanguinea, linfonodos e outros tecidos

(65; 62). As espécies T.congolense e T.vivax sdo altamente patogénicas para os bovinos (62).
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As tripanosomoses afetam inicialmente o local de inoculagao formando um nédulo que
atua como foco de infe¢do. As infecdes agudas duram entre alguns dias a semanas, em que 0
animal pode morrer ou entrar numa fase subaguda a crénica, sendo que, também é possivel
desenvolver a fase crénica desde o inicio da infecdo (59; 62). O decurso crénico da doenca
pode ser estavel, com a possibilidade de ser interrompido por surtos perioédicos de infecédo

severa, ou prosseguir para recuperacao espontanea (62).

Os sinais clinicos béasicos da fase aguda da afecdo surgem oito a vinte dias apos a
infecdo por Trypanosoma. Os animais podem apresentar febre intermitente ou de longa
duracdo, anorexia, anemia, prostracao e apatia, com perda de peso, diarreia e corrimento nasal
e ocular (59; 62). Ocorre hipertrofia visivel dos linfonodos superficiais, as mucosas ficam
palidas. Afeta também o ciclo éstrico, provocando irregularidades no ciclo e abortos, por sua
vez, nos machos a qualidade do sémen é progressivamente deteriorada (62). Em poucos dias
0s animais ficam emaciados, com falta de coordena¢do motora, paralisados, acabando por
morrer (59; 62). Na verdade, infecbes agudas por T.vivax também provocam coagulagdo

intravascular disseminada (CID) com hemorragias (62).

3.3.5. Imunidade

O parasita desenvolveu um mecanismo de fuga as defesas imunitarias do hospedeiro,
denominada de variagdo antigénica, resultado da dominéncia sucessivamente variavel de cada
tipo de antigénios. A remisséo resulta na formagéo de anticorpos que normalmente destroem
os tripanosomas homologos, mas sempre que 0 hospedeiro produz esses anticorpos,
ocorrendo quase a eliminacdo da infecdo, € expressada uma nova variante especifica da
glicoproteina de superficie produzindo um novo tipo de antigénio que rapidamente se multiplica
(59).

No desenvolvimento da tripanosomose ocorre uma alternancia ciclica entre repetitivas
remissGes, com poucos tripanosomas e sinais de doenga, e niveis muito elevados de
parasitémia (59). Este ciclo tende a repetir-se até que o hospedeiro morra ou se torne

assintomatico (59).
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3.4. Theileriose

3.4.1. Caracterizacao

Ordem Piroplasmorida

Analisando a taxonomia da ordem Piroplasmorida, esta pertence ao filo Apicomplexa,
que consiste em protozoarios intracelulares obrigatérios com a capacidade de se replicarem
em diferentes células do hospedeiro, que estdo agrupados em quatro ordens: Coccidia,
Gregarinasina, Haemospororida e Piroplasmorida (49; 66). Estes protozoarios ndo produzem
esporos, flagelos, cilios ou pseudopodes e a sua locomocéo, quando necessaria, é conseguida
pela flexdo do corpo ou deslizamento. Quanto a reproducéo, esta ocorre de forma assexuada,
por divisdo bindria ou esquizogodnia, dentro dos eritrécitos, ou em outras células sanguineas
dos mamiferos. A reprodugcdo sexuada (gametogénia) ocorre no intestino do hospedeiro
invertebrado sem que em nenhum dos estagios se produza pigmento intracelular. Os
componentes do complexo apical sdo reduzidos mas caracteristicos do filo Apicomplexa. Os
parasitas da ordem Piroplasmorida realizam um ciclo de vida heteroxeno, com a merogdénia ho
hospedeiro vertebrado e a esporogonia no invertebrado. A ordem divide-se assim em duas
familias, a Babesiidae e a Theileriidae, ambas com relevancia veterinaria (59). Os protozoarios
pertencentes a estas familias podem ser encontrados nos linfécitos, histiécitos e eritrocitos do
hospedeiro e apresentam morfologia redonda, ovoide ou irregular (49).

Na familia Theileriidae encontra-se o protozoério do género Theileria. Este parasita é
transmitido por ixodideos e afeta uma variedade de animais domésticos e selvagens.
Caracteristicas como a realizacdo de multiplicacdo assexuada (esquizogbnia), tanto nos
eritrécitos como em outras células e o facto de ocorrer transmissdo transestadial (entre os
estadios do ciclo de vida do vetor), diferenciam este protozoario do que mais se assemelha, a

Babesia sp., em que ndo € conhecido qualquer desenvolvimento extraeritrocitario (59).

As espécies de Theileria com importancia econémica que podem infetar bovinos e
pequenos ruminantes sdo transmitidas por ixodideos do género Rhipicephalus, Amblyomma,

Hyalomma e Haemaphysalis (49; 59). Podendo também ocorrer transmissao iatrogénica (49).
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3.4.2. Ciclo de vida

O protozoario Theileiria apresenta um ciclo de vida complexo, como ilustra a Figura 11,
com fases morfologicamente destintas em dois hospedeiros. A esporogénia e a merogonia
decorrem no hospedeiro vertebrado, mamifero, enquanto que a formagao do zigoto e cinete
acontece no hospedeiro invertebrado, ixodideo (67).

A infecao por Theileria geralmente ocorre quando uma carraca infetada, no momento
em que se vai alimentar, introduz os esporozoitos presentes nas glandulas salivares num
hospedeiro suscetivel. Primeiramente ocorre a fase extraeritrocitaria, em que os esporozoitos
penetram nos linfécitos T e B, formando a esquizogénia que se desenvolve em esquizonte,
dando origem aos denominados “corpos azuis de Koch”, os quais podem ser observados cerca
de trés dias ap0ds a infecdo. Os esquizontes diferenciam-se em macroesquizontes podendo
seguir duas linhas. Uma linha no sentido da expansdo clonal, em que sédo produzidos
macromerozoitos que atuam invadindo outras células linfaticas (ganglios, baco, figado e
sangue), formando uma nova geracdo de macroesquizontes. Noutra segunda linha os
macromerozoitos que penetraram nos linfécitos tornam-se microesquizontes onde s&o
produzidos os micromerozoitos. Quando ocorre a rutura celular, dependendo do local onde se
encontram, em tecidos linfaticos ou na corrente sanguinea, 0s micromerozoitos vao
respetivamente entrar em novas células linfaticas ou penetrar nos eritrécitos para dar origem
aos “piroplasmas” tipicos da doenca (oito a dez dias apés a infe¢ao inicial). Aparentemente o
parasita ndo se multiplica nos eritrécitos (49; 58; 59).

Os ixodideos (larvas ou ninfas) séo infetados quando ingerem os piroplasmas
presentes nos eritrocitos (49). A libertagcdo do protozoéario e a fecundacdo dos gametécitos
ocorre nos intestinos dos ectoparasitas, formando-se o zigoto, a Unica fase dipldide do ciclo
(49; 68). De seguida, o zigoto divide-se em cinetes méveis que penetram nas células epiteliais
do intestino, migrando através da hemolinfa infetando as glandulas salivares. Ap6s a mudanga
de estadio da carraga e inicio da alimentacdo no hospedeiro, decorre a esporogonia com a
multiplicagdo de esporozoitos nos acinos das glandulas salivares e posteriormente injecdo do
parasita (68).
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Figura 11 — Ciclo de vida generalizado de Theileria, usando a T. parva como exemplo.
(Adaptado de B.J. Mans et al./International Journal for Parasitology: Parasites and Wildlife 4
(2015) 104 — 118) (68)

O principal ixodideo vetor de T. parva é o Rhipicephalus appendiculatus. No Sul de
Africa tem-se principalmente o R. zambeziensis e em Angola o R. duttoni. A T. annulata é
transmitida por carragas do género Hyalomma. As carragas podem-se manter infetadas na
pastagem durante dois anos dependendo das condi¢des climatéricas, porém a doenca nao se

mantém na auséncia destes vetores (69).

3.4.3. Epidemiologia

A epidemiologia de Theileria é influenciada pela distribuicdo do parasita e do vetor,
mortalidade e morbilidade de surtos de doenca, existéncia de medidas de controlo, fatores
socioecondmicos e resisténcia e suscetibilidade do hospedeiro vertebrado (68). De tal forma
que a incidéncia da doenca é sazonal, sendo influenciada por fatores ambientais e existéncia
de vetores, na medida em que o risco de infecdo aumenta quando ha maior atividade dos
ixodideos, o que ocorre principalmente durante o verdo (49). E necessario ter também em

consideragdo que uma Unica carraca pode desencadear uma infecao fatal (49).

Nos animais domésticos, a theleriose bovina foi registada em todos os continentes e é

causada, pelo menos, por seis espécies. Muitas espécies de Theileria tém sido reportadas nos
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animais selvagens, nomeadamente no bufalo africano (Syncerus caffer) que aparenta ser o
hospedeiro natural da Theileria parva, T.mutans e T.velifera (58). O antilope elande
(Taurotragus oryx) aparenta ser o hospedeiro natural de T.taurotragus e o bufalo asiatico de
T.annulata e T.orientalis (58).

As duas espécies de Theileria mais patogénicas e, consequentemente com maior
importancia econodmica séo a T.parva e T.annulata, apresentando uma mortalidade entre 90%
a 100%, enquanto que nas espécies com baixa patogenicidade a mortalidade ronda os 23%
(59). Na verdade, a theleriose provocada por T. parva surge em 14 paises do Este, Centro e
Sul de Africa, como Quénia, Burundi, Tanzania, Malawi, Mogambique, Zambia, Uganda e
Zimbabué, sendo assim considerada a principal infecdo dos bovinos veiculada por ixodideos
em Africa. Por outro lado, a T. annulata encontra a sua maior expressdo no Sul da Europa
(Portugal, Espanha, Italia, Bulgéaria, Grécia e Turquia), Norte de Africa e Asia (India, China e
Asia Central) (49; 52).

A espécie de Theileria parva, agente causal da febre da costa do leste (FCL), também
conhecida como doenca de Corridor tem como principal vetor os ixodideos do género
Rhipicephalus (49; 59). Infecdes subclinicas podem ser encontradas em bovinos domésticos e
bufalo asiatico, por sua vez o bufalo africano e o cobo de agua (Kobus ellipsiprymnus)
aparentemente ndo desenvolvem a doenca, sendo entdo considerados hospedeiros
reservatorios (59; 69). A FCL, caraterizada por hipertrofia dos linfonodos superficiais e pirexia,
apresenta niveis de mortalidade anuais no Este, Centro e Sul de Africa a rondar um milh&o de
bovinos, sendo que 25 milhdes de animais em Africa estdo em risco de infeco (49). Logo, esta
doenga limita a introducdo de ragcas melhoradas na medida em que afeta principalmente
animais exéticos e bovinos de raca cruzada, registando-se também em racas indigenas e
animais adultos em &reas endémicas instaveis (49; 70).

Em termos histdricos, a FCL foi pela primeira vez descrita no Este de Africa, em 1910,
como Amakebe, por Bruce et al., que a descreveu como uma doenga endémica, moderada,
que afetava apenas o0s animais jovens (71; 72). Simultaneamente, a peste bovina foi
responsavel por perdas de 2,5 milhdes de bovinos na Africa do Sul, tendo sido erradicada em
1899 (72). Esta doenca associada as consequéncias da segunda guerra dos Bberes (1899-
1902) implicou um aumento da importacdo de bovinos provenientes de diversos locais como
Quénia e Tanzania (72). Sendo o Este de Africa endémico de FCL, a mobilizacdo de animais
autocnes resistentes e vetores para outro local originou um novo surto (72). Deste modo, a
doenca foi apenas reconhecida com a chegada dos colonos europeus com animais exéticos ao
Este de Africa, em 1901 e 1902, tendo-se concluido que a peste bovina e a febre da costa leste
se tratavam da mesma doenca (72). Por outro lado, com o crescente conhecimento da doenga
pode-se afirmar que tanto na theileriose como na babesiose os jovens apresentam uma maior
resisténcia ao desenvolvimento da doenca em relagcdo aos animais adultos, ndo sendo portanto
0s animais mais suscetiveis (59).

A theileriose tropical, também conhecida como febre da costa mediterranea, é

desencadeada pela presenca do protozoario T. annulata e tem como vetores ixodideos do
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género Hyalomma (49). Afeta bovinos e iaques (Bos grunniens), com infeces medianas
observadas no bufalo asiatico, o qual é considerado o hospedeiro natural do parasita. Por sua
vez, a nivel global, cerca de 250 milhdes de bovinos estdo em risco de ser infetados com
theileriose tropical (49). E uma doenca progressiva, linfoproliferativa e fatal, iniciada pela
transformacéo de células infetadas por macroesquizontes nos ganglios linfaticos que drenam o

local de inoculagéo do parasita (69; 73).

Outra espécie de Theileria com importancia econdémica é T. lestoquardi (T. hirci) que
tem a capacidade de desenvolver doenca em pequenos ruminantes, surgindo na bacia
Mediterranea, Norte de Africa e Asia (69). A espécie Theileria orientalis € geralmente n&o
patogénica, apesar de serem conhecidas algumas variacdes nas espécies. Theileria mutans e

T.taurotragi também nao sdo patogénicas em areas endémicas estaveis (58).

Na Europa, concretamente, a mortalidade em ruminantes associada a infe¢bes por T.p.
parva por vezes chega aos 90% e 0s casos reportados de infecdo por T.annulata podem atingir
0s 70% nos bovinos leiteiros (58). Porém, como descrito anteriormente os bovinos nascidos e
mantidos em areas endémicas onde as infe¢bes séo frequentes aparentam ser resistentes a
doenca (58; 74).

Em Portugal, existem poucos estudos sobre a prevaléncia de Theileria spp., no
entando, segundo Branco et al.,, 2010, a theileriose tropical € considerada uma infecao
endémica com patologia moderada nos bovinos, em que o0s registos resultam da identificacéo
regular do parasita em esfregagos sanguineos recolhidos de animais assintomaticos (74). Por
sua vez, num estudo realizado pelos mesmos autores foi comprovada a associacdo de

T.annulata como agente causal de uma doenca recentemente identificada em Portugal (74).

3.4.4. Sinais clinicos

Os sinais clinicos de theileriose variam de acordo com as espécies de Theileria
envolvidas, suscetibilidade do hospedeiro, quantidade de esporozoitos inoculados e periodo de
incubacédo, que por norma é entre 10 a 15 dias (58; 49).

A doenca de corridor, causada por infecdo por Theileria parva lawrenci, € caracterizada
por um reduzido nimero de esquizontes nos linfécitos e piroplasmas nos eritrcitos (59; 58;
68). Em comparacgédo, o protozoario T.p. parva, agente causal da febre da costa do leste, em
infecdes agudas, apresenta um elevado nimero de esquizontes nos linfocitos e piroplasmas
eritrocitarios que provocam, numa fase inicial, tumefacdo do ganglio linfatico que drena a area
picada, seguida de uma leucocitose generalizada e, consequente hiperplasia generalizada dos
linfonodos e tecidos linfaticos (59; 58; 68). Os sinais clinicos de FCL incluem entao
linfoadenopatia com infecdo respiratéria secundaria, hipertermia, depressdo do sistema
imunitario, anorexia e fraqueza, podendo também ser observados lacrimejamento, opacidade
da cornea, corrimento nasal e diarreia (52; 58; 59; 68). Nesta doenca, os capilares do sistema
nervoso central sdo bloqueados por células infetadas o que resulta em sintomatologia nervosa

(52).Normalmente ndo provoca hematiria nem anemia, mas, por vezes é encontrado sangue
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nas fezes. Nos estados terminais da infegdo, os animais encontram-se em decubito, existindo
uma leucopenia severa associada a imunossupressdo e sinais agudos de septicémia e
dispneia (59; 58; 68; 75). A morte resulta de asfixia seguida de edema pulmonar, sendo
também possivel observar, em exames histopatoldgicos, focos de infecdo do tecido linféide do

coértex renal e nas células em redor de Ulceras na parede da mucosa abomasal (59; 58; 68).

Nos casos de theileriose tropical, por T. annulata, a extensa parasitémia, provocada
pelos piroplasmas intraeritrocitarios, leva ao desenvolvimento de anemia hemolitica, que é
caracteristica da fase terminal da doenca em conjunto com diarreia e desinteria, encontrando-
se o animal em decubito lateral (52; 73). Outros sinais de infecdo incluem hipertermia,

fraqueza, perda de peso, petéquias conjuntivais, adenomegalia (52) .

Sintomas como febre alta estdo associados a infec6es por T.parva e T.annulata,
podendo durar até & morte do animal (58; 75). Infecbes com T. mutans e T. orientalis sédo
caracterizadas por uma elevada taxa de multiplicacdo dos piroplasmas intraeritrocitarios em

que os periodos febris sédo curtos, seguidos de anemia e ictericia (58).

Sinais clinicos de T.cervi em veados-de-cauda-branca sdo raros, tendo apenas sido
relatados casos de anemia sem causa aparente (58). Estudos anteriores revelaram que pode

gerar doenca no animal ou morte, caso este se encontre imunodeprimido ou malnutrido (58).
3.4.5. Imunidade

A imunidade contra Theileria depende se no animal j& desenvolveu a fase
extraeritrocitdria do ciclo de vida do parasita. Deste modo, animais que recuperem de
theileriose ficam imunes a proximas infecdes mas permanecem portadores. A imunidade é
mediada por células e inclui a destruicdo de linfocitos infetados por células T citotoxicas e
células natural killers. Como tal, as infecdes com piroplasmas por si s6, sem que ocorra
previamente infe¢do extraeritrocitaria, ndo estimulam a protecao contra uma proxima infegdo
(58; 59; 69).
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3.5. Babesiose

3.5.1. Caracterizagéo

A babesiose é uma doenca provocada pela infecdo por um parasita do género Babesia
sp., pertencente ao filo Apicomplexa, ordem Piroplasmorida, subordem Piroplasmorina e familia
Babesiidae (58; 59). A Babesia € um protozoario intraeritrocitario piriforme, ovoide ou esférico
(58; 59). Historicamente, a classificacdo das babesias foi feita através de dois métodos: um
método que consistiu na avaliacao do tamanho relativo e forma dos trofozoitos nos eritrocitos e
0 nimero de merozditos; o outro método de identificacdo baseia-se no hospedeiro natural (76).
Em relagdo ao tamanho existem entdo dois grupos, as grandes babesias (B. bigemina e
B.cavalli) e pequenas babesias (B.bovis, B. microti, B. equi, e B. gibsoni.), ndo tendo em conta
a relacao filogenética (58; 59; 76). A identificagdo com base no hospedeiro natural tinha como
principio a especificidade que se suspeitava que estes parasitas apresentavam em relagdo ao
hospedeiro, 0 que ndo se verifica em algumas espécies de Babesia (76). Atualmente, através
da caracterizagdo por genética molecular, os piroplasmas deveriam ser dividos em cinco ou
seis grupos: um que inclui as pequenas babesias de varios roedores selvagens, felideos,
canideos e mamiferos de dimensBes médias, denominado de archaeopiroplasmideos ou grupo
Microti; outro grupo inclui parasitas de cervideos, canideos e humanos, denominado de
prototheilerideos ou grupo Duncani; um grupo de babesideos que parasitam canideos,
bovideos e cervideos; os unguilibabesideos presentes em bovideos, equideos e ovinos; e um

grupo de thelerideos que inclui os hemoparasitas Theileria e Cytauxzoon spp. (76).

As principais espécies de Babesia que causam babesiose em ruminantes sdo a B.
bovis, B. bigemina e B. divergens (77). Outras babesias que podem infetar os bovinos incluem
a B. major, B. ovata, B. occultans e B. jakimovi (77). De facto, suspeita-se que a Babesia seja 0

segundo parasita mais comum a afectar a bovinos, depois do Trypanosoma (78).

3.5.2. Ciclo de vida

Todas as espécies de Babesia tém como hospedeiro invertebrado e vetores carracas
da familia Ixodidae. Os principais vetores de B. bovis e B. bigemina s&o ixodideos do género
Rhipicephalus (Boophilus) e de B. divergens é o Ixodes ricinus (77). Estes hemoparasitas
podem também ser veiculados por Dermacentor e Haemaphysalis (38). Na Babesia sp. ndo é
conhecido qualquer desenvolvimento extraeritrocitario e a transmissao, para além de
transestadial, é também transovarica, transmitindo assim as formas parasitarias a numerosos

descendentes (59).

No intestino e hemolinfa do hospedeiro invertebrado ocorre a reproducéo sexuada da
Babesia (58). De facto, a transmisséo transovarica ainda ndo se encontra completamente
compreendida, no entanto assume-se que, por exemplo, quando uma fémea adulta de
Boophilus se vai alimentar no hospedeiro vertebrado ingere as formas intraeritrocitarias de

B.bovis (58; 59; 79). A gametogénese e a formacao do zigoto ocorrem entdo no limen da
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porcdo anterior do intestino da carraca e o cinete dai formado é libertado do intestino para a
hemolinfa, invadindo os tecidos da fémea, incluindo os ovarios (58; 59; 79). Deste modo,
conclui-se que a fémea de Boophilus néo transmite diretamente B.bovis a descendéncia, pois é
o cinete que se desloca transovaricamente para a larva, com o objetivo de se multiplicar nos
acinos salivares da mesma, com producdo de novas formas infetantes, esporozoitos, que
serdo transmitidos ao hospedeiro vertebrado quando esta se for alimentar, completando assim
o ciclo (58; 59; 79). Na transmissao transestadial, o desenvolvimento dos esporozoitos nas
glandulas salivares das carragcas ocorre no estadio seguinte do ixodideo, apés o inicio da

alimentacéo no hospedeiro (58; 59).

Quando o hospedeiro vertebrado é infetado, através da picada de um ixodideo
parasitado, séo libertados os piroplasmas de Babesia (esporozoitos). Como ndo ocorre fase
extraeritrocitéria, os esporozoitos penetram imediatamente nos eritrocitos e multiplicam-se por
divisdo binaria, dando origem a trofozoitos, sem que ocorra a formacdo de vacuolo
parasitoforo. A célula parasitada eventualmente rutura, libertando 0s novos merozoitos

formados, que irdo infetar outros eritrécitos (58; 59).
3.5.3. Epidemiologia

A babesiose bovina tem como agente causal o protozoério Babesia, o qual € considerado
um dos agentes patogénicos transmitidos por artrépodes com maior importancia econémica
nos sistemas de producdo a nivel global (80). As espécies de Babesia mais virulentas sédo a
B.bovis, B. bigemina e B. divergens (81). A babesiose bovina por B.bovis e B.bigemina é
atualmente considerada endémica nas regides tropicais e subtropicais da Australia, Africa,
Asia, sul da Europa e América central e sul, em que os ixodideos do género Rhipicephalus e
subgénero Boophilus servem de vetores (77; 79; 81). Por sua vez, a B. divergens é

economicamente importante em alguns paises da Europa e norte de Africa (77; 81).

Os protozodrios B. bovis e B. bigemina parasitam essencialmente bovinos, bufalos
asiaticos (Bubalus bubalis) e bufalos africanos (Syncerus caffer) (77). Casos clinicos de
babesiose em ruminantes selvagens em regime extensivo sdo aparentemente raros, sendo que
os casos documentados fazem apenas referéncia a caprinos e referem como agente causal a
B. capreoli ou B.bovis (82). Adicionalmente, as infe¢Bes por Babesia nos animais selvagens
podem-se tornar fatais quando associadas a praticas de maneio stressantes para 0s animais
(83).

A estabilidade enzodtica da babesiose mantém-se principalmente pelos bovinos
infetados subclinicamente que recuperaram da doenca (77; 84). A morbilidade e mortalidade
variam consideravelmente e séo influenciadas pelos tratamentos efetuados na area, exposicao
prévia do parasita e estado vacinal (77). Em areas endémicas, os bovinos podem ser infetados
enquanto jovens, entre os seis e nove meses, desenvolvendo imunidade (84). Porém, podem

ocorrer surtos em areas endémicas, se a exposicao de carragas aos jovens for interrompida ou
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se houver introducdo de novos animais sem imunidade (77; 84). A introducdo de carracas
infetadas com Babesia sp. em areas anteriormente livres do parasita ou endemicamente

estaveis pode também resultar em surtos da doenca (77).

Na Europa, trés espécies de Babesia tém particular interesse em ruminantes, a
B.divergens, B.capreoli e B. venatorum. A B.divergens € o principal agente de babesiose
bovina na Europa, parasitando bovinos e renas (Rangifer tarandus), podendo também infetar
carnivoros, primatas e roedores (77; 82). Segundo Michel, A.O., 2014, espécies de Babesia
foram reportadas em corcos em varios paises da Europa, incluindo Franca, Alemanha,

Eslovénia, Espanha e Pol6nia (82).

Por outro lado, a babesiose é considerada uma zoonose em que, segundo Herwaldt,
B. L. et al., 2003, o primeiro caso humano, corretamente documentado, foi um caso fatal em
1956 num homem asplénico na antiga Jugoslavia (85). Desde essa altura foram reportados
centenas de casos de babesiose na América do Norte e aproximadamente 30 na Europa (85).
A babesiose humana também pode ser transmitida por transfusdo sanguinea, o que aumenta
as preocupacdes relativas a saude publica (83). Associada a grande diversidade de espécies
reportadas como hospedeiros de Babesia, todos os vertebrados podem atuar como portadores
do parasita, desde que sejam hospedeiros adequados para os ixodideos vetores de Babesia
(83).

3.5.4. Sinais clinicos

As infe¢cBes por Babesia bigemina caracterizam-se por uma maior severidade em
animais adultos, na medida em que as crias com menos de um ano raramente sdo afetadas de
forma severa, enquanto que as taxas de mortalidade em animais adultos, nos casos agudos
ndo tratados, atingem os 50% a 90% (59). O periodo de incubac¢éo varia entre oito a quinze
dias, mas os animais afetados de forma aguda podem morrer em apenas quatro a oito horas

apos a infegdo (59).

Os esporozoitos de Babesia libertados das carracas infetadas durante o processo de
alimentacdo invadem os eritrécitos do animal, transformando-se em merozéitos (81). A
reproducdo assexuada dos merozoéitos nos eritrocitos provoca hemodlise das células, o que
resulta num quadro de anemia hemolitica severa, considerada a manifestacao clinica tipica da
doenca (77; 81). O primeiro sinal clinico da doenca é piréxia (41-42°C) que pode durante uma
semana ou mais, 0s animais infetados rapidamente ficam deprimidos, apaticos, perdem o
apetite e apresentam as mucosas palidas ou ictéricas (58; 59; 77; 79). Em algumas espécies,
hemoglobinémia, hemoglobindria, taquicardia e taquipneia acompanham a répida destruicao
das células eritrocitarias. A urina apresenta uma coloracdo vermelha escura, sugestiva de
babesiose (58; 59; 77).

O quadro clinico de infe¢Ges por B.bovis pode incluir sintomatologia nervosa e

respiratéria, em consequéncia do sequestro dos eritrocitos nos de capilares de érgéos internos
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vitais (81). Ocorre assim bloqueio e anoxia cerebral, que é refletido em ataxia, alteragbes
comportamentais, resultando, na maioria das vezes, na morte do animal (59; 77; 79). De facto,
a Babesia bovis geralmente é mais patogénica que B. bigemina ou B. divergens (59; 77). Em
casos agudos a parasitémia por B.bovis na circulagdo sanguinea é muitas vezes inferior a 1%,
enquanto que nas outras duas espécies frequentemente ultrapassa os 10%, podendo ser
superior a 30% (59; 77).

Em relacdo as espécies menos patogénicas de Babesia ou hospedeiros mais
resistentes, as infecdes podem ser subclinicas ou caracterizadas por febre, anorexia e ictericia
ligeira (59). Nos casos crénicos, 0s animais permanecem com baixa condicao corporal, fracos e

deprimidos durante varias semanas até recuperarem (59).

A babesiose bovina é entdo considerada uma doenca que afeta principalmente animais
domésticos em comparacao com espécies selvagens (59). De facto, infe¢cdes experimentais de
animais selvagens em cativeiro com Babesia spp. ndo resultaram no desenvolvimento de
sintomatologia, porém estes animais podem demonstrar sinais clinicos de babesiose
semelhantes as espécies domésticas quando colocados em cativeiro em areas ndo nativas
(86).

3.5.5. Imunidade

Durante os primeiros meses de vida, as crias sdo protegidas através da imunidade
passiva, adquirida pela ingestdo de colostro materno (84). Em zonas endémicas, se as crias
forem infetadas entre os trés e nove meses de idade desenvolvem uma imunidade consistente
sem apresentacdo de sinais clinicos (84). A imunidade poderd ser reduzida se a cria se
encontrar imunocomprometida (84). Portanto, esta situacdo de aquisi¢cdo de imunidade através
do colostro exige elevados niveis de prevaléncia da infe¢do nos animais, assim como um
elevado numero de populacéo de ixodideos para garantir que as crias ficam infetadas durante
0 periodo critico (86). Também sé&o verificadas ligeiras reagbes cruzadas de producdo de

anticorpos entre B. bigemina e outras espécies de Babesia (59).
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3.6. Anaplasmose

3.6.1. Caracterizacgéo

A anaplasmose bovina é causada por um parasita intracelular transmitido por carragas,
0 Anaplasma marginale (87). Em 2001 a classificacdo desta bactéria foi reorganizada,
pertencendo atualmente a familia Anaplasmataceae, ordem Rickettsiales (88). Estes
organismos sao classificados como intracelulares obrigatérios, encontrando-se exclusivamente
dentro de vacuolos no citoplasma das células do hospedeiro (88; 89). O género Anaplasma

inclui trés espécies patogénicas para ruminantes, A. marginale, A. centrale e A. ovis (88).

3.6.2. Epidemiologia

A anaplasmose bovina é responsavel por perdas significativas nos sistemas de
producdo de bovinos de leite e carne a nivel mundial (87; 90). As perdas resultam da
diminuicdo do ganho médio diario e producéo de leite, abortos e mortalidade (87). A espécie
A.marginale, ao contrario do A. phagocytophilum, é bastante especifica no que diz respeito ao

hospedeiro, infeta apenas ruminantes, causando doenca priméria em bovinos (91).

Geralmente, a transmissdo biolégica de A. marginale é feita por ixodideos,
nomeadamente Boophilus spp., algumas espécies de Dermacentor, Ixodes ricinus e
Rhipicephalus spp. (88). Nos ixodideos ocorre transmissdo transestadial e no hospedeiro
vertebrado tem sido reportada transmissao transplacentaria (87; 91). A propagac¢éo da infe¢do
também pode ser mecanica, através de artropodes mordedores (ex. Tabanus e Stomoxys) ou
contaminagdo de fomites (associada a atividades de maneio ou de sanidade, como
procedimentos cirdrgicos e médicos, como as vacina¢des e desparasitacdes), sendo que a
Gltima pode ser o Unico meio de transmissdo de A. marginale em areas onde ndo existem

vetores ou estes sdo incompetentes para transmitir a espécie de Anaplasma local (38; 87; 91)

Quanto a distribuicdo A. marginale pode ser identificado nas regibes tropicais e
subtropicais da Europa, Africa, Asia, Australia, América do Sul e Central (87; 88; 91). Em
Portugal, estdo descritas duas espécies de Anaplasma, A. marginale subespécie centrale e
A.marginale (38). Segundo Kocan, K.M., et al., 2010, varios isolados geogréaficos foram
encontrados também na América do Norte e Sul, os quais diferem na sua morfologia,
sequéncia proteica, caracteristicas antigénicas e capacidade de transmissédo através das
carragas (91). No ano de 2011, foram registados pelo Bureau Interafricano de Recursos de
Animais da Unido Africana (BIRA-UA) 983 surtos de anaplasmose bovina, com 22,323 casos
registados e 872 mortes, no entanto, estes valores podem estar subvalorizados por um
possivel nUmero de casos ndo reportados (87). A importacdo de bovinos de zonas temperadas
para regides de Africa, com a intencdo de melhorar a producgéo de leite e carne, pode resultar
em perdas significativas por doenca se ndo forem aplicadas medidas preventivas (ex.

vacinagao) (87). Por sua vez, é expectavel que a distribuicdo de anaplasmose continue a ser
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alterada,ndo s6 pela mobilizagdo de animais como também por efeito secundéario do

aguecimento global, que influencia a atividade dos hospedeiros invertebrados (91).

A anaplasmose clinica ocorre principalmente em bovinos domésticos, mas outros
ruminantes incluindo o budfalo asiatico (Bubalus bubalis), bisonte americano (Bison bison),
veado de cauda branca (Odocoileus virginianus), veado mula (Odocoileus hemionus), entre
outros, podem ficar infetados por A. marginale. Espécies de animais selvagens
persistentemente infetados s&do importantes fatores epidemiologicos de disseminagdo de
anaplasmose, ao serem portadores de eritrocitos infetados para os vetores mecanicos e
biolégicos (89; 91). Para um melhor conhecimento da prevaléncia da infecdo em Espanha, foi
realizado um estudo por de la Fuente, J. et al., em 2007, em que foram testados 17 corgos para
a presenca de anticorpos de Anaplasma sp., através do método ELISA por competicdo (89). Os
resultados obtidos revelaram que 83% dos animais estudados eram portadores de anticorpos
reativos para Anaplasma sp., 0 que sugere que esta espécie podera estar envolvida no ciclo de
vida natural destas riquétsias na regido, atuando como hospedeiro reservatério para a

transmissdo a outras espécies selvagens e domésticas (89).

3.6.3. Ciclo de Vida

ApoOs a inoculacdo pelo vetor, estas bactérias infetam os eritrécitos do hospedeiro
vertebrado, desenvolvendo inclusdes intracelulares de quatro a oito microorganismos (38).
Posteriormente, as riquétsias de Anaplasma abandonam os eritrcitos por exocitose e invadem
outros, os quais podem posteriormente ser ingeridos por um ixodideo vetor (38). Os eritrocitos
infetados ingeridos pelo ixodideo séo digeridos e libertam as bactérias que se vao desenvolver
nas células intestinais (38). Depois do desenvolvimento e maturagdo das riquétsias nas células
do intestino, podem também infetar outros tecidos, como as glandulas salivares (91). Em cada
local de infecdo desenvolvem-se vacuolos ou colénias ligadas a membrana, sendo que a
primeira forma é reticulada (vegetativa) e divide-se por divisdo binaria, dando originem a
numerosas colénias que podem conter centenas de organismos (91). A forma reticulada muda
para a densa, a qual é a forma infetante, com capacidade de sobreviver fora das células (91).
Assim, os bovinos ficam infetados com A.marginale quando as formas densas, presentes nas

glandulas salivares, séo transmitidas ao hospedeiro durante a alimentagéo da carraga (91).

O periodo pré-patente depende da dose infetante, variando entre 7 a 60 dias, com uma
média de 28 dias (91). Ap6s a infecao eritrocitaria ser detetada pelo organismo, o nimero de
eritrocitos parasitados aumenta geometricamente, sendo subsequentemente fagocitados pelas

células reticuloendoteliais nos bovinos (91).
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3.6.4. Sinais clinicos

Todos o0s bovinos sdo suscetiveis a infegfes por A.marginale, no entanto, o
desenvolvimento de sinais clinicos depende da idade do animal no momento da infecéo, raca,
viruléncia da espécie, abundancia de vetores e outros fatores que afetam a saide do animal,
como o maneio (92). Geralmente, quando os animais séo infetados com menos de seis meses
de idade ndo desenvolvem um quadro clinico da doenca (92). Assim sendo, a anaplasmose é
mais comum em animais com idade superior a um ano, considerando também que bovinos em
fase avancada de gestacdo e/ou lactacdo podem recidivar e desenvolver sinais agudos da
doenca (91). Os casos hiperagudos sao caracterizados por elevada taxa de mortalidade,
poucas horas ap6s o aparecimento de sinais clinicos, sendo mais frequente em animais de

raca pura e bovinos de elevada producéo leiteira (91).

Nos ruminantes, o A.marginale apenas se multiplica nos eritrécitos dos bovinos e cada
inclusdo pode conter entre quatro a oito riquétsias (88). Na fase aguda da infe¢do cerca de
70% dos eritrécitos podem ficar infetados (88). A resposta imune fagocitaria desencadeada
pelos eritrécitos infetados resulta em anemia moderada a severa e ictericia, sinais
caracteristicos de anaplasmose bovina, sem hemoglobinémia ou hemoglobindria (88; 91). Os
sinais clinicos surgem quando a infecéo atinge 1% dos eritrécitos, iniciando-se por pirexia, de
40°C, que acompanha o periodo de aumento de parasitémia (91). A severidade dos sinais
clinicos esta associada ao grau de anemia e inclui palidez da pele e mucosas, aumento da
frequéncia cardiaca e respiratoéria (91). A medida que a parasitémia aumenta os animais ficam
fracos, anoréticos, letéargicos e a producéo de leite diminui drasticamente em bovinos leiteiros e
gestantes, podendo provocar abortos, nos machos surge infertilidade temporaria (87; 91). Os
sinais clinicos sdo mais frequentes em bovinos, podendo também surgir noutros ruminantes
incluindo o bufalo asiatico, bisonte e antilopes africanos (87). H4 medida que a infecéo evolui,
0s ruminantes desenvolvem atonia gastrointestinal, com estase ruminal e constipacdo, ou seja,
estes sinais surgem em consequéncia da desidratacdo e perda de peso (91). Em alguns
animais podem aparecer sintomatologia neurolégica, como resultado de anoxia cerebral
momenténea (91). Por sua vez, caso o animal sobreviva, entra numa fase de convalescenca

que dura trés a quatro semanas, com ictericia e perda de peso (38; 91).

Em animais adultos ou sob stress as taxas de mortalidade variam entre os 50% e 60%,
portanto € necessério ter em consideracdo que 0s animais apresentam um risco acrescido
enquanto estdo a ser contidos para tratamento (91). Ocorre também um estado de
hiperexcitabilidade no periodo que antecede a morte, podendo o animal tornar-se agressivo
(38). Nos achados de necropsia podem ser visiveis evidéncias de anemia severa, ictericia,
esplenomegadlia, hepatomegdlia, petéquias hemorragicas na superficie das serosas,
especialmente no coragdo e pericardio, o coracdo normalmente encontra-se palido e flacido

(91).
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3.6.5. Imunidade

Os animais que recuperam de uma infecdo aguda permanecem cronicamente
infetados, desenvolvendo regulares mas reduzidos ciclos de bacteriémia, tornando-se imunes e
hospedeiros reservatérios para outros animais suscetiveis (87; 92). Cada pico de anaplasmose
€ composto por novas variantes antigénicas que sao selecionadas através de uma resposta
especifica do hospedeiro (93). Como referido anteriormente, quando os animais sao infetados
com menos de seis meses de idade ndo desenvolvem um quadro clinico da doenga, ficando

assim imunes (93). Como tal, a recuperagdo € mais comum em animais jovens (91).

3.7. Métodos de diagnostico de hemoparasitas em ungulados

A histéria clinica, sintomatologia e a presenca de possiveis vetores permite indicar a
suspeita de um determinado hemoparasita, mas para confirmar a sua presenca € necessario

recorrer a métodos mais especificos e técnicas laboratoriais (68).

Existem varios métodos para o diagnostico de hemoparasitas, cada um com as suas
limitagBes no que diz respeito a especificidade e sensibilidade do teste, logo, por vezes, um
diagnéstico positivo s6 é garantido apés a utilizagdo de varios métodos e/ou xenodiagnésticos
(68). Como métodos de diagndstico pode-se recorrer a: microscopia, por demonstracdo
microscépica da forma parasitaria hum esfregaco sanguineo, ou de citologia realizada por
biépsia de um nédulo linfatico; técnicas de PCR e provas de ADN que podem ser usadas para
identificacdo de espécies parasitarias; provas serolégicas como o0 ensaio de imunoabsorcao
enzimatica (ELISA - do inglés Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay) e o teste da
imunofluorescéncia de anticorpo (IFAT — do inglés indirect fluorescent antibody test) que

permitem a detecdo de anticorpos (68).

3.7.1. Observacao microscopica

O exame da gota de sangue fresca ou da buffy coat (constituida por células brancas e
plaguetas, obtidas através de sangue colhido para tubos de EDTA) em conjunto com
informacdes da situacdo epidemioldgica e conhecimento do tamanho, forma e movimentos
tipicos do parasita podem permitir a identificacdo do parasita (55). No entanto, € necessario
proceder a fixacdo e coloracdo para uma correta identificacdo do género (55). A observacgéo
microscépica de esfregacos sanguineos ou da buffy coat corados consiste num método
comum, simples e econémico de identificagdo de hemoparasitas (42; 81). E considerado um
método adequado para a detecéo de formas parasitarias em infe¢cdes agudas devido a elevada

especificidade que apresenta na identificagdo do género do hemoparasita (68; 77).

E necessario ter em conta que os niveis de parasitémia variam ao longo do curso da
infecdo, encontrando-se elevados na fase inicial da doenca, baixos na fase crénica e quase
nulos em animais portadores (55). Esta variacdo do nivel de parasitémia resulta numa limitacdo

do método, a baixa sensibilidade, na medida em que os animais portadores podem passar
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despercebidos, o que faz com que o método seja desaconselhado quando o nivel de
parasitémia é muito baixo (68; 77), Outra limitacdo é a dificil discriminagdo entre espécies de
protozoarios dada a sua morfologia semelhante (68; 77). A identificacdo de parasitas e sua
diferenciacdo pode ser melhorada através do uso de um corante fluorescente como laranja de

acridina, em vez da coloracdo de Giemsa (77).

3.7.1.1. Trypanosoma sp.

Através da observacdo de esfregacos de sangue periférico podem-se observar formas
tripomastigotas de Trypanosoma sp.. Como ilustra a Figura 12 estes parasitas apresentam
nacleo central corado e cinetoplasto, forma curvilinea, com uma extremidade pontiaguda e

outra que termina numa membrana ondulante e longo flagelo (42; 58).
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Figura 12 - Forma tripomastigota de T.brucei identificada num grande cudu (Tragelaphus
strepsiceros). Ampliacdo 1000X. (Fonte: Munang'andu, M. H., Siamudaala, V., Munyeme, M.,
Nambota, A., Mutoloki, S.& Matandiko W. (2010) Trypanosoma brucei Infection in
Asymptomatic Greater Kudus (Tragelaphus strepsiceros) on a Game Ranch in Zambia. The
Korean Journal of Parasitology. 48(1): 67-69) (42).

3.7.1.2. Theileria sp.

Na fase aguda da infecdo por T.parva e T.annulata, o diagnostico pode ser feito pela
presenca de células infetadas com esquizontes ou esquizontes livres em citologias de bidpsias
de nédulos linféticos, esfregacos sanguineos ou cortes histolégicos (69). A presenca de
pequenos piroplasmas nos eritrocitos é sugestiva de infecdo, mas o diagndstico deve ser
confirmado pela presenca de esquizontes (69). Os piroplasmas podem persistir durante meses
a anos em animais recuperados, podendo ser detetados de forma intermitente em diversos
exames, como tal, resultados negativos ao exame microscopico ndo excluem uma infecao

latente. Os piroplasmas podem também ser encontrados em citologias post-mortem (69).

A analise ao microscépio 6tico ndo permite a distingdo entre espécies, no entanto nos
eritrocitos as formas de Theileira apresentam uma forma arredondada/oval, podendo surgir

isoladas ou emparelhadas como que em tétradas, denominada “Cruz de Malta”, Figura 13 (a
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esquerda). Os esquizontes (corpos azuis de Koch) sdo encontrados nos linfécitos, livres no
citoplasma, Figura 13 (a direita) (38).

Figura 13 — Representac¢é@o esquematica de formas eritrocitarias de Theleria sp. (a esquerda) e
imagem de microscopia 6tica de esquizonte (seta) de Theileria sp. num linfocito (a direita).
(Adaptado de Guerra, D & Carvalho, L. M. (2012).Hemoparasitoses de Bovinos em
Portugal.Albéitar) (38).

Ao nivel do microscépio eletrénico, os piroplasmas intraeritrocitarios séo descritos
como pleomérficos, contudo podem apresentar-se redondos, ovais, bipolares ou na forma de
bacilo. As cruzes de Malta e formas pares também sdo comuns (59).

3.7.1.3. Babesia sp.

Nos esfregagos sanguineos sao observados os merozoitos de babesias no interior dos
eritrécitos, isolados, ou se em pares, apresentam angulos caracteristicos, com as extremidades
opostas (51). Em termos morfologicos, apresentam forma piriforme, redonda ou alongada,
incluindo-se nas pequenas ou grandes babésias, como ilustra a Figura 14 e 15, respetivamente
(51). Na fase aguda da doenca os parasitas sdo facilmente encontrados nos eritrocitos com
uma sensibilidade que permite detetar parasitémias na propor¢do de um parasita para 10°
eritrécitos (77).
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Figura 14- Representacdo esquematica (a esquerda) e imagem de microscopia 6tica (a direita)

de eritrdcitos infetados com B. bovis (pequena babésia). (Adaptado de Guerra, D & Carvalho, L.

M. (2012).Hemoparasitoses de Bovinos em Portugal. Albéitar) (38).
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Figura 15- Representagdo esquematica (a esquerda) e imagem de microscopia 6tica (a direita)
de eritrocitos infetados com B. bigemina (grande babésia). (Adaptado de Guerra, D & Carvalho,

L. M. (2012).Hemoparasitoses de Bovinos em Portugal.Albéitar) (38).

3.7.1.4. Anaplasma sp.

O exame microscépico de esfregaco sanguineo é o método de diagndstico mais
utilizado (88). Como ilustra a Figura 16, os corpos de inclusdo de A.marginale, sdo estruturas

arrendondadas, densas e intensamente coradas, localizadas na periferia do eritrdcito (38; 88).

Figura 16 — Representacdo esquematica de formas eritrocitarias (& esquerda) e
imagem de microscopia 6tica (a direita) de Anaplasma marginale (setas). (Adaptado de Guerra,

D & Carvalho, L. M. (2012).Hemoparasitoses de Bovinos em Portugal.Albéitar) (38).

3.7.2. Testes serolbgicos

A detecao de anticorpos para diagnostico de hemoparasitoses pode ser feita através do
método ELISA, muito utilizado em pesquisas a grande escala, e testes de imunofluorescéncia
de anticorpo (IFAT) (55). Ambos os testes apresentam elevada sensibilidade e especificidade
guanto ao género, mas a especificidade relativa a espécie é geralmente baixa (55). Como tal,

s6 podem ser usados como meio de diagnéstico presuntivo (55).

Dentro da serologia, o IFAT continua a ser considerado o gold standard dos métodos
de diagnostico recomendado pelo OIE, para a pesquisa dos parasitas economicamente
relevantes, principalmente por ser um método rapido, econémico, com elevada sensibilidade e
que permite analisar um elevado nimero de amostras (45; 77; 69). E principalmente
recomendado quando se pretende analisar animais aparentemente saudaveis ou portadores,

pois o titulo de anticorpos encontra-se significativamente mais elevado nestas fases (68; 77).
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Na verdade, os métodos de serologia apresentam algumas limitagdes, a subjetividade
do operador que realiza a interpretacdo dos resultados, dificuldade de estandardizacéo e a ndo
detecado de niveis baixos de anticorpos podem falsear resultados (45; 68; 77). Mas o principal
problema deste método esta relacionado com as reacdes cruzadas observadas entre espécies
proximas, por exemplo, reacdes entre antigénio de T.parva, T.annulata e T. taurotragi ou B.
bovis e B. bigemina, ndo sendo por isso o IFAT utilizado como método de identificagdo de

espécies, devendo nesse caso, optar-se por métodos moleculares (45; 68; 77; 69).

O método ELISA por competicdo também pode ser utilizado para a pesquisa individual
de hemoparasitas (77). O novo teste de ELISA indireto para T.parva e T.mutans, baseado no
antigénio recombinante especifico do parasita, tem demonstrado elevada sensibilidade e
especificidade (acima de 95%) (69). Por sua vez, o teste ELISA tem a capacidade de detetar

anticorpos por um periodo mais longo que IFAT (69).

3.7.3. Meétodos de diagnostico molecular

Os estudos moleculares revolucionaram os métodos de diagnéstico ao identificar genes
especificos, espécies e subespécies, na medida em que permitem a confirmacdo direta da
presenca do material gendmico do parasita no sangue ou amostras de tecidos (45; 55; 68).
Inclui vérias técnicas de PCR e electroforese por gel de agarose que possibilitam a detecéo e
diferenciacdo de espécies em portadores infetados (68). No entanto, ndo é plausivel a
utilizacdo destes métodos quando se pretende uma analise rapida e a grande escala, devendo-
se nesse casos optar por métodos serolégicos (77). Assim, os ensaios de PCR séo Uteis para
testes confirmatérios ou situagBes pontuais de testagem, dado que sdo considerados pelo
menos 1000 vezes mais sensiveis que os esfregagos sanguineos na detecdo de

hemoparasitas (77).

O ensaio da hibridizagdo por transcriptase reversa baseia-se na amplificacdo por PCR
(reacdo em cadeia da polimerase) da pequena subunidade ribossomal do gene de ARN do
hemoparasita, permite a detecdo e identificacdo dos hemoparasitas em infe¢cdes mistas (45).
Este método tem a capacidade de incluir multiplas provas numa mesma sequéncia e permite
que estas sejam processadas simultaneamente num curto espaco de tempo (dez horas), o que
atribui a este teste elevada especificidade (94). Falsos negativos podem ocorrer quando os
niveis de parasitémia sdo muito baixos, o que surge frequentemente em infecdes cronicas ou
guando os primers ndo reconhecem todas as formas isoladas de uma espécie de parasita (55).
Por outro lado, quando existem miltiplos parasitas na mesma amostra pode ocorrer
competicdo pelas sondas no PCR por transcriptase reversa, o que resulta na diminuicdo da

sensibilidade do ensaio (45).

Atualmente, o teste molecular mais sensivel para a detecdo de hemoparasitas € o PCR
a tempo real (QPCR), na medida em que este método permite detetar parasitémias, em animais

portadores, td0 baixas como 8.79 x 10 % (45).
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Como conclusdo, uma baixa hibridizagdo e a ocorréncia de reac¢des cruzadas nas
sondas podem fazer com que o PCR-RT apresente resultados com menor sensibilidade que
gPCR e IFAT (45).

3.7.4. Culturas in-vitro

Podem também ser utilizados métodos de cultura in-vitro para demonstrar a presenca
de infecdo em animais portadores. A parasitémia detetavel através deste método depende da
possibilidade de realizacdo e da experiéncia do operador, sendo que é um método muito

sensivel para a demonstracao de infecdo, com 100% de especificidade (77).

O uso de culturas in-vitro é feito através do cultivo de formas parasitarias, no entanto

néo é possivel a diferenciacdo de espécies e nem sempre resultam em sucesso (55).

3.7.5. Xenodiagndsticos

Os xenodiagnésticos permanecem uma ferramenta Util na pesquisa do parasita mas
principalmente no sentido epidemiol6égico, na medida em que pode ser o Unico meio de
confirmar a carraca como vetor e a patologia clinica especifica, sendo o primeiro passo no
isolamento de um parasita. Mas n&o € razoavel o seu uso como método de andlise de rotina e

diagndstico, necessitando também de equipas de pesquisa especializadas (68).

3.8. Tratamento e prevencao de hemoparasitoses em ungulados

O tratamento de um animal com theileriose inclui a acdo de agentes quimioterapicos,
como as naftoquinonas, como buparvaquona (2,5 mg/Kg, IM) e parvaquona (20 mg/kg, IM) (51;
68; 69). Estes podem ser usados no tratamento de infe¢cbes por T.parva e T.annulata (51; 68;
69). Os farmacos nado tém a capacidade de erradicar completamente a infe¢do, deixam o
hospedeiro num estado portador e sem produzir leite durante meses, devido a extensa
destruicdo do sistema imune pela doenca (51; 68; 69). A associacdo destes farmacos a
oxitetraciclina (20 mg/Kg, IM) pode ter um efeito potenciador e vantajoso em caso de infecbes
mistas com Anaplasma e Babesia (51). Em vitelos esta recomendado o tratamento de suporte

para anemia (38).

Em termos de vacinacdo tém sido desenvolvidas vacinas atenuadas para T.parva e T.
annulata (58; 69). Para a T. annulata a vacina é preparada por células infetadas com
esquizontes que foram isoladas e atenuadas em culturas in-vitro (38; 58; 69). Este método de
vacinagdo tem sido realizado em diversos paises endémicos, tendo obtido bons resultados (38;
58; 69). A administracdo subcutanea da vacina devera ser realizada nos primeiros meses de

vida, podendo posteriormente repetir-se a administragcdo, ou em zonas endémicas deixar que o
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reforco seja feito por contacto com os vetores (38). No caso da T.parva a vacina baseia-se no
método de infegdo e tratamento, ou seja, € injetada subcutaneamente uma dose de
esporozoitos de uma carraga e, simultaneamente, uma formulacéo de tetraciclinas de longa e
curta acdo, o que resulta numa ligeira ou inaparente reacao de FCL seguida de recuperacédo
(58; 69). Como referido anteriormente os animais recuperados adquirem uma forte imunidade
aos seus homologos, deste modo, no caso das vacinas para T.annulata, os animais para além
de ficarem imunes ficam portadores de formas parasitarias atenuadas (58; 69). As
contingéncias de producdo e distribuicdo, bem como o receio de transmissdo das formas
atenuadas a ixodideos s&@o as principais limitagdes a comercializagdo destas vacinas (38).
Vacinas recombinantes estdo a ser desenvolvidas contendo antigénios dos esporozoitos e
esquizontes (58; 69).

Para o tratamento de Babesiose o ideal é optar pelo dipropionato de imidocarb (1,2
mg/kg SC) pois este farmaco tem a capacidade para eliminar completamente os parasitas de
animais portadores (38). Uma dose é eficaz no tratamento, enquanto uma dose mais alta de 3
mg/kg promove uma proteccdo de quatro semanas para B. bovis e dois meses para B.
bigemina (38). Outro farmaco é o aceturado de diminazeno (3,5mg/kg, SC ou IM) que é bem
tolerado e tem uma boa margem de seguranca, conferindo protecdo de duas semanas contra
B.bovis e quatro semanas contra B.bigemina, tendo também demonstrado alguma ac¢&o contra
0s primeiros sintomas de Theileria sp., sendo portanto indicado em infe¢cBes mistas de

Anaplasma e Babesia ou quando ocorre uma infecdo bacteriana (38; 51).

Os bovinos domésticos desenvolvem imunidade duradora depois de apenas uma
infecdo com B.bovis, B. divergens e B. bigemina, o que tem sido explorado por alguns paises
para imunizar os animais (77). A vacinacéo contra a Babesia pode entdo ser feita com vacinas
vivas ou mortas (77). As vacinas vivas contém espécies de Babesia (B.bovis e B.bigemina)
devendo ser usadas com precaucdo nos animais adultos pelo seu potencial de viruléncia ou
despoletar reacdes de hipersensibilidade (38; 77). Em relagdo as vacinas mortas ainda ndo

existe informacéo suficiente quanto a duracado e imunidade conferida (77).

O tratamento de casos de anaplasmose também é feito com dipropionato de imidocarb
(3 mg/kg IM), sendo este eficaz, tendo como segunda opcao oxitetraciclina (5-10 mg/kg 1V,
durante 3-5 dias ou dose Unica de 20 mg/kg IM) (38; 51). A terapéutica ndo elimina
completamente o agente e 0s animais permanecem portadores (38). A vacinacédo é feita a
partir de A. m. centrale, sendo também eficazes contra estirpes menos virulentas de A.
marginale (38). A prote¢do desenvolve-se seis a oito semanas e dura Varios anos, nao
devendo ser administrada em adultos devido aos efeitos adversos (38). A vacina pode ser
administrada em conjunto com a da babesiose, dispensando em areas endémicas o reforgo
vacinal (38; 77). Foram ainda desenvolvidas vacinas mortas e vivas a partir de A. marginale, no
entanto proporcionam uma imunidade curta e riscos de disseminacdo do agente ndo conferem

seguranca a sua utilizacao (38).
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Em termos médicos, na prevencao de tripanossomoses, podem ser utilizados farmacos
como cloreto de isometamidio (0,51 mg/kg), sulfato de quinapiramina, durante a mudanca de
pastagens ou em picos de parasitémia sazonal (55; 62). Quanto a tratamento pode-se optar por
aceturato de diminazeno (3,5-7 mg/kg, SC IM), e cloreto de isometamidio (0,25-1mg/kg, IM
profunda, dose terapéutica) metilsulfato de quinapiramina (5mg/kg, SC), tendo sempre em
conta que os organismos podem criar resisténcias aos farmacos e que as dosagens dependem
da espécie parasitaria (55; 62). N&o existem vacinas disponiveis principalmente pela
capacidade dos tripanosomas rapidamente modificarem a sua glicoproteina de superficie, para
evitar uma resposta imunitaria eficaz. Esta variagédo antigénica também predispde a um estado

de parasitémias intermitentes (55).

O controlo e erradicacdo da mosca de tsé-tsé como vetor consistem na utilizagcao de
inseticidas, nomeadamente piretroides sintéticos aplicados diretamente no animal por spray ou
spot on (55). Outro método de controlo envolve a esterilizagcdo de machos de Glossina, uma
vez que as fémeas apenas acasalam uma vez na vida, mas esta producdo tornar-se-ia
dispendiosa e apenas justifica a sua utilizacdo no final de uma campanha de erradicacéo,
quando a densidade remanescente de moscas fosse muito reduzida (55). Como tal, 0 método
mais aceite e utilizado pelas populagdes locais no controlo do vetor € a utilizacdo de feromonas

em tiras de fita-cola como isco, método simples, barato e ndo poluente (55).

O controlo de artré6podes e os agentes patogénicos por estes transmitidos em zonas
endémicas tem, ao longo dos anos, incluido o tratamento com desparasitantes/acaricidas nos
hospedeiros mamiferos de forma a prevenir a infecdo. Para além de este ser um procedimento
com elevados custos e trabalho laboratorial, este procedimento apenas se tem mostrado eficaz
se administrado de forma adequada e continua (58). As perdas causadas por ixodideos e o
crescente aparecimento de resisténcias aos farmacos tém motivado os cientistas na pesquisa
de métodos alternativos de controlo destes artropodes (69; 84). Como métodos alternativos
mais sustentaveis e fidveis surge a combinagdo de estratégias de controlo de vetores,
vacinagdo e utilizacdo de racas resistentes (69; 84). A introducdo de racas cruzadas
selecionadas de animais tolerantes a determinado hemoparasita, como por exemplo a raca
Shorthorn do Este de Africa que adquiriu resisténcia inata ao Trypanosoma, é considerada uma
alternativa viavel aos métodos de controlo quimicos (55; 84). Outro exemplo é a resisténcia dos
zebus aos ixodideos e babesiose, que motiva a substituicdo da raca pura de Bos taurus por
Bos indicus (84). No entanto, estas racas ainda ndo foram totalmente aceites por serem de

menor porte e inferior taxa de producao leiteira (55).

Por outro lado, em areas que ndo € possivel a eliminacdo do vetor, as carragas sao
controladas por repelentes e acaricidas e deve-se apostar na reducdo da exposicdo dos
animais domésticos ao vetor (77). Os ambientes endémicos devem ser cuidadosamente
monitorizados aquando da introducdo de novos animais ndo imunizados, controlando também

a introducdo de novas espécies do agente infecioso e interrupgdes na exposicao as carracas e
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a doenca por alterag6es climatéricas ou fatores relacionados com o hospedeiro e maneio (40;
77).

Em casos de surtos de doenca, os animais afetados devem ser tratados e os restantes
sujeitos a tratamento preventivo. Idealmente todos os animais deveriam ser testados

posteriormente para a presenca de infecao (38).

A aplicacdo destas medidas a nivel global implica que estes produtos se tornem
economicamente viaveis, acessiveis, eficazes e seguros (58). Adicionalmente & necessaria
uma melhor compreensdo da estabilidade endémica do parasita e da importancia de
hospedeiros portadores no controlo das infecbes (58). Atualmente, a melhor abordagem passa
pelo tratamento intermitente com acaricidas, minimizando os danos diretos das carracas,
sele¢do de racas de hospedeiros naturais e imuniza¢do dos animais suscetiveis, com o intuito
de preservar a estabilidade enzodtica (58). O uso de antigénios presentes na saliva e parte
anterior do intestino das carragas tém sido usados para imunizar os mamiferos, assim como a
administracdo oral de fa&rmacos de longa a¢do que impedem que a ligacdo da carraca ao
hospedeiro, proporcionando uma protecdo a longo termo (58). Este tipo de protecdo é

recomendado em locais onde ndo é possivel eliminar a 100% a presenca das carracas (58).
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4. Pesquisa de hemoparasitas em ungulados do Badoca Safari
Park

4.1. Materiais e métodos

O parque localizado na Vila Nova de Santo André, distrito de Setlbal, tem uma area
total de 90 hectares e encontra-se a uma altitude inferior a 100m. Segundo a classificacao de
Koppen esta regido é classificada como clima temperado com Inverno chuvoso e Verdo seco e
pouco quente (Csb) (95). Através de dados registados no Instituto Portugués do Mar e
Atmosfera as normais climatologicas provisérias (1981-2010) para o distrito de Setubal, referem
que as temperaturas em meses frios, de dezembro a fevereiro, variaram em média entre
minimas de 4,8° a 6,6° e maximas de 15,3° a 16,7° (95). Nos meses quentes, de junho a
agosto, variaram em média entre minimas de 14,3° a 16,3° e maximas de 27,4° a 30,1°. A

precipitagdo acumulada anual varia entre os 600 e 800mm (95).

Para a pesquisa de hemoparasitas em ungulados no Badoca Safari Park, foram
colhidas amostras de sangue de um total de 60 animais, em que 38 sdo animais selvagens em
cativeiro, em regime extensivo, numa area de 40 hectares denominada de safari. Os restantes

22 animais encontram-se noutra area do parque, a quintinha, e sédo animais domésticos.

Nos ungulados domésticos, as amostras de sangue foram colhidas de cinco asinos
(Equus asinus), uma ovelha ana (Ovis aries), treze cabras ands (Capra aegragus hircus) e trés
cabras italianas (Capra girgentana). A aproximacdo necessaria para a realizacdo de uma
colheita de sangue nos animais selvagens em seguranga € geralmente impossivel, assim, as
colheitas de sangue efetuadas foram limitadas pela existéncia de casos de imobilizacéo
quimica (Figura 17). Deste modo, colheram-se amostras de sangue a dois veados (Cervus
elaphus) e uma carraca que se encontrava ho macho, um bufalo do Congo (Syncerus caffer
nanus), seis cobos de leche (Kobus leche), sete chitais (Axis axis), catorze mufldes
(Ammotragus lervia), dois elandes (Taurotragus oryx) e cinco bufalos afro-asiaticos. Como os
dois elandes e os bufalos &fro-asiaticos estavam habituados a alguma manipula¢éo néo foi
necessario recorrer a sedacao para a realizacao dos esfregacos. Todos 0s animais a exce¢ao

do bufalo do Congo se encontravam aparentemente saudaveis.
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Figura 17 — Maneio médico durante a imobilizacdo quimica de dois chitais (Axis axis).

As colheitas foram realizadas em animais adultos e sub-adultos, tanto em machos
como em fémeas. Os animais foram identificados com um marcador e registadas as suas

caracteristicas (espécie, macho/fémea, adulto/sub-adulto).

Foram utilizados dois métodos de colheita de sangue a campo. Um primeiro método
consistia na colheita de sangue da veia jugular para um tubo de 5ml com anticoagulante,
EDTA, e posterior realizacdo do esfregaco sanguineo na clinica. O outro método envolvia a
punc¢édo da extremidade de uma orelha, para colheita de uma gota de sangue periférico, sendo
o esfregaco realizado no campo e no momento, como demonstra a Figura 18. Possivelmente o
método de colheita tera reflexos na qualidade dos esfregacos e na veracidade dos resultados,
na medida em que a colheita de sangue a partir de um vaso central, como a veia jugular,
diminui a probabilidade de se encontrar hemoparasitas, ou de a carga parasitaria ndo ser real.
Portanto o ideal é a realizacdo do esfregagco sanguineo através da primeira gota de sangue

periférico.
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Figura 18 — Realiza¢éo de esfregaco sanguineo no campo, apés colheita de sangue periférico

de um elande (Taurotragus oryx).

A realizacdo do esfregaco, como ilustra a Figura 18, consiste em trés passos.
Primeiramente € colocada uma gota de sangue na extremidade de uma lamina limpa e
desengordurada, depois, uma segunda lamina apoiada num angulo de 45° em relagdo a outra.
De seguida, desliza-se a segunda lamina até a gota de sangue, para que este se espalhe ao
longo da extremidade por capilaridade. O terceiro passo consiste num movimento firme,

continuo e delicado até a outra extremidade da lamina, obtendo-se assim o esfregaco
sanguineo (96).

Figura 19 - llustracéo da técnica para realizacédo de esfregaco sanguineo (Adaptado de

http://www.ruf.rice.edu/~bioslabs/studies/sds-page/bloodcytology.html, Junho 2016) (96).

Um esfregaco de qualidade é essencial para uma correta observacao, influenciando
também a eficacia da coloracdo. Como tal, idealmente o esfregaco deve consistir numa
camada de sangue fina sem falhas ou quebras, no qual devem ser identificaveis trés zonas: a
base, que é a zona préxima ao local de deposigdo da gota, o corpo e a cauda onde € visivel a

monocamada (97). A observacgéo rigorosa do esfregago sanguineo deve ser feita na zona da
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monocamada, ja que esta é a area ideal para a avaliagdo das células, porque para além de
secar rapidamente as células estdo dispersas numa Unica camada, com o minimo de

sobreposigBes e ruturas celulares (97).

Sempre que possivel foram realizados dois esfregacos sanguineos por animal e a
secagem foi feita por agitacdo manual. De seguida os esfregacos foram acondicionados em

caixas apropriadas para transporte.

Numa outra fase, os esfregagos sanguineos foram corados com a coloracdo Giemsa e
observados no Laboratério de Parasitologia Victor Caeiro do Departamento de Medicina
Veterinaria da Universidade de Evora. A técnica de coloracdo Giemsa utilizada encontra-se

descrita e ilustrada no Anexo I.

A observacao dos esfregacos sanguineos deve ser feita de forma sistemética para que
0 método de andlise seja 0 mesmo para todas as amostras. As observacdes dos esfregagos
foram realizadas num microscépio Olympus CX41, na objetiva de 100X com 6leo de imerséo e
foram observados em média vinte campos da ha zona da monocamada, para a pesquisa dos

hemoparasitas.

4.2. Resultados

Neste estudo considera-se um resultado positivo quando & observagédo de esfregacos
sanguineos de ungulados foram encontradas formas morfologicamente semelhantes a

protozoarios de Babesia, Theileria, Trypanosoma ou Anaplasma.

Como demonstra a Tabela 22, dos 59 esfregacos sanguineos realizados a ungulados
do parque, foram obtidos 13 resultados positivos para formas de Theileria sp.e 23 para
Anaplasma sp., sendo que em nove animais foram identificadas simultaneamente formas
deTheileria e Anaplasma. Em nenhum dos esfregacos analisados foram observadas formas
semelhantes a Babesia sp. ou Trypanosoma sp.. As informac¢des completas dos resultados

obtidos e caracteristicas dos ungulados analisados encontram-se nas tabelas do anexo Il e lll.

Segundo a Tabela 22, foram encontradas formas semelhantes a Theileiria nos dois
veados ibéricos (Cervus elaphus), no bufalo do Congo (Syncerus caffer nanus), cinco mufldes
(Ammotragus lervia), trés cobos de leche (Kobus leche), um bdfalo Afro-Asiatico, uma cabra
and (Capra aegragus hircus), ndo tendo sido observadas em chitais (Axis axis), elandes
(Taurotragus oryx), asininos (Equus asinus), ovinos (Ovies aries) e cabras girgentanas (Capra
girgentana). Assim, foram identificadas formas de Theileria em 22,03% dos animais
observados. Na Figura 20 é possivel observar, como indica a seta formas intraeritrocitaria

sugestiva de Theileria.
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Figura 20 — Formas de Theileria (seta) na ampliagdo X1000. A esquerda num cobo de leche

(Kobus leche), a direita num bufalo Afro-Asiatico.

Em relacdo a Riquétsia Anaplasma, foram encontradas formas sugestivas do parasita
nos dois veados ibéricos (Cervus elaphus), um bufalo do Congo (Syncerus caffer nanus),
quatro muflées (Ammotragus lervia), dois cobos de leche (Kobus leche), um asinino (Equus
asinus), cinco cabras ands (Capra aegragus hircus), um ovino (Ovies aries) e trés cabras
girgentanas (Capra girgentana). Nao tendo sido identificadas formas compativeis em bufalos
Afro-Asiaticos e elandes (Taurotragus oryx). Portanto foram identificadas formas Anaplasma

em 38,98% dos animais observados.

Na Figura 21 é possivel observar, como indica a seta uma estrutura intraeritrocitaria

arredondada, densa e intensamente corada, localizadas na periferia, sugestiva de Anaplasma.

Figura 21- Formas de Anaplasma (seta) na ampliacdo X1000 num veado ibérico (Cervus

elaphus).

Em alguns animais foram encontradas simultaneamente formas de Theileria e
Anaplasma, nomeadamente, nos dois veados ibéricos (Cervus elaphus), o bifalo do Congo
(Syncerus caffer nanus), quatro muflées (Ammotragus lervia), um cobo de leche (Kobus leche)
e uma cabra and (Capra aegragus hircus), o que correspondeu a 15,25% dos animais

observados.
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Tabela 22 — Formas identificadas de Theileria e Anaplasma nos esfregacos de sangue observados de ungulados selvagens e domésticos. n=27, em que n

corresponde ao nimero total de formas parasitarias encontradas.

Esfregaco Formas encontradas
Namero de animais —
observados SP EDTA | Theileria | Anaplasma Thelleria + Fi Fr
Anaplasma

Cervus elaphus 2 2 - 2 2 2 2 100,00%
Syncerus caffer nanus 1 - 1 1 1 1 1 100,00%

@ Axis axis 7 2 5 - 4 - 4 57,14%

% Ammotragus lervia 14 3 11 5 4 4 5 35,71%

4 i’ Kobus leche 6 6 - 3 2 1 4 66,67%
ZE Bufalo Afro-Asiatico 5 5 - 1 - - 1 20,00%

;:'? Taurotragus oryx 2 2 - - - - - 0,00%
o Equus asinus 5 5 - - 1 - 1 20,00%

.§ Capra aegragus hircus 13 13 - 1 5 1 5 38,46%
‘é Ovies aries 1 1 - - 1 - 1 100,00%
8 Capra girgentana 3 3 - - 3 - 3 100,00%

Fi 59 42 17 13 23 9 27 45,76%

Fr 100,00% 71,19% | 28,81% | 22,03% 38,98% 15,25% 45,76%
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As Tabelas 23 e 24 correspondem a sinteses das Tabelas de registo em anexo Il e lll,
permitindo assim observar os dados completos dos ungulados domésticos e selvagens,
respetivamente, nos quais foram encontradas formas parasitarias. A Tabela 23 permite verificar
que nos ungulados domésticos as formas parasitarias foram encontradas maioritariamente em
animais adultos (A - 70%), com apenas trés registos em animais sub-adultos (SA - 30%). Nos
ungulados selvagens, Tabela 24, a situacdo inverte-se, jA que a faixa etaria onde foram
observadas mais formas parasitarias foi nos animais sub-adultos com dez registos (SA - 59%)
em comparacao aos animais adultos com sete (A - 41%). No entanto, nos ungulados selvagens
0s animais sub-adultos fizeram parte de 51% da amostra, enquanto que nos ungulados

domésticos apenas correspondiam a 23% dos animais.

Tabela 23 — Registo de dados dos ungulados domésticos em que foram observadas formas

parasitarias e resultados obtidos.

Ungulados domésticos

A Nome . R
Espécie comum Sexo Idade  Colheita Theileria  Anaplasma
Equus Burro F A SP - +
asinus
M SA SP - +
F A SP - +
Capra F SA SP T T
aegragus Cabra ané F A SpP - +
hircus
F A SP - +
Ov_|es Ovelpa = SA Sp ) +
aries ana
Capra i - =2 )
. Cabra
girgentana . F A SP -
girgentana
F A SP -

Legenda: (F) feminino; (M) masculino; (A) adulto; (SA) subadulto, SP sangue periférico;

(+) resultado positivo, () resultado negativo.
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Tabela 24- Registo de dados dos ungulados selvagens em que foram observadas formas

parasitarias e resultados obtidos.

Ungulados Selvagens

Espécie c’:)l(r)nT; Sexo Idade Colheita Theileria Anaplasma

Veado M SA SP

Cervus elaphus Ibérico F - - N

Syncerus caffer nanus Bgfgrl%go F A EDTA + +

F SA EDTA - +

Axis axis Chital g A =DTA ) *

F SA EDTA - +

F A SP - +

M SA EDTA + +

M SA EDTA + +

Ammotragus lervia Mufl&o = A EDTA + +

F SA EDTA + +

M SA SP + -

F SA SP + -

Kobus leche Cobo de M A SP - +

leche M SA SP + -

F A SP + +

Bufalo afro-asiatico M A SP + -

Legenda: (F) feminino; (M) masculino; (A) adulto; (SA) sub-adulto, (SP) sangue
periférico;(EDTA) sangue central colhido para tubo de EDTA (+) resultado positivo, (-)

resultado negativo.

Na Tabela 25, é possivel verificar que o protozoario do género Theileria foi identificado
em 26,09% dos machos observados e 19,44% das fémeas, enquanto que Anaplasma foi em

26,09% dos machos e 47,22% das fémeas.

Tabela 25 — Frequéncias absolutas (Fi) e relativas (Fr) da presenca de formas de Theileria e
Babesia de acordo com o género. n=59, em que n corresponde ao nimero total de animais
observados.

5 —
N°de animais -, (Theileria)  Fr (Theileria)  Fi (Anaplasma) Fr (Anaplasma)

observados
Machos 23 6 26,09% 6 26,09%
Fémeas 36 7 19,44% 17 47,22%
Total 59 13 22,03% 23 38,98%

Foram assim encontradas formas parasitarias em 17 ungulados selvagens,

aproximadamente 46% da populacao selvagem observada. Nos ungulados domésticos foram
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positivos 10 animais, o equivalente a 45,45% da populacdo em questdo. No entanto, apesar de
terem sido encontradas formas em diversos animais, a quantidade n&o foi significativa, sendo

classificada de uma forma geral como rara ou rarissima.

4.3. Discussao

O aumento da transmissdo de hemoparasitas por vetores entre espécies selvagens e
domésticas pode ser motivado por trés fatores (44). Em primeiro lugar, o0 aumento da incidéncia
pode justificar-se por um maior contacto direto ou indireto entre as espécies sobre influéncia
humana, que associado, por exemplo, a transloca¢édo de animais, pode facilitar a exposicdo e
partilha de agentes patogénicos (40; 44). Por outro lado, muitos dos vetores possuem uma
vasta gama de hospedeiros e necessitam de realizar véarias refeicbes para completar o seu
ciclo de vida (39). Como exemplo, surgem os ixodideos do género Rhipicephalus sp., que
necessitam de trés hospedeiros para completar o seu ciclo, podendo, assim, contribuir para o
interface entre espécies (39; 44). Por Ultimo, hospedeiros que sejam filogeneticamente
préximos estdo mais propicios a partilhar agentes patogénicos do que outros mais distantes,

devido as semelhancas fisiolégicas e ecoldgicas que possam existir entre espécies (44).

Neste estudo de pesquisa de hemoparasitas, em ungulados selvagens e domésticos do
Badoca Safari Park, foram observadas formas morfologicamente semelhantes a parasitas em
45,76% dos esfregacos sanguineos realizados. De facto, aproximadamente 63% dos
resultados positivos foram registados em ungulados selvagens. No entanto, dado que a
amostra de animais selvagens (37 animais) foi superior & de ungulados domésticos (22
animais), é necessario fazer a analise dos resultados em proporcao dos animais observados.
Assim sendo, foram identificadas formas parasitarias em 17 esfregagos sanguineos de
ungulados selvagens, o que corresponde a 46% da populagdo selvagem estudada. Por sua
vez, nos ungulados domésticos foram 10 os resultados positivos, equivalendo a 45,45% da
amostra. Logo, com base nos resultados obtidos é possivel verificar que, aparentemente, nao

existe evidéncia da existéncia de preferéncia de infecdo em animais selvagens ou domésticos.

As formas parasitarias observadas sdo compativeis com hemoparasitas do género
Theileria e Anaplasma, ndo tendo sido identificadas formas semelhantes a Babesia ou
Trypanosoma nos ungulados estudados. De tal forma que, 22,03% da amostra apresentava
formas de Theileria, 38,98% de Anaplasma e em 15,25% foram identificadas estruturas tipicas
dos dois géneros de hemoparasitas. No entanto, a quantidade encontrada em cada esfregaco

observado foi considerada rara ou rarissima.

Na verdade, dos treze animais em que foram encontradas formas semelhantes a
Theileria, apenas um caso pertenceu a um ungulado doméstico, uma cabra and (Capra
aegragus hircus). Enquanto nos animais selvagens foram observadas formas semelhantes a

Theileria em veados ibéricos (Cervus elaphus), no bifalo do Congo (Syncerus caffer nanus),
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mufldes (Ammotragus lervia), cobos de leche (Kobus leche), no bufalo afro-asiatico, sendo que,

este Ultimo é considerado o hospedeiro natural de algumas espécies de Theileria,

nomeadamente T.parva (58).

As formas morfolégicas de Anaplasma foram observadas em dez ungulados
domésticos, nomeadamente um burro (Equus asinus), cabras ands (Capra aegragus hircus),
um ovino (Ovies aries) e cabras girgentanas (Capra girgentana). O ndmero de animais
selvagens também foi semelhante, doze, incluindo veados ibéricos (Cervus elaphus), um bufalo
do Congo (Syncerus caffer nanus), muflées (Ammotragus lervia) e cobos de leche (Kobus

leche).

Todos os animais abordados neste estudo, com excecdo do budfalo do Congo
(Syncerus caffer nanus), encontravam-se aparentemente saudaveis. Situagcao que, entra em
concordancia com estudos anteriores que demonstram que a detecdo de hemoparasitas em
animais selvagens é muitas vezes acidental e que estes sdo imunes a infecdo (84). Os
resultados sdo também coincidentes na necessidade de Portugal ser classificado como uma
zona endémica para hemoparasitoses bovinas pela auséncia de alteracdes no estado geral de

animais domésticos possivelmente portadores (38).

A possivel forma de infe¢@o destes animais é desconhecida, na medida em que podem
ter adquirido a infegdo no parque ou serem ja portadores da mesma aquando da entrada na
colegcdo zooldgica. Porém, os animais subadultos deste estudo com resultados positivos ja
nasceram no pargue, o que implica que estes tenham adquirido os hemoparasitas no local. O
facto de grande parte da colheita de sangue dos ungulados selvagens ter sido realizada em
animais que foram translocados para outro local, sugere que este procedimento pode servir

como mecanismo de dispersdo dos hemoparasitas (42).

No entanto, é essencial ter em conta que esta quantidade pode mesmo assim estar
subvalorizada pelo método em utilizado. Os esfregacos sanguineos ndo permitem detetar uma
prévia exposicao a niveis baixos de infe¢cdo podendo facilmente passar despercebidos (84).
Também nédo foram encontrados animais com sinais clinicos aquando da colheita, no entanto
também néo foram realizadas analises ao sangue para verificar alguma alteracdo nesses
parametros (84). De facto, o tamanho da amostra e o nimero de animais em que foram
encontradas as formas morfologicamente semelhantes a parasitas eritrocitarios ndo permitiam
gue fosse realizada uma analise do impacto dos hemoparasitas nos parametros sanguineos
(84).

Outro resultado interessante de se analisar é, por um lado a qualidade do esfregaco
obtido por sangue armazenado em tubos de EDTA em comparagcdo com o sangue periférico
realizado a campo e no momento. A Figura 22 corresponde a esfregacos de sangue de dois
mufldes (Ammotragus lervia), porém na Figura 22 (da esquerda) o sangue foi colhido da veia
jugular e armazenado num tubo de EDTA, enquanto que, na Fig. 22 (da direita) o esfregaco foi

realizado diretamente de sangue periférico. Em ambos os casos foi selecionado um campo
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com boa qualidade para andlise e é possivel verificar que no esfregago de sangue periférico a

coloracéo aderiu melhor proporcionando um campo mais limpo e com menos artefactos.

Figura 22 — Esfregacos sanguineos de mufldes (Ammotragus lervia) na ampliagdo X1000. A
esquerda depois de conservado em tubo com EDTA, a direita realizado diretamente de sangue

periférico.

A analise dos esfregacos também pode ser prejudicada por um esfregago sanguineo
de fraca qualidade ou uma incorreta coloracdo que resulta no aparecimento de artefactos que
podem invalidar uma observacdo (98). AlteragBes da coloracdo e aparecimento de artefactos
também podem ser induzidos pelo uso de anticoagulantes, pois segundo Narasimha et.
al.,2008, as altera¢cBes pelo uso de EDTA surgem ap6s duas horas de armazenamento (98).
De facto, num ndmero relevante de amostras em ungulados selvagens, principalmente chitais
(Axis axis) e mufldes (Ammotragus lervia) a colheita foi realizada de um vaso central e
armazenada em tubos de EDTA. Algo que implica uma menor probabilidade de encontrar
formas parasitarias ou a carga parasitaria pode ndo ser real, podemos concluir que a
guantidade de formas parasitarias de Theileria e Anaplasma encontradas nesses animais

podem estar subvalorizadas.

Como qualquer método de diagnostico de hemoparasitas descrito ao longo do trabalho,
a pesquisa através de esfregagos sanguineos apresenta as suas limitagfes, como o processo
de preparacao em si (método de colheita, qualidade do esfregaco, coloracdo adequada) e a
flutuacdo do nivel de parasitémia durante uma infe¢do, encontrando-se alta na fase aguda,
reduzida na fase cronica e quase nula em animais portadores (55). Outra limitacdo € a dificil
discriminacdo entre espécies de protozoarios dada a sua morfologia semelhante e

subjetividade do operador (68; 77).
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Em suma, o objetivo deste estudo cingia-se a pesquisa de formas morfologicamente
compativeis com formas parasitarias em ungulados do parque, onde foram obtidos resultados
positivos para Theileria e Anaplasma. O estudo em questdo poderia prosseguir se fosse
realizada pesquisa de vetores, ou se avancassem para métodos diagnéstico com maior
sensibilidade e especificidade, tal como ensaios de biologia molecular, para confirmar os
resultados obtidos e determinar se 0s animais ja contataram com o parasita. Sendo que, neste
Ultimo caso também se poderia recorrer a avaliagdo da soroprevaléncia através de métodos
serolégicos como ELISA e IFAT (84). Assim, os resultados obtidos no presente estudo sdo
particularmente importantes para apelar a atencdo para este tema, promovendo o
estabelecimento de estratégias efetivas no controlo de hemoparasitoses e prevencao da

transmissao de infe¢cdes dos animais selvagens para espécies domésticas e humanos (42).
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5. Consideracdes finais

Nas Ultimas décadas, tem surgido um interesse crescente sobre as doencas
transmitidas por vetores, ndo s6 na area da medicina veterinaria e humana como a nivel s6cio-
econdmico, assim como um problema de salde publica agrupado no conceito One Health (39;
48). No entanto, a prevaléncia a nivel mundial ainda continua a aumentar associada também a
um contacto mais proximo entre animais selvagens e domésticos, o que implica melhorias no
qgue diz respeito a abordagem de diagnostico, tratamento e medidas preventivas (43; 48). O
controlo de ixodideos e dos hemoparasitas por estes transmitidos sdo considerados dos
principais problemas sanitarios e de maneio em Africa, ao mesmo nivel que as tripanosomoses
transmitidas pela mosca Glossina (39). De facto, os ixodideos, para além de atuarem como
vetores de protozodrios, bactérias, virus e fungos, também causam impacto direto no
hospedeiro pelo seu comportamento alimentar, provocando lesdes na pele e tecido subcutaneo
com perda de sangue associada (48). Por outro lado, existe uma grande flutuagdo da carga
dos vetores de acordo com as variagcfes climatéricas, hospedeiros vertebrados e até mesmo

das espécies de ixodideo em questao.

Atualmente, a vacinagdo com vacinas vivas atenuadas contra a theileriose tropical e
babesiose, ainda que existam desvantagens associadas, constitui um método eficaz de
imunizacdo. Apesar dos avancos tecnoldgicos na transformacédo dos parasitas, bloqueio de
genes e sequenciacdo gendmica, as vacinas mortas ainda ndo séo efetivas (40). Existe por
isso, uma continua necessidade de utilizar vacinas vivas no controlo de ixodideos e parasitas
por estes transmitidos em varios locais do mundo (40). Outro ramo importante de pesquisa
para a prevencdo e controlo de hemoparasitoses é a possibilidade de criacdo de vacinas
conjuntas contra hemoparasitas e 0s respetivos hospedeiros invertebrados, que em sinergia

obtenham resultados mais favoraveis do que a aplicagéo individual para cada grupo (38).

Como Portugal é considerado uma zona endémica de algumas espécies de
hemoparasitas, o aparecimento de sinais clinicos por norma néo é tao frequente, pelo menos
em ragas autdécnes, mas suspeita-se que a percentagem de animais portadores seja elevada
(38). Portanto, o principal investimento deve ser feito no controlo de hemoparasitas e vetores e
ndo propriamente na sua erradicagao (38). A entrada de animais exoticos e saida de autocnes
provoca desequilibrios na relacdo entre o parasita e hospedeiro que poderédo despoletar surtos
de doenga, principalmente por, neste caso, se tratarem de animais selvagens provenientes de
outros parques e/ou paises. Esta quebra para além de implicagcbes a nivel econémico e
comercial pode também ter impacto na saude publica, dado que algumas das doencas em
guestdo sdo zoonoses (38). Assim, a importacdo de animais para zonas endémicas deve ser
acompanhada de vacinacdo e o0s animais devem ser introduzidos primeiramente numa
pastagem em periodos de menor atividade dos vetores e em idades menos suscetiveis a

infecéo (38).
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7. Anexos

Anexo | — Técnica de Coloragédo Giemsa (coloragéo rapida)

- Fixar com alcool metilico, durante cinco minutos, os esfregagcos sanguineos perfeitamente

secos e deixar evaporar completamente;

- Lavar com agua destilada neutralizada (sem verter o corante);

- Deixar secar completamente.

*Giemsa diluido — 24 gotas de corante Giemsa (filtrado) para 10ml de éagua destilada

neutralizada.
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Anexo Il — Tabela com os resultados obtidos da analise dos esfregacos sanguineos de

Espécie
Cervus Elaphus
Carraca
Cervus Elaphus

Syncerus caffer nanus

AXis axis

Ammotragus lervia

Kobus leche

Bufalo afro-asiatico

Taurotragus oryx

Sexo
M
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ungulados selvagens ao microscépio ético

Idade Colheita Babesiasp. Theileria sp.
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Ungulados Selvagens
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Trypanosoma sp.
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Anexo lll — Tabela com os resultados obtidos da analise dos esfregacos sanguineos de

ungulados domésticos ao microscaépio 6tico

Ungulados Domésticos
Esfregaco  Espécie Sexo ldade Colheita Babesiasp. Theileriasp. Trypanosomasp. Anaplasma sp.
39 F A SP - - - -

40 F A SP - - - -
a1 Equus = A Sp ) i i i
asinus
42 F A SP - - - +
43 F A SP - - - -
44 M SA SP - - -
45 F A SP - - -
46 F A SP - - - =
47 F A SP - - - -
48 F A SP - - - ]
49 F SA SP - - - -
50 Capra M A SP - - - i
51 aegragus = A sp i i i )
hircus
52 F A SP - - - .
53 F SA SP - + - +
54 F SA SP - - - -
55 F A SP - - -
56 F A SP - - -
57 O\{les = SA sp i i i .
aries
58 Capra M A SP i} - - +
59 girgentana F A SP - - -
60 F A SP - - -
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