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Resumo
O presente relatdrio descreve um trabalho de investigacdo cujo principal objetivo foi avaliar a
associacdo entre a infecdo por Toxoplasma gondii e a mortalidade de coelhos bravos (Oryctolagus
cuniculus), testando a hipotese de que as alteragdes comportamentais induzidas pelo parasita
aumentam a suscetibilidade a predacdo e consequentemente, a mortalidade dos infetados. O T. gondii
trata-se de um parasita zoondtico com distribuicdo ubiqua e elevada importancia na medicina
veterinaria. Este estudo fundamenta-se em trabalhos de investigacdo e artigos onde se encontram
descritas alteragGes comportamentais em varios hospedeiros intermedidrios do T. gondii, com um
aumento de comportamentos considerados de risco que deixam os hospedeiros mais suscetiveis a
predacdo. Deste modo, foi necessaria a recolha de amostras sanguineas de coelhos de 3 locais distintos
(uns com exposicdo a predadores outros ndo), através de campanhas de captura. Nestas realizou-se
a identificacdo individual dos animais e recolha de amostras. Posteriormente, foram selecionadas
amostras de soro para detecdo de anticorpos especificos, através do teste de aglutinagdo modificada
para T. gondii (MAT). Os resultados obtidos foram analisados com recurso a aplicagdo R, através da
interface Rstudio, que permitiu a implementagdo bayeasiana de modelos multi-evento de captura-
marcac¢do-recaptura (MECMR), para estimar uma série de parametros como, por exemplo, a
sensibilidade e especificidade do teste diagndstico utilizado, a probabilidade de um animal transicionar
de seropositivo para seronegativo e, essencialmente, a mortalidade de coelhos bravos seropositivos e
seronegativos. Os resultados demonstraram, como foco principal, um aumento evidente da
mortalidade de coelhos seropositivos em comparacdo com os seronegativos. Esta poderd ser
justificada pelas alteragbes comportamentais ou por efeitos diretos da infecdo parasitdria na
mortalidade dos animais, sendo que a distingdo entre as duas hipdtese precisara de futura

investigacao.

Palavras-chave: coelho-bravo, toxoplasmose, mortalidade, modelos captura-recaptura,

alteragdes comportamentais.



Atividades realizadas no estagio

O estagio desenvolveu-se em 3 componentes distintas: uma com enfoque na pratica
laboratorial, outra na componente tedrica dedicada a pesquisa bibliografica e analise de dados, e o
trabalho de campo com as campanhas de captura.

A componente tedrica teve inicio sob a orientagdo do coorientador, Doutor Nuno Santos,
através da pesquisa bibliografica para enquadramento cientifico do estudo e da discussdo das
diferentes abordagens metodoldgicas. Paralelamente, foi explorada a plataforma E-SURGE,
considerada como uma das ferramentas para a realizacdo da andlise estatistica dos dados obtidos.

O trabalho de campo, compreendeu duas semanas de campanha para captura de coelho-
bravo, embora apenas uma tenha decorrido durante o periodo oficial do estdgio. Cada campanha
incluiu trés noites em Meértola e trés noites em Barrancos, tendo como objetivo a captura e
processamento dos animais para recolher de amostras destinadas ao presente e a futuros estudos. Na
campanha realizada entre 13 e 19 de marco em Noudar foram efetuadas 69 capturas, de 56 individuos
distintos e em Mértola 5 capturas de 5 coelhos distintos, na campanha realizada em marco. Foi possivel
acompanhar todas as atividades de campo, incluindo manuseamento e contencdo adequada dos
coelhos-bravos, colheita de amostras de sangue, bidpsias de pele, zaragatoas retais bem como o
processamento e acondicionamento das respetivas amostras.

No Centro de Investigagdo em Biodiversidade e Recursos Genéticos (CIBIO) procedeu-se a
selecdo, separacgdo e preparacdo das amostras para posterior analise. Ao mesmo tempo, foifornecido
apoio para outros projetos que estavam em curso, nomeadamente na organizagdo e preparagao de
camaras para fotoarmadilhagem e na realiza¢do de ensaios ELISA in house para dete¢ao de anticorpos
contra o virus da doenca hemorragica viral em 192 soros de coelhos bravos.

No més de margo iniciou-se uma estadia de 2 meses na Universidade de Cdrdoba (UCO) sob a
orientacdo do Doutor Saul Jiménez Ruiz. Durante este periodo foiintegrado o trabalho desenvolvido
no “Grupo de Investigacion en Sanidad Animal y Zoonosis (GISAZ)” pertencente ao departamento de
“Sanidad Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria” (FAVE) da Universidade de Cérdoba (UCO)
com a participacdo didria nas atividades laboratoriais e colaboracdo na execugdo dos testes
diagndsticos necessarios (figura 1 e figura 2). Foram realizados ensaios ELISA comerciais para detecdo
de anticorpos contra Encephalitozoon cuniculi (192 amostras de soro de coelho bravo), Coxiella
burnetii (280 amostras de soro coelho bravo), Febre Hemorragica da Crimeia-Congo (390 amostras de

soro de coelho bravo). Adicionalmente, assistiu-se a apresentagdes na universidade, uma sobre
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patologias em cetdceos com discussdo de trés casos clinicos, outra a apresentagdo de uma tese
doutoral, e a necrdpsia de 2 cabritos (Capra aegagrus hircus) com recolha de amostras para analise
laboratorial.

No ambito da componente laboratorial, seguiu-se a analise das 789 amostras de soro
previamente preparadas em Portugal, recorrendo ao MAT para dete¢ao de anticorpos contra T. gondii.

Também nas atividades laboratoriais, realizou-se a extragdo de ADN de 60 amostras de bago
de coelho-bravo para posterior dete¢dao molecular de agentes patogénicos virais ou bacterianos, de
acordo com o objetivo do projeto correspondente. As extracdes foram efetuadas em grupos de 12
amostras ao longo de trés dias.

A participacdo nestas atividades permitiu consolidar competéncias técnicas em diagndstico
laboratorial, processamento de amostras bioldgicas e metodologias aplicadas ao estudo de doencas
infeciosas em fauna silvestre, bem como adquirir uma compreensdo mais aprofundada das diferentes
etapas envolvidas na concecdo e desenvolvimento de projetos de investigagao cientifica.

Ainda em Cérdoba decorreu o acompanhamento de um dia de campo para a recolha de 40
cartdes de memadria camaras de fotoarmadilhagens instaladas num terreno privado, cujas imagens se
destinam a monitorizacdo da fauna selvagem no ambito de um projeto sobre tuberculose.

No ultimo més de estdgio, ja em Portugal, procedeu-se a andlise e interpretacdo estatistica dos
resultados utilizando uma plataforma que permite incorporar cddigo para os modelo multi-evento
com andlise estatistica bayesiana. Antes da construcdao do modelo final foi realizada uma analise
exploratdria dos dados em colaboragcdao com o Doutor Nuno Santos, de modo a avaliar a estrutura dos
dados, otimizar a parametrizagdao dos modelos e obter a melhor convergéncia para os parametros
estimados.

Extracurricularmente, para além de uma campanha de captura em janeiro, foirealizada uma
estadia de 4 meses no Anicura - Hospital Veterindrio de Santa Marinha com acompanhamento diario

da casuistica do hospital.



Figura 1. Atividades realizadas em estagio (1).

A esquerda: passagem do lisado celular para tubos
eppendorf no processo de extragio de DNA; A direita:
placa de diluicdo para ELISA.

Figura 2. Atividades realizadas em estagio (2).

A esquerda: colocacdo da mistura de reagentes para MAT. A
direita: maquina de disrupcdo celular e tecidual para extragdo
de DNA
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1. INTRODUCAO

1.1 Importancia do coelho bravo (Oryctolagus cuniculus) nos ecossistemas

O coelho-bravo ou coelho-europeu é uma espécie pertencente a familia Leporidae (em
conjunto com as lebres (Lepus spp.). Acredita-se que tenha surgido no Pleistoceno Médio 82 800 a 355
000 anos, no sudoeste da Peninsula Ibérica. Atualmente sdo reconhecidas duas subespécies o O. c
cuniculus e o O. c. algirus, sendo que esta Ultima tem uma drea de distribuicdo restrita a Peninsula
Ibérica e algumas ilhas (IUCN, 2018; Delibes-Mateos et al., 2021).

Nas ultimas sete décadas, as populacSes de coelho-bravo sofreram um declinio superior a 90%,
principalmente em consequéncia das alteragdes no uso do solo e da emergéncia de agentes infeciosos,
sobretudo de origem viral. Como resultado deste acentuado decréscimo populacional, a espécie foi
classificada, em 2018, pela International Union for the Conservation of Nature (IUCN)como “ameacada
de extingdo” (endangered) na sua area de distribuicdo natural na Peninsula Ibérica (IUCN, 2018). As
principais doengas que afetaram e afetam ainda a abundancia de coelhos-bravos sdo a mixomatose e
a doenca hemorrdgica viral (DHV). Para além disso, a intensificacdo das praticas agricolas e o abandona
da gestdo tradicional do matagal provocaram altera¢Ges profundas no habitat da espécie, contribuindo
igualmente para o seu declinio (Delibes-Mateos et al., 2021).

O coelho-bravo é considerado uma espécie engenheira do ecossistema, desempenhando um
papel fundamental na dindmica dos ecossistemas mediterraneos através de efeitos diretos e indiretos
sobre o meio envolvente. A construgao de tocas e a dispersdao sementes resultante dos seus habitos
alimentares, contribuem para a modificacdo da paisagem, favorecendo a criacao de areas abertas e
promovendo o aumento da diversidade da flora. Além disso, as tocas constituem também locais de
abrigo para diversas espécies de vertebrados e invertebrados aumentando a complexidade estrutural
e biodiversidade (Géalvez-Bravo et al., 2011; Delibes-Mateos et al., 2021).

A dinamica populacional desta espécie é influenciada por diversos fatores, incluindo as
condi¢des climaticas (temperatura, pluviosidade, vegetacdo), as caracteristicas do solo (que por
consequéncia condicionam a disponibilidade de locais para fazer ninhos), pressdo da predacdo ( de
acordo com a densidade e diversidade de predadores) e, mais recentemente, pela agdo de agentes
patogénicos (Lees & Bell, 2008).

Para além das consequéncias diretas sobre a abundancia do coelho-bravo, o declinio
populacional afeta significativamente as espécies que dele dependem como principal recurso

alimentar. Atualmente, mais de 40 espécies de aves e mamiferos incluem o coelho-bravo na sua dieta,



destacando-se o lince-ibérico (Lynx pardinus), dgua imperial ibérica (Aquila adalberti), duas espécies

emblematicas do ecossistema mediterraneo ibérico (Delibes-Mateos et al., 2021).

Tanto o lince-ibérico como a 4guia imperial-ibérica encontram-se ameacadas e sdo espécies
endémicas da Peninsula Ibérica. No caso do primeiro cerca de 85% da dieta é constituida por coelho-
bravo, razao pela qual esta espécie é considerada um predador especialista (Delibes-Mateos et al.,
2021). Como consequéncia desta elevada especializagdo alimentar, estima-se que apenas cerca de um
terco da area da Peninsula Ibérica apresente atualmente densidades de coelho-bravo suficientemente
elevadas para suportar populagdes vidveis destes predadores de topo, evidenciando a estreita relacdo
entre o estado de conservacdo do coelho-bravo e a conservagdo destas espécies ameacgadas. Assim,
de modo a tentar evitar o desaparecimento destas espécies o coelho tem sido objeto de intensas agdes
de conservagdo na Peninsula Ibérica (Ferrer & Negro, 2004; Delibes-Mateos et al., 2021).

As estratégias de gestdo e conservacdo do coelho-bravo encontram-se descritas
detalhadamente no projeto LIFE Iberconejo, uma iniciativa de ambito ibérico coordenada pela World
Wide Fund for Nature (WWF) Espanha, que envolve 15 entidades parceiras e conta com apoio
financeiro da Unido Europeia (LIFE Iberconejo, 2022). Para além das acdes de translocagdo, reforco e
reintroducdo de populagbes, tém sido implementadas diversas medidas destinadas a promover o
sucesso reprodutivo e reduzir a mortalidade, nomeadamente através da recuperacdao e melhoria do
habitat, através da recuperacdo e melhoria do habitat, da criacdo de zonas de refugio, da instalacdo
de estruturas de abrigo e do fornecimento suplementar de alimento, sempre que adequado (Delibes-
Mateos et al., 2021).

Apesar dos avangos alcangados nas estratégias de conservagao da espécie, o impacto potencial
das alteragdes climaticas sobre a dinamica populacional do coelho-bravo permanece
insuficientemente conhecido, constituindo uma area prioritaria para investigacdo futura (Delibes-

Mateos et al., 2021).

1.2 Toxoplasmose

A toxoplasmose é uma zoonose de distribuicdo mundial causada por Toxoplasma gondii um
protozoario parasita intracelular obrigatério que é a Unica espécie do género Toxoplasma (Almeria et
al., 2021). O parasita foi descoberto em 1908, mas apenas a partir de 1939 é que se conheceu a sua
importancia a nivel médico, enquanto a sua importancia em Medicina Veterindria se tornou evidente
sobretudo a partir da década de 1950, com especial destaque a partir de 1957 (Hasan et al., 2024).

T. gondii apresenta um ciclo de vida com mais de um hospedeiro e é capaz de infetar

praticamente todos os animais homeotérmicos, incluindo seres humanos, que atuam como



hospedeiros intermediarios. Nestes hospedeiros ocorre a multiplicagdo assexuada do parasita, seguida
da invasdo e persisténcia em diversos tecidos (Almeria et al., 2021).

Os felideos, domésticos e selvagens, sdo os hospedeiros definitivos, sendo os Unicos animais
nos quais ocorre a fase sexuada do ciclo de vida. Como resultado desta reproducdo, sdo produzidos
oocistos que sdo eliminados nas fezes e libertados para o ambiente. Apds esporulagdo, os oocistos
passam a conter esporozoitos, uma das formas infetantes do parasita (Farhab et al., 2025; Hasan et
al., 2024). A reprodugdo ocorre exclusivamente nos felideos devido a auséncia da enzima delta-6-
desnaturase no intestino delgado. Esta caracteristica metabdlica conduz a acumulagdo de acido
linoleico, criando um ambiente favoravel ao desenvolvimento da fase sexuada do parasita (Farhab et
al., 2025). Na maioria dos hospedeiros intermedidrios, a infe¢do evolui para uma fase crénica, durante
a qual o T. gondii permanece em estado latente sob a forma de quistos tecidulares, podendo persistir

durante toda a vida do hospedeiro (Farhab et al., 2025).

1.2.1 Ciclo de vida

A infecdo por T. gondii ocorre, nos hospedeiros intermedidrios, apds ingestdo de quistos
tecidulares presentes em carne contaminada, particularmente em animais carnivoros, ou através da
ingestdo de dgua ou alimentos contaminados com oocistos esporulados, uma via de transmissdo
comum a todos os animais homeotérmicos (Almeria et al., 2021).

Os oocistos desempenham um papel central na epidemiologia da toxoplasmose, uma vez que,
apods esporulacdo no ambiente, tornam-se infetantes para qualquer hospedeiro intermédio. A sua
disseminacdo pode ocorrer por agao da chuva e do vento, bem como através do transporte mecanico
por diversos invertebrados, incluindo baratas (Blattodea spp.), minhocas (Oligochaeta spp.) ou
moscas (Diptera spp) (Hasan et al., 2024). Apds a ingestdo, os bradizoitos, provenientes dos quistos
tecidulares, e os esporozoitos, libertados dos oocistos esporulados, invadem o epitélio intestinal, onde
iniciam a infegdo. Posteriormente, diferenciam-se em taquizoitos, a forma de multiplicacdo rapida do
parasita, que se dissemina para diversos 6rgdos através da circulagdo sanguinea e sistema linfatico.
Nos tecidos alvo, os taquizoitos multiplicam-se intracelularmente, provocando lise celular, necrose e
inflamag¢do. Em animais jovens ou imunocomprometidos, esta fase pode evoluir para toxoplasmose
disseminada e, em casos graves, resultar em morte (Almeria et al., 2021).

Em hospedeiros imunocompetentes, o controlo da infe¢ao depende predominantemente da
resposta imunitaria celular, mediada por citocinas, que envolve a ativagdo de macréfagos, a producdo
de interferdo gama (IFN-y), a resposta de linfocitos T CD8+ citotdxicos e a producdo de anticorpos
especificos. Os linfécitos T citotdxicos desempenham um papel essencial na eliminagdo de células

infetadas, contribuindo para a limitacdo da disseminacdo do parasita (Almeria et al., 2021; Farhab et
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al., 2025). A resposta humoral caracteriza-se inicialmente pela produgdo de imunoglobulinas M (IgM),
detetaveis desde a primeira semana apds a infecdo e que podem persistir durante periodos variaveis,
desde alguns meses até, ocasionalmente, vdrios anos. Posteriormente, ocorre a producdo de
imunoglobulinas G (IgG), que permanecem detetdveis durante toda a vida do hospedeiro, constituindo
um marcador de exposi¢do prévia do parasita (Farhab et al., 2025).

A medida que a resposta imunitdria controla a fase aguda da infe¢do, os taquizoitos
diferenciam-se em bradizoitos, originando quistos tecidulares que caracterizam a fase crdnica da
doencga. Estes quistos formam-se preferencialmente em neurdnios no sistema nervoso central, mas
igualmente no musculo esquelético, miocardio, diafragma, lingua, figado e outros tecidos. Assim, T.
gondii é considerado um agente patogénico predominantemente neurotrdpico, apresentando elevada
afinidade pelo sistema nervoso central. O parasita é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica,
onde estabelece infecdes persistentes através da formacdo de quistos contendo bradizoitos.
Consequentemente, a resposta imunitaria do hospedeiro ndo é capaz de erradicar completamente o
parasita, permitindo a persisténcia de quistos vidveis durante varios anos, ou, muito provavelmente,
ao longo de toda a vida do hospedeiro. (Almeria et al., 2021; Daher et al., 2021).

Nos felideos, hospedeiros definitivos, a reproducdo sexuada ocorre no epitélio do intestino
delgado, culminando na produgdo de oocistos ndo esporulados que sdo eliminados pelas fezes. Apesar
da eliminacdo de grandes quantidades de oocistos, a doenga clinica é pouco frequente nestes animais.
Em condicdes experimentais foram descritos casos de enterite, linfadenomegalia, pneumonia e lesdes
degenerativas do sistema nervoso central. Apds serem excretados, os oocistos esporulam no
ambiente, tornando-se infetantes para os hospedeiros intermediarios (Tong et al., 2021).

Entre os predadores considerados no presente estudo destaca-se o lince ibérico, espécie para
a qual foi descrita, em Espanha, uma seroprevaléncia de 62,8% (IC 95%: 54,20 — 70,70%) para
anticorpos contra T. gondii, determinada através do MAT (Garcia-Bocanegra et al., 2010).

As complica¢des associadas a infecdo por T. gondii variam consideravelmente entre espécies
de hospedeiros intermediarios. Algumas espécies como a capivara (Hydrochoerus hydrochaeris),
apresentam elevada resisténcia, desenvolvendo habitualmente infecdes crdénicas subclinicas e
funcionando como importantes reservatérios do parasita. Outras espécies, como os cervideos
(Cervidae spp.), sdo consideradas moderadamente suscetiveis e podem sobreviver a fase aguda da
infecdo. Em contraste, os lagomorfos, incluindo o coelho-bravo, apresentam elevada suscetibilidade,
podendo desenvolver doenga aguda fatal, com ou sem apresentacdo diarreica. Nestes animais é
frequente observar-se necrose multifocal, particularmente no figado e no bago, associada a intensa

multiplicacdo de taquizoitos (Farhab et al., 2025).



1.2.2 Zoonose

A toxoplasmose é uma das doencas parasitarias de origem alimentar/hidrica com maior
impacto na saude publica mundial. Estima-se que cerca de um ter¢o da populacdo humana tenha sido
exposta a T. gondii, embora a seroprevaléncia varie consideravelmente em regides especificas. Os
valores mais elevados s3o observados em Africa, depois Oceania, América do Sul e Europa, enquanto
América do Norte e Asia, apresentam as prevaléncias mais reduzidas (Farhab et al., 2025). A infe¢do
por este parasita é considerada a zoonose parasitaria mais prevalente a nivel mundial, representando
um importante problema de saude publica devido a sua elevada distribuicdo, diversidade de vias de
transmissdao e potencial gravidade em grupos de risco (Autoridade Europeia para a Seguranca dos
Alimentos (EFSA) Panel on Biological Hazards (BIOHAZ) et al., 2018).

Nos seres humanos a principal via de transmissdao consiste na ingestao de carne crua ou mal
cozinhada contendo quistos tecidulares vidveis. A infecdao pode também ocorrer pela ingestdo de agua
ou alimentos contaminados com oocistos esporulados, por transmissdo transplacentarias durante a
gravidez, ou, menos frequentemente, através da ingestdo acidental de oocistos presentes no ambiente
(Farhab et al., 2025). Certos grupos apresentam um risco acrescido de exposicdo ao parasita.
Destacam-se os cagadores que se podem infetar durante a evisceracdo e manipula¢do dos animais
selvagens infetados, caso ndo sejam adotadas medidas adequadas de higiene e protecdo individual
(Almeria et al., 2021).

Apesar da importancia clinica e epidemioldgica da toxoplasmose, ainda ndo existe uma vacina
eficaz para humanos, situacdo que se deve a complexidade biolégica e imunoldgica do T. gondii
(Farhab et al., 2025).

A maioria das infe¢des em individuos imunocompetentes é assintomatica ou manifesta-se por
sinais clinicos ligeiros. Contudo, em individuos imunocomprometidos e em mulheres grdvidas, a
infecdo pode originar formas clinicas graves, incluindo encefalite, coriorretinite e toxoplasmose
congénita com potenciais consequéncias para o desenvolvimento fetal (Farhab et al., 2025). Quanto
aos sinais clinicos, a infecdo pode manifestar-se por sinais inespecificos como febre, cefaleias, fadiga
e linfedenopatia (Farhab et al., 2025). Adicionalmente, diversos estudos sugerem uma associagao
entre a infecdo crdnica por T. gondii e um risco aumentado de desenvolvimento de determinadas
patologias neuropsiquidtricas e neurodegenerativas, incluindo esquizofrenia, doenga de Alzheimer e
perturbagdes do espetro do autismo. Contudo, esta associagdo continua a ser objeto de investigacdo
(Farhab et al., 2025).

Na toxoplasmose congénita, as manifestacdes clinicas dependem do momento da gestacgdo
em que ocorre a infecdo materna primdria. Quando a infe¢do ocorre antes da conce¢ao, mais de 3

meses antes da gravidez, o risco é reduzido ou inexistente. Em contraste, a infecdo adquirida durante
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0 primeiro trimestre esta associada a menor taxa de transmissdo, mas a consequéncias mais graves,
incluindo aborto espontdneo, morte fetal e alteracdes neuroldgicas severas. No terceiro trimestre, a
probabilidade de transmissdo vertical é superior, contudo, os recém-nascidos apresentam
frequentemente auséncias de sinais clinicos ao nascimento, embora possam desenvolver

manifesta¢des tardias, como lesGes oculares e alteragdes neuroldgicas (Farhab et al., 2025).

1.3 Toxoplasma gondii e altera¢des de comportamento

Diversos estudos tém descrito alteracdes comportamentais em hospedeiros infetados por T.
gondii, constituindo este fendmeno um dos principais fundamentos cientificos para o
desenvolvimento deste presente trabalho.

Estas alteragGes sdo observadas sobretudo durante a fase crdnica e estdo associadas a um
fendmeno que recebeu o nome de “manipulagdo do comportamento do hospedeiro” ou “hipétese da
manipulacdo”. Esta hipdtese propGe que o parasita é capaz de modificar o comportamento dos
hospedeiros intermediadrios de forma a aumentar a probabilidade de predagdo por felideos, os seus
hospedeiros definitivos, favorecendo assim a conclusdo do ciclo biolégico e a reprodugdo sexuada do
parasita (Da Silva & Langoni, 2009).

Um dos exemplos mais bem documentados desta hipétese foi descrito por Berdoy et al.
(2000). Neste estudo, ratos de laboratdrio (Rattus norvegicus) ndo infetados com T. gondii evitaram
consistentemente areas contendo urina de gato, exibindo simultaneamente um aumento da vigilancia,
resposta de stress e diminuicdo da percecdo da dor, comportamentos compativeis com uma resposta
inata a presengca de um predador. Em contraste, os ratos cronicamente infetados por T. gondii
deixaram de evitar as areas contendo urina de gato, verificando-se, em alguns individuos, uma
aparente atragao pelo odor. Estes resultados parecem indicar que a infegdo interfere especificamente
com a resposta inata de aversdo aos felideos, um comportamento que normalmente se mantém
mesmo apos sucessivas geracoes de ratos de laboratdrio sem contacto com predadores.

A nivel do hospedeiro intermedidrio temos um exemplo claro. Um estudo realizado em por M.
Berdoy et al. (2000) demonstra que quando ratos de laboratério (Ratus norvegicus) sao colocados em
caixas com algumas gotas de urina de gato estes normalmente evitam o canto/local com esta secregdo.
Os animais ficam também mais stressados, aumentam a vigilancia e diminuem a capacidade de sentir
dor ao percecionar o cheiro de um dos seus predadores (Berdoy et al., 2000; Da Silva & Langoni, 2009).
Esta alteragdo comportamental poderd representar uma vantagem adaptativa para o parasita, uma
vez que aumenta a probabilidade de o hospedeiro intermediario ser predado por um felideo,
permitindo que T. gondii complete a fase sexuada do seu ciclo de vida no intestino do hospedeiro

definitivo (Da Silva & Langoni, 2009). Para além da perda de aversdao ao odor de felideos, foiigualmente
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descrita uma diminuigdo dos comportamentos neofdbicos, maior atividade de exploragdao e maior
propensdo para assumir comportamentos de risco, tornando-se assim mais suscetiveis a predacdo
(Berdoy et al., 2000; Da Silva & Langoni, 2009).

Alteracbes comportamentais associadas a infecdo por T. gondii foram também descritas
noutras espécies. Em lontras-marinhas (Enhydra lutris nereis), verificou-se que individuos infetados
apresentavam menor capacidade de evita ataques de tubardes e exibiam padrdes de movimento
considerados anormais, fatores que poderdao aumentar a vulnerabilidade destes animais a predagdo
(Kreuder, 2003; Da Silva & Langoni, 2009).

Resultados semelhantes foram descritos em lobos (Canis lupus) no Parque Nacional de
Yellowstone, Estados Unidos. Meyer et al. (2022) investigaram a influéncia da infecdo por T. gondii na
interacdo entre lobos e pumas (Puma concolor), considerando o lobo o hospedeiro intermediario e o
puma o hospedeiro definitivo. Os autores observaram que os lobos, mesmo ndo sendo presas naturais
dos pumas, que eram provenientes de dreas com elevada densidade de pumas apresentavam uma
probabilidade trés vezes superior de serem seropositivos para T. gondii quando comparados com
animais provenientes de areas com uma menor densidade de felideos. Além disso, verificou-se que a
seropositividade era mais frequente em lobos considerados dispersantes, caracterizados por
percorrerem maiores distancias e assumirem comportamentos mais exploratdrios. Os individuos
seropositivos apresentavam igualmente uma probabilidade significativamente superior (42 vezes
mais) de se tornarem lideres de alcateia, sugerindo uma possivel associagdo entre a infecdo e o
aumento da audacia e da propensdo para assumir riscos (Meyer etal., 2022). Os autores sugerem que
estas alteragdes comportamentais poderdo aumentar a sobreposi¢ao espacial entre lobos e pumas,
favorecendo a transmissdo de T. gondii aos hospedeiros definitivos e contribuindo para a manutencado
do ciclo de vida. Estes resultados ilustram o potencial impacto que uma infecdo parasitarias podera
exercer sobre o comportamento individual, e, eventualmente, sobre a organizacdo social e a dinamica
populacional de mamiferos selvagens (Meyer et al., 2022).

Em seres humanos, diversos estudos tém igualmente investigado a possivel associagdo entre
a infecdo crénica por T. gondii e alteragbes comportamentais ou neuropsiquidtricas. Uma revisao
sistematica concluiu que existe evidéncia de associacdo entre a seropositividade para T. gondii e um
maior risco de desenvolvimento de determinadas patologias psiquiatricas, nomeadamente
esquizofrenia. Contudo, a interpretacdo destes resultados permanece limitada pela natureza
multifatorial de comportamento humano e pelas dificuldades metodoldgicas inerentes a este tipo de
investigacdo (Martinez etal., 2018). Outros estudos sugerem que a toxoplasmose crénica podera estar
associada a alteracdes cognitivas, perda de performance psicomotora, aumento da ansiedade e maior

propensdo para comportamentos de risco. No entanto, os mecanismos responsaveis por estas
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alteracdes permanecem incompletamente esclarecidos e a evidéncia atualmente disponivel continua
a ser insuficiente para estabelecer uma relacdo causal (Da Silva & Langoni, 2009; Milne et al., 2020).

Relativamente aos mecanismos bioldgicos subjacentes a manipulagdo comportamental, tém
sido propostas diversas hipdteses. Por exemplo, ndo foi ainda confirmado se as alteracdes
comportamentais s3ao especificas da resposta aos odores de felideos, ndo se estendendo
necessariamente a outros predadores que ndo participam no ciclo biolégico do parasita (Tong et al.,
2021). Outros autores defendem a hipotese de um efeito sindrémico, segundo a qual a infe¢do induz
a diminuicdo generalizada dos comportamentos defensivos, traduzindo-se num aumento da atividade
exploratdria, impulsividade e propensdo para assumir riscos, independentemente da presenca de
felideos (Tong et al., 2021).

Os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos continuam a ser objeto de investigacdo. Entre as
hipdteses propostas destaca-se a capacidade de T. gondii para interferir com a neurotransmissao no
sistema nervoso central através da alteragdo do metabolismo da dopamina. Prandovsky et al. (2011)
demonstraram que neurdnios infetados apresentam uma maior libertagdao deste neurotransmissor.
Consequentemente temos modificagdes comportamentais observadas durante a infecdo crodnica.
Paralelamente, foi proposto que T. gondii podera também influenciar a producdo de testosterona
através da infecdo do tecido testicular, conduzindo potencialmente a diminuicdo dos niveis de medo
e ansiedade. Embora os mecanismos envolvidos permanecam por esclarecer, a modulagdo dos
sistemas neuroenddcrino e dopaminérgico constitui atualmente uma das principais hipéteses para
explicar aumento da impulsividade, da exploracdo do meio envolvente e da propensao para
comportamentos de risco descritos em diversos hospedeiros infetados (Tong et al., 2021; Prandosky

etal., 2011).

1.4 Objetivo do estudo

Com base nestas informagdes, o presente estudo pretende avaliar a associacdo entre a
exposicdo ao parasita e a mortalidade do coelho-bravo, utilizando a presenca de anticorpos especificos
no soro como indicador de exposicdo prévia a infecdo. O estudo foi realizado com amostras
provenientes de duas areas de estudo distintas, uma na qual os coelhos bravos estdo expostos a
predadores terrestres (mamiferos carnivoros como felideos) e aéreos (aves de rapina), e outra zona
onde apenas estes Ultimos estdo presentes. Apds determinacdo do estatuto seroldgico dos animais,
avaliou-se a sobrevivéncia, comparando individuos mantidos em cercados com individuos em
liberdade, potencialmente sujeitos a predacao.

Com base na hipdtese da manipulacdo comportamento formularam-se as seguintes hipdteses:
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1) Os coelhos expostos a toxoplasma (seropositivos) apresentam maior mortalidade do que os
coelhos ndo expostos (seronegativos). Admite-se que uma eventual alteracdo
comportamental induzida pela infe¢cdo possa aumentar a propensdao para comportamentos de
risco e, consequentemente, a vulnerabilidade a predacdo.

2) A diferenga de mortalidade entre seropositivos e seronegativos é mais acentuada na
populagdo exposta simultaneamente a predadores terrestes e aéreos do que na populagao

exposta exclusivamente a predadores aéreos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Trabalho de campo

As campanhas realizadas para colheita de amostras integram um estudo de coorte prospetivo
longitudinal, no qual os mesmos individuos sdo acompanhados ao longo do tempo com o objetivo de
avaliar a influéncia de fatores de risco e evolugdo de parametros epidemioldgicos e sanitarios. Este
tipo de desenho experimental permite monitorizar altera¢des individuais entre diferentes momentos
de amostragem, possibilitando a avaliagdo da dinamica de infecdo e da sobrevivéncia dos animais ao
longo do periodo de estudo. Durante as campanhas os coelhos sdo capturados e identificados
individualmente com um microchip subcutdneo que permite reconhecer os animais em capturas
subsequentes.

As amostras que foram depois testadas provém de 3 locais distintos no Sul de Portugal:
Companhia das Lezirias (CL), Noudar (ND) e Herdade da Raposa (HR).

Um conjunto provém da populagdo da CL (38°50'43.7"N, 8°51'48.7"W) onde os coelhos se
encontram liberdade e, por conseguinte, em contacto com predadores naturais que incluem
mamiferos carnivoros e aves de rapina. A HR (37°43'26.6"N 7°40'31.1"W) apresenta igualmente uma
populacdo em liberdade, sujeita a predacdo pelos mesmos predadores de CL, destacando-se a
presenca do lince-ibérico. Ao contrario da CL, nesta propriedade a atividade cinegética é permitida.

A populacdo de ND (38°11'03.7 "N, 7°02'24.4 "W) encontra-se instalada num cercado vedado,
onde os animais dispdem de alimento e agua suplementares. A vedacdo elétrica impede o acesso da
maioria dos predadores terrestres, mantendo-se, contudo, a exposicdo a predadores aéreos,
nomeadamente aguia-imperial-ibérica, milhafre-real (Milvus milvus), agua de asa-redonda (Buteo
buteo) e bufo-real (Bubo bubo). A atividade cinegética ndo é permitida nesta area, nem na CL.

As trés dreas de estudo apresentam caracteristicas de habitat semelhantes, dominadas por

vegetacdo arbustiva mediterranica. Na CL predominam espécies dos géneros Cistus, Lavandula e Ulex
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associadas a montado de sobreiro (Quercus suber). Em ND verifica-se igualmente a presenca de matos
mediterranicos, predominando o montdo de azinho (Quercus ilex). Na HR o habitat é constituido
maioritariamente por esteval (Cistus ladanifer), pastagens sob montado de azinheira (Quercus
rotundifélia) e areas de eucaliptal (Eucalyptus spp.).

Sdo utilizadas armadilhas de captura viva do tipo Tomahawk ® (Tomahawk Live Trap Co.,
Wisconsin, EUA) e colocado como isco cenoura fresca. Na CL e na HR foram distribuidas 50 armadilhas
por uma drea aproximada de 13 hectares. Em ND foram utilizadas 49 armadilhas, colocadas
preferencialmente junto aoslocais de alimentagdo existentes no interior dos cercados. As armadilhas
eram abertas uma a duas horas antes do p6r do sol e verificadas aproximadamente duas horas apds o
anoitecer. Na manha seguinte eram novamente inspecionadas cerca de duas horas apds o nascer do
sol, permanecendo posteriormente encerradas até ao final da tarde. Este protocolo acompanha o
padrdo de atividade crepuscular do coelho-bravo, maximizando a probabilidade de captura e
reduzindo simultaneamente o tempo de permanéncia dos animais nas armadilhas. Desta forma,
minimiza-se o stress associado a captura e o risco de mortalidade, particularmente durante periodos
de condi¢Ges climatéricas adversas (Diez et al., 2005).

Cada sessdo de captura correspondeu a uma noite de armadilhagem, incluindo a verificacdo
das armadilhas durante a noite e na manha seguinte. Cada campanha foi constituida por um conjunto
de sessOes consecutivas, geralmente trés noites, podendo variar entre duas e cinto noites de captura.
Na CL e na HR, apds o processamento bioldgico, cada coelho foi colocado num saco de contencao
devidamente identificado e posteriormente libertado nas proximidades do local onde tinha sido
capturado.

Em ND, a maioria dos animais foi novamente libertada no interior do cercado. Contudo, alguns
individuos, selecionados de acordo com critérios previamente estabelecidos, foram libertados no
exterior como parte de um programa de reforco da populagdo selvagem. Esta sele¢do incidiu
preferencialmente sobre machos jovens ndao previamente identificados por microchip, contribuindo
para a recuperac¢do da populacdo natural da regido apds a construcdo da barragem do Alqueva. Esta
acdo integra o projeto PRO-IBERLINX (cédigo 0319 _PRO_IBERLINX_6_P), desenvolvido com o objetivo
de promover a conservacao do lince-ibérico e a recuperacdo dos ecossistemas mediterranicos onde

esta espécie ocorre.

2.1.1 Processamento dos animais:
Antes do inicio do processamento dos animais as diferentes zonas de trabalho e todo o
material necessario eram previamente organizados e dispostos de forma légicacomo demonstrado na

Figura 3, de forma a garantir um procedimento eficiente e a minimizar o tempo de manipulagdo dos
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coelhos. Apds a captura, cada coelho era inicialmente pesado no interior do saco de contengdo.
Posteriormente, subtraia-se o peso do saco para obter o peso corporal. Esta informacdo permitiu
atribuir um grupo etario, considerando adultos os individuos com peso entre 900 e 1400 gramas,
enquanto animais com peso inferior eram juvenis (Delibes-Mateos et al., 2021).

Seguidamente procedia-se a leitura do microchip subcutaneo utilizando um leitor eletrdnico.
A presenga de um microchip indicava que o individuo ja tinha sido capturado numa campanha anterior
ou durante a campanha em curso. Quando o animal era recapturado na mesma campanha, ndo eram
efetuadas novas colheitas de amostras nem repetidas as restantes avaliagGes, sendo o coelho
libertado apds a confirmagdo da sua identidade. Posteriormente, determinava-se o sexo do animal e,
no caso das fémeas, avaliava-se a presenca de gestacdo através da palpacdo abdominal. A colheita de
sangue era realizada por venopuncdo da veia safena lateral. Para facilitar a distensdao venosa, cria-se
um garrote com um eldstico fixado com uma pinga mosquito ao nivel da articulacdo coxofemoral. Apds
desinfecdo da pele, procedia-se a pungdo com uma agulha de calibre 25G, introduzida com o bisel
orientado para baixo dada a fragilidade desta veia. Sempre que possivel, recolhiam-se entre 1 e 1,5 mL
de sangue em coelhos adultos, respeitando um volume maximo inferior a 0,25% do peso corporal nos
animais juvenis. O sangue era posteriormente transferido para tubos secos, sem anticoagulante.

Nos individuos capturados pela primeira vez, procedia-se a implantacdo de um microchip na
regido interescapular, permitindo a sua identificacao individual em futuras campanhas de captura.

Durante o processamento eram igualmente efetuadas diversas medicdes biométricas,
incluindo o comprimento do tarso (medido entre o calcaneo e a extremidade da falange mais longe,
Figura 4), a largura da cabega (medida caudalmente as drbitras; Figura 5) e o comprimento do pavilhdo
auricular. Estes parametros permitiam caracterizar o crescimento dos animais e comparar os valores
obtidos com os descritos na literatura. Para além da colheita de sangue, alguns individuos eram
submetidos a recolha de amostras adicionais para diferentes projetos de investigacdo. Estas incluiam
zaragatoas fecais para pesquisa de parasitas gastrointestinais, zaragatoas nasais destinadas ao estudo
da resisténcia aos antimicrobianos (Gonzalez-Azcona et al., 2026) e bidpsias da orelha para analises
genéticas (por exemplo para avaliagdo do grau de hibridagdo entre subespécies de coelho-bravo).
Procedia-se ainda a inspecdao dos animais para detecdo de ectoparasitas, particularmente carracas,
que eram recolhidas e conservadas em dlcool para posterior identificagdo taxondmica e analise
molecular de agentes patogénicos potencialmente transmitidos por vetores (por exemplo Castro-
Scholten et al., 2024). Ap6s o processamento de cada individuo, todo o material reutilizavel era
cuidadosamente desinfetado, de forma a reduzir o risco de transmissdo de agentes infeciosos entre

animais.
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Figura 3. Material de campo necessario para recolha de amostras

Figura 4. medicdo do tarso

Colocagdo darégua entre o calcaneo e a extremidade da

falange mais longa
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Figura 5. Contencdo do coelho para recolha de amostras, neste caso medicdo da largura da cabeca

2.2 Parte laboratorial

2.2.1 Processamento das amostras sanguineas

Apds a colheita, as amostras de sangue foram mantidas sob refrigeracdo até ao seu
processamento laboratorial. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 2000 rotagdes por
minuto durante 10 minutos para separa¢do do soro. Apds centrifugagdo, o sobrenadante (soro) foi

cuidadosamente recolhido e armazenado a -202C até a realizagdo das analises seroldgicas.

2.2.2 Sele¢ao de amostras para estudo

Foram selecionadas 789 amostras de soro destes locais, 74 provenientes da CL, 442 de ND e
273 da HR. As amostras foram selecionadas para incluir todos os coelhos que possuiam historico de
multiplas capturas em diferentes campanhas, para permitir estimar a mortalidade.

A selecdo das amostras teve como critério a inclusdo de individuos com historial de multiplas
capturas em diferentes campanhas, permitindo acompanhar o seu historial de recapturas ao longo do
tempo e estimar os parametros de sobrevivéncia utilizados na analise estatistica. As amostras foram
distribuidas por nove microplacas de 96 pogos cada. Em cada pogo foram colocados 50 microlitros (uL)
de soro, sendo cada amostras identificada através de um cdédigo individual. Apds acondicionamento,

as microplacas foram armazenadas a -202C até a realizacdo do teste seroldgico.

13



Em algumas amostras, o volume de soro disponivel era reduzido devido a utilizacGes
anteriores. Nestes casos, foram utilizadas aliquotas com um volume minimo de 12 pL, garantindo

sempre um volume igual ou superior aos 10 uL necessarios para realizacdo do MAT.

2.2.3 Teste de Aglutinagdao Modificada para T. gondii, MAT

A detecdo de anticorpos contra T. gondii foirealizada através do MAT, tendo sido analisadas
as 789 amostras de soro selecionadas para o estudo. O MAT é um teste seroldgico utilizado para a
detecdo de anticorpos IgG especificos contra T. gondii em diversas espécies animais (Al-Adhami et al.,
2016). O protocolo laboratorial tem uma duragdo aproximada de trés dias por conjunto de
microplacas, uma vez que inclui um periodo de incubagdo durante a noite e é necessario realizar a
repeticdo das amostras positivas ou com resultado duvidoso. Assim, o processamento das nove
microplacas necessdrias para este estudo decorreu ao longo de aproximadamente trés semanas.

O desempenho diagndstico do MAT encontra-se amplamente descrito na literatura. Num
estudo realizado em suinos, o teste apresentou uma sensibilidade de 95,7% (IC 95%: 84,0-99,2%) e
uma especificidade de 97,8% (IC 95%: 87,0-99,9%), demonstrando uma concordancia elevada com a
imunofluorescéncia indireta (Minho, 2004). Em coelhos selvagens do sul da Australia, McKenny et al.
(2020) reportaram uma sensibilidade de 84,1% (IC 95%: 69,9-93,4%) e com uma especificidade de
96,7% (95% IC: 93,0%-98,8%), confirmando igualmente o bom desempenho do teste nesta espécie.

O MAT é um dos testes seroldgicos mais utilizados em estudos epidemioldgicos de fauna
selvagem, jd que mostra ter grande sensibilidade e especificidade e permite analisar muitas amostras
de amostras em simultaneo.

A interpretacdo do MAT baseia-se na observacdo macroscépica dos padrées de aglutinacdo.
Na presenca de anticorpos especificos contra T. gondii, estes ligam-se ao antigénio presente na
suspensdo, originando uma aglutinagao que se distribui uniformemente pelo poco, correspondendo a
um resultado positivo. Na auséncia de anticorpos, o antigénio sedimenta formando um botdo azul-
escuro compacto no fundo do poco. O azul de Evans, utilizado como corante da suspensdo antigénica,
facilita a visualizacdo destes padrdes, ajudando na distingdo entre resultados positivos e negativos

(Figura 6).
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Figura 6. a esquerda - controlo positivo, a direita - controlo negativo

2.2.3.1 Material necessario

A realizacdo do MAT requer a utilizacdo de diferentes reagentes e materiais laboratoriais.
Como solugBes de trabalho foram utilizados tampao fosfato-salino (phosphate-buffered saline PBS),
utilizado na diluigdo das amostras de soro, e o tampdo de diluicdo do antigénio (antigen buffer diluent
— ABD), utilizado na preparagdo da suspensdo antigénica. O antigénio utilizado constitui numa
suspensdo de taquizoitos de T. gondii fixados em formalina, fornecida previamente preparada pelo
fabricante. A mistura antigénica incluiu ainda 2-mercaptoetanol e azul de Evans.

O 2-mercaptoetanol é um composto tiol, redutor que promove a quebra das pontes
dissulfureto das imunoglobulinas IgM, reduzindo a ocorréncia de reag¢des de aglutinacdo inespecificas.
Desta forma o MAT permite a detecdao preferencial de anticorpos IgG, caracteristicos de infecGes
prévias.

Antes da realizagdo dos ensaios, foinecessario preparar algumas solugdes. O PBS foi preparado
e ajustado para um pH de 7,2 sendo posteriormente armazenado sob refrigeracdo até a sua utilizacdo.
A solucdo azul de Evans foi preparada para uma concentracdo final de 2 mg/mL. Para a execucdo do
protocolo foram ainda utilizadas microplacas de diluicdo de 96 pogos, em nimero varidvel de acordo
com o total de amostras analisadas, uma cuvete para preparag¢do da suspensdo antigénica, um vortex
para homogeneizar os reagentes, uma hotte de exaustdo para manipular osreagentes e micropipetas

automaticas e respetivas pontas estéreis (Figura 7).

15



e

ek A A
P

Figura 7. A esquerda - lupa para analise da placa MAT, centro — material necessario para preparacio da

suspensdo antigénica, a direita — exemplo de placa pronta para incubagdo

2.2.3.2 Procedimento:

O ensaio iniciou-se com a preparacdo de uma placa de diluigdao, na qual todas as amostras de
soro foram diluidas na propor¢do de 1:25. Para tal, adicionaram-se 10 pL de soro a 240 plL de tampao
fosfato-salino (PBS) em cada po¢o, obtendo-se um volume final de 250 pL por amostra.

Antes de ser utilizado, o PBS foi filtrado para remover eventuais cristais que poderiam
interferir com a leitura dos resultados. Apds preparacdo, a placa de diluicdo foi mantida sob
refrigeracdo, podendo ser utilizada durante os dias seguintes para a realizagdo de novos ensaios ou da
titulacdo das amostras reativas.

Em cada conjunto de placas processadas foiincluida uma coluna de controlos, sendo suficiente
uma Unica coluna por conjunto de placas preparadas com a mesma suspensdo antigénica. O controlo
positivo foi distribuido pelos pogcos Al a F1 e sujeito a diluicGes seriadas de duas vezes, desde 1:25
(diluicdo do soro utilizado como controlo positivo com PBS) até 1:800, permitindo confirmar a
capacidade do ensaio para detetar anticorpos ao longo do intervalo esperado. O controlo positivo
utilizado constitui em soro humano previamente caracterizado, que apesentava resultado positivo até
a diluicdo de 1:800, sendo conservado sob refrigeracdo para utilizagGes subsequentes. Os pocos G1 e
H1 corresponderam aos controlos negativos, contendo apenas 50 plL de PBS.

A suspensdo antigénica foi preparada imediatamente antes da sua utilizacdo misturando, para
cada microplaca, 2,5 mL de ABD, 35 pL de 2-mercaptoetanol, 50 plL de solugdo azul de Evans e 100 uL
da solugdao antigénica de T. gondii. Sempre que necessario, os volumes foram ajustados
proporcionalmente ao nimero de placas processadas. A preparagdo desta solugdo foi realizada numa
hotte de exaustdo, uma vez que o 2-mercaptoetanol tem grande volatilidade, odor intenso e
propriedades toéxicas, incluindo potencial teratogénico.

Apds preparagao da placa de diluicdo e da suspensdo antigénica, procedeu-se a preparagao

da placa de reacdo, previamente identificada. Em cada poco foram dispensados 25 plL da suspensdo
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antigénica e, de seguida, 25 pL da diluicdo 1:25 correspondente a cada amostra de soro. Apds a adicdo
dos reagentes, cada poco foi homogeneizado cuidadosamente para assegurar a mistura dos
componentes e evitar a formacdo de bolhas de ar que poderiam dificultar a interpretacdo dos
resultados. As microplacas foram posteriormente seladas com parafilme que prevenir a evaporacao
do conteldo dos pogos e incubadas a 372C durante aproximadamente 12-18h (deixadas durante a

noite até a manha seguinte).

2.2.3.3 Leitura dos resultados:
Apds incubacgdo, os resultados foram avaliados com auxilio de uma lupa de bancada (Figura

6). As amostras positivas apresentavam um padrdo de aglutinacdo difuso distribuido pelo fundo do
poco, enquanto as negativas originavam um precipitado compacto em forma de botdo, facilmente
identificado pela coloragdo conferida pelo azul de Evans (figura 5).
Titulagdao das amostras positivas e duvidosas:

Todas as amostras classificadas inicialmente como positivas ou duvidosas foram
posteriormente submetidas a titulacdo para determinagdo do titulo de anticorpos. Para este efeito,
utilizou-se a diluigcdo inicial de 1:25 previamente preparada e conservada sob refrigeracdo, efetuando-

se diluicGes seriadas de duas vezes, conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Método de titulagdo dos soros em resultados positivos

ou duvidosos

Diluigdo 1:25 | 1:50 | 1:100 | 1:500
Volume daamostra | 100 50 50 10
(ML)
Volume de PBS (uL) 0 50 50 40

A realizacdo da titulacdo possibilitou a confirmagdo dos resultados positivos e a determinacao
do titulo de anticorpos das amostras, permitindo uma avaliagdo semiquantitativa da resposta
seroldgica. Assim, uma amostra que permanece positiva em diluicGes mais elevadas apresenta, em
principio, uma concentracdo superior de anticorpos especificos contra T. gondii relativamente a uma
amostra reativa apenas na diluicdo inicial de 1:25. Adicionalmente permitiu esclarecer resultados
inicialmente classificados como duvidosos, particularmente em amostras com marcado grau de
hemdlise, nas quais a interpretacdo do padrdo de aglutinagdo era dificultada. Estas poderiam
demonstrar alguma precipitagcdo no fundo do poco, mas sem estar tdo condensada como num positivo

claro, sendo assim classificadas como duvidosas.
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Apds a preparagado das diluigGes seriadas, procedeu-se a preparacdo da suspensdo antigénica,
seguindo o protocolo previamente descrito. As placas foram incubadas durante a noite a 372C e,
posteriormente, osresultados foram novamente avaliados por dois observadores independentes. Esta
etapa permitiu confirmar as amostras inicialmente positivas, esclarecer duvidosas e determinar o

titulo de anticorpos.

2.2.3.4 Ocorréncias técnicas durante a execucao do ensaio:

Durante a execucdo dos ensaios verificaram-se algumas limitacbes que implicaram a
repeticdo de certas anadlises. Em alguns casos ocorreu evaporag¢do do conteudo de alguns pogos
durante a incubacdo, consequéncia de uma selagem incompleta das microplacas com parafilme,
impossibilitando a interpretacdo dos resultados e obrigando a repeticdo das amostras.
Adicionalmente, algumas amostras que apresentavam um padrdo de aglutinacdo claramente positivo
na primeira determinag¢ao revelaram resultados negativos na titulagdo, mesmo na primeira diluicdo de
1:25. Perante estas discrepancias, optou-se por repetir integralmente o teste para as respetivas placas,
de forma a confirmar os resultados.

Importa referir que a maioria das amostras ja tinha sido previamente analisada por MAT no ambito de
projetos anteriores. Os resultados obtidos no presente estudo foram comparados com esses registos,
tendo sido identificadas 29 amostras com resultados discordantes. Nestes casos, procedeu-se a
repeticdo completa do ensaio, iniciando-se novamente o protocolo a partir da diluicdo inicial do soro

retirado da amostra original de forma e excluir possibilidade de erros técnicos.

2.3 Analise dos dados

A analise dos dados serolégicos foi realizada recorrendo a um modelo multi-evento de captura-
marca¢do-recaptura (MECMCR). Estes modelos permitem incorporar a incerteza associada a
observacgdo dos individuos e a classificacdo do seu estado, sendo particularmente Uteis em estudos
longitudinais nos quais os animais podem transitar entre um nimero finito de estados como, por
exemplo, entre seronegativo e seropositivo para T. gondii ou entre vivo e morto.

Os modelos foram implementados num contexto bayesiano utilizando a linguagem R (versdo
4.6.0) através da interface RStudio (Posit ®, versdo 2026.04.0+526), utilizando o software JAGS (Just
Another Gibbs Sampler). A implementa¢do baseou-se no cddigo desenvolvido por Gimenez (2016),
disponivel publicamente no inventario GitHub, posteriormente adaptado aos objetivos do estudo. A
abordagem bayesiana permitiu estimar a distribuicdo posterior de cada pardmetro do modelo,
incorporando simultaneamente a incerteza associada aos processos bioldgicos e ao processo de

observacdo. Os dados de entrada consistiram nas histérias de captura individuais de cada coelho em
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todas as sessGes de captura. Em cada ocasido de amostragem, cada individuo foi classificado de acordo
com um dos seguintes codigos de observagdo: individuo ndo capturado - 0; capturado e seropositivo
para T. gondii (MAT positivo) - 1; capturado e seronegativo para T. gondii (MAT negativo) — 2;
capturado, mas ndo testado — 3.

Antes da constru¢dao do modelo foram definidos estados bioldgicos possiveis dos individuos.
Em cada momento um coelho podia encontrar-se num dos seguintes estados: vivo e seropositivo para
T. gondii (T+), vivo e seronegativo (T-) ou morto (M).

Posteriormente, foram definidos os parametros a estimar pelo modelo:
¢Pos — probabilidade aparente de sobrevivéncia dos animais seropositivos;
$Neg — probabilidade aparente de sobrevivéncia dos animais seronegativos;
p — probabilidade inicial de captura;
PosNeg — probabilidade de transicao de estado de seropositivo para seronegativo;
P NegPos — probabilidade de transi¢cao de estado de seronegativo para seropositivo;
piPos — probabilidade de o estado inicial ser seropositivo;
nt — probabilidade de ndo ser testado (este é fixo e o valor é calculado previamente).
ASe — a sensibilidade do teste de diagndstico utilizado (probabilidade de um animal seropositivo ser
corretamente identificado como positivo).
ASp — a especificidade do teste de diagndstico utilizado (probabilidade de um animal seronegativo ser
classificado corretamente como negativo)

Apds a definicao dos estados e dos parametros, foram construidas as matrizes de transicdo e
de observagdao que constituem o modelo multi-evento. As matrizes de transicdo descrevem a evolugdo
dos estados biolégicos dos individuos entre dois momentos consecutivos de amostragem (tempo t e
tempo t+1), enquanto as matrizes de observagdo relacionam esses estados latentes com os eventos
efetivamente registados durante as campanhas de captura. Desta forma, o modelo permite integrar
simultaneamente os processos bioldgico (sobrevivéncia e transicdes entre estados seroldgicos) e os
processos de observacdo (captura, realizagdo do teste seroldgico e classificacdo correta ou incorreta
do estado de infeg¢do), produzindo estimativas corrigidas para a detecdo imperfeita e para a

imperfeicdao do teste diagndstico.

2.3.1 Processos naturais
Os processos naturais foram descritos através de matrizes probabilisticas que representam a
dindmica da populagdo ao longo do tempo, ou no caso da matriz dos estados iniciais apenas no

momento da captura.
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A primeira matriz (Tabela 2) define a distribuicdo dos estados iniciais dos individuos
capturados, que podem ser individuos classificados como seropositivos ou seronegativos para T.

gondii. O estado inicial morto ndo é possivel ja que este coelho ndo seria capturado.
Tabela 2. Matriz  dos  estados iniciais.
Na primeira coluna temos os estados iniciais em t
(seropositivo (T+), seronegativo (T-). PiPos indica a
probabilidade de o estado inicial de um coelho ser

seropositivo para T. gondii.

T+ T- M

PiPos 1-PiPos 0

Segue-se a matriz da sobrevivéncia (Tabela 3). Aqui descrevem-se as probabilidades dos
estados na ocasido da captura t e em t+1 (captura seguinte). A probabilidade de encontrar um coelho
positivo e de este se manter seropositivo na segunda captura implica a sobrevivéncia aparente dos
animais seropositivos. O mesmo pode ser descrito para a aparente sobrevivéncia dos animais
seronegativos. A probabilidade de estar morto na primeira e na seguinte é 1 porque é um estado que

se mantém fixo.

Tabela 3. Matriz da sobrevivéncia.
Na primeira coluna temos os estados iniciais em t
(seropositivo para T. gondii (T+), seronegativo (T-) e
morto (M). dPos que indica a sobrevivéncia aparente
dos animais seropositivos, ¢Neg a sobrevivéncia

aparente dos seronegativos.

T+ T- M
T+ ¢dPos 0 1- dPos
T- 0 $dNeg | 1- pNeg
M 0 0 1

A seguinte matriz representa a probabilidade da transicdo entre estados (Tabela 4), que
corresponde a probabilidade de um individuo transicionar de passar de seropositivo a seronegativo e

seronegativo a seropositivo através da passagem inicial de um estado em t para outro em t+1.
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Tabela 4. Matriz da transi¢do entre estados. YPosNeg indica a
probabilidade de transicdo de seropositivo para seronegativo e

P NegPos de transigdo de seronegativo para seropositivo.

T+ T- M
T+ 1- YPosNeg YPosNeg 0
T- UNegPos 1- ¢ NegPos 0
M 0 0 1

2.3.2 Processos observacionais
Seguem-se as matrizes dos processos observacionais (Tabela 5), ou seja, processos que nao
ocorrem naturalmente. A primeira é a matriz da probabilidade de detec¢do dos estados seroldgicos de
cada individuo. p corresponde a probabilidade de detecdo do estado de um animal (neste caso,
seropositivo ou seronegativo para T. gondii). A probabilidade de ndo detetar o seu estado serd entdo
1-p.
Tabela 5. Matriz da probabilidade de detecdo. p significa a

probabilidade de dete¢do do estado doanimal sejapara os

seropositivos (T+) ou os seronegativos (T-).

N3do detetado (ND) T+ (1) T- (2)

T+ 1-p o] 0
T- 1-p 0 p
M 1 0 0

A seguinte matriz corresponde a matriz da probabilidade de testagem (Tabela 6), ou seja, a
probabilidade de um animal, apds captura, ter amostras recolhidas e analisadas, neste caso através do
MAT. A probabilidade tanto dos seropositivos como dos seronegativos nao serem testados
corresponde a nt, que como indicado acima é um parametro previamente estabelecido através da
razdo entre os animais testados e os animais que foram capturados, mas ndo testados. Este valor de

nt varia apenas de acordo com o local de campanha.
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Tabela 6. Matriz da probabilidade de testagem. nt significa a

probabilidade de um animal captura ndo ser testado através do MAT.

ND (0) | T+(1) | T-(2) | N&o testado (NT) (3)

ND 1 0 0 0
T+ 0 1-nt 0 nt
T- 0 0 1-nt nt

Por fim temos a matriz que permite o cdlculo da sensibilidade e especificidade do método
diagnodstico (Tabela 7). Esta matriz simboliza a probabilidade de um animal seropositivo ser
corretamente identificado como positivo pelo MAT. Este valor corresponde a ASe, que no fundo se
trata da sensibilidade do método diagndstico utilizado. Por outro lado, a correta identificacao de
seronegativos como negativos no teste MAT é representada por ASp que corresponde a especificidade

do método diagndstico utilizado.
Tabela 7. Matriz da sensibilidade e especificidade do
método de diagndstico. ASe corresponde a
sensibilidade do método de diagnéstico utilizado e ASp

a especificidade do mesmo teste

ND (0) | T+(1) | T-(2) | NT(3)
ND 1 0 0 0
T+ 0 ASe | 1-ASe | 0
T- 0 1-ASp | ASp 0
NT 0 0 0 1

As matrizes de observacdao anteriormente descritas representam os eventos efetivamente
registados durantes as campanhas e posteriores andlises laboratoriais, e relacionam os estados
bioldgicos com os dados observados.

No modelo final utilizado, a andlise foi iniciada a partir da primeira captura de cada individuo,
conforme pressuposto do MECMR. Apds uma andlise exploratdria dos dados, optou-se por dividir as
campanhas por dias de captura formando um conjunto constituido por uma noite e pela manha
seguinte. Esta abordagem permitiu maximizar a utiliza¢ao da informacao disponivel sem comprometer

a estrutura temporal do modelo.
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Os modelos foram estimados em JAGS, através da interface R (RStudio), utilizando 250 000
interacbes do modelo MECMR. As primeiras 50 000 intera¢Ges foram descartadas como periodo de
burn-in, permitindo reduzir a influéncia dos valores iniciais e favorecer a convergéncia das cadeias.
Posteriormente, foi aplicado um thinning de 4, conservando apenas uma em cada quatro interagdes,
de forma a reduzir a autocorrelagdo entre iteragdes sucessivas. Isto permite ao programa testar varios
valores possiveis para os parametros que procuramos de modo a obter os valores mais ajudados aos
dados obtidos. O tempo de computagdo variou entre areas de estudo, tendo sido aproximadamente
8,87 horas (31 960,05 segundos) para a HR e 19,12 horas (68 846,05 segundos) para ND o que reflete
a complexidade do modelo e o volume de dados analisados. A convergéncia das cadeias foi avaliada
através do fator de reducdo potencial de Gelman-Rubin (R-hat) e da inspe¢do visual dos respetivos
graficosde convergéncia (trace plots). Considerou-se existir convergéncia adequada quando os valores
de R-hat eram inferiores a 1,10 e as cadeias apresentavam boa mistura e estabilidade ao longo das
iteragdes.

No préprio cédigo estabelecido na plataforma foi necessario estabelecer valores prévios,
denominados priors para os parametros a estimar, que permitem restringir o modelo aos valores que
ird testar. As probabilidades de estado inicial (piPos), de ¢ e de ¢ foram modeladas através de
distribuic6es uniformes com um intervalo entre 0 e 1. A probabilidade de um individuo capturado nao
ser submetido ao teste serolégico (nt) foi fixada para cada area de estudo, correspondendo a
proporcao de capturas sem resultado laboratorial. Os valores utilizados foram de 0,218 para HR e
0,344 para ND. Relativamente ao desempenho do teste diagndstico a sensibilidade foi modelada
através de uma distribuicao uniforme entre 0,5 e 1, enquanto a especificidade foi modelada entre 0,8
e 1. Estes intervalos foram definidos com base nos valores de sensibilidade e especificidade descritos
para o MAT que reportam desempenhos superior a 80%, sendo a especificidade consistentemente
superior a sensibilidade (McKenny et al., 2020; Minho, 2004).

Foi igualmente incorporada no modelo uma correcao para a trap-dependence. Este fendmeno
baseia-se no facto de que é errado assumir que existe igual probabilidade de captura para todos os
individuos, uma vez que uma captura prévia pode alterar a probabilidade de recaptura. Alguns
individuos podem desenvolver aversdo as armadilhas, fendmeno de trap-shyness, enquanto outros
podem apresentar maior probabilidade de recaptura devido a atracao pelo isco, trap-happiness. A
existéncia destes efeitos foi previamente avaliada através do programa U-CARE (versdo 3.3.0). Para HR
foiobtido um valor de p = 0,002. Este valor de p, no contexto U-CARE, quando é menor que 0,05 indica
que temos um resultado estaticamente significativo. O valor de z para este local de campanha, foi de
-3,03. Este é o resultado do teste de trap-dependence e quando o z é menor que O indica trap-

happiness, quando é maior que O trap-shyness. De forma semelhante, para ND foram obtidos p =
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0,0009 e z = 3,31, confirmando igualmente uma tendéncia significativa para uma maior probabilidade
de recaptura dos individuos previamente capturados. Assim, como foi verificada a presenca destas
tendéncias pelo U-CARE foi adicionado ao modelo os parametros Betal (B1l) que indicam a
probabilidade de captura de individuos previamente capturados e Beta2 (B2) que indica a

probabilidade de captura de individuos ainda ndo capturados.

3. RESULTADOS

3.1 Resultados descritivos:

No histdrico das campanhas de captura foramregistados um total de 1301 eventos de captura
e recaptura. Este valor inclui todas as capturas realizadas, independentemente de ter sido efetuada
colheita de sangue e posterior andlise seroldgica.

Das 789 amostras de soro analisadas, 43 apresentaram resultado positivo no MAT,
correspondendo a uma seroprevaléncia aparente de 5,5% (IC95% (intervalo de confianga de 95%: 3,9
— 7,0 %). A distribuicdo dos resultados seroldgicos por area de estudo encontra-se apresentada na
tabela 8.

Tabela 8. Resultados por local de estudo. Distribuicdo de resultados positivos e negativos

para cada local de campanha Companhia das Lezirias (CL), Noudar (ND) e Herdade da Raposa

(HR) e as respetivas percentagens de positivos.

Local de estudo CL ND HR
Positivos 0 25 18
Negativos 74 417 255

Percentagem de 0% 5,7% (IC 95%: 3,9- 6,6% (IC 95%: 4,2-
positivos 8,2%) 10,4%)

Como ndo foi identificado nenhum resultado positivo na CL, estes dados ndo seguiram
processamento e por isso foram retirados um total de 120 capturas/recapturas.

Os resultados por sexo e estatuto etdrio estdo apresentados na tabela 9.
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Tabela 9. Resultados por sexo e estatuto etdrio

Local de estudo ND HR
Machos Fémeas Machos Fémeas
Positivos 7 18 9 9
Negativos 130 284 127 117
Percentagem 5,1% (IC 95%: 6% (IC 95%: 4,0- 6,6% (IC 95%: 7,1% (1C 95%:
positivos 2,5-10,2%) 9,2%) 3,5-12,1%) 3,8-13,0%)
Juvenis Adultos Juvenis Adultos
Positivos 9 16 11 7
Negativos 93 316 105 150
Percentagem 8,8% (IC 95%: 4,8% (IC 95%: 3,0- | 10,4% (IC 95%: 4,5% (IC 95%:
positivos 4,7-15,9%) 7,7%) 5,9-17,6%) 2,2-8,9%)

Alguns dos coelhos nao estavam classificados com peso de modo que ndo lhes foi atribuido

categoria de adulto ou juvenil por isso ndo estdo contabilizados nesta tabela.

3.2 Resultados modelo multiestado captura-recaptura:

Todos os parametros estimados pelos modelos apresentaram valores de R-hat inferiores a 1,1,
indicando uma convergéncia adequadas dos modelos e, consequentemente uma boa estabilidade das
estimativas obtidas. Como avaliacdo complementar da convergéncia e do ajustamento dos modelos,
foram igualmente inspecionadas os trace plots. De um modo geral sdo distribui¢cdes, caracterizadas
por um Unico pico bem definido e elevada concentragdo de probabilidade num intervalo reduzido de
valores indicam uma boa precisdo das estimativas. Em contraste, distribuicdes mais achatadas ou com
varios picos sugerem maior incerteza na estimacao dos parametros. Os trace plots obtidos para todos
os parametros encontram-se apresentadas no Anexo (Figuras 8 e 9).

Relativamente ao efeito de dependéncia da armadilha (trap-dependence), verificou-se que, na
HR o valor estimado para B1 (0,50) foi superior a B2 (0,30). Estes resultados corroboram os obtidos
pelo U-CARE, confirmando a existéncia de um efeito de trap-happiness, ou seja, uma maior
probabilidade de recaptura dos individuos previamente capturados. Em contraste, na populagdo de
ND embora o teste no U-CARE tenha igualmente indicado um efeito de trap-happiness, o modelo
bayesiano estimou um valor de B1 (0,17), inferior a B2 (0,50). Este resultado sugere um padrao

compativel com trap-shyness, indicando uma menor probabilidade de recaptura apds a

primeira captura.
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Sensibilidade e Especificidade
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Figura 8. Sensibilidade e especificidade por local de captura

Na Figura 8 encontram-se representadas as estimativas da sensibilidade (ASe) e da
especificidade (ASp) obtidas pelo modelo bayesiano para cada area de estudo. Os valores
apresentados correspondem as estimativas posteriores dos parametros, sendo igualmente indicados
os respetivos desvios-padrdo (sd).

A sensibilidade estimada foi de 66,80% (sd £13,40%) para ND, 66,00% (sd +13,40%) para HR.
No caso da especificidade para ND é de 96,40% (sd +1,60%) e para HR é de 97,50% (sd +1,80%).
Verificou-se, assim, uma elevada concordancia entre as estimativas obtidas para as duas populagdes.
Considerando que o mesmo teste diagndstico foi utilizado em ambas as areas de estudo, os resultados
apontam para uma sensibilidade média de 66,40% e uma especificidade de 97%.

A probabilidade de captura (p) foi estimada em 28,5% (sd +3,60%) para HR e de 17,10% (sd +
0,80%) para ND.
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Sobrevivéncia seropositivos e seronegativos
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Figura 9. Probabilidade de sobrevivéncia para seropositivos e seronegativos por local de

captura

Na Figura 9 apresentam-se as estimativas da probabilidade aparente de sobrevivéncia para os
individuos seronegativos e seropositivos em cada uma das dreas de estudo, bem como os desvios-
padrdo. Em ND, a probabilidade aparente de sobrevivéncia estimadas para os seronegativos é de
95,60% (sd +0,90%), enquanto os seropositivos apresentam uma probabilidade de sobrevivéncia de
60% (sd +24,90%). Na HR temos 63,50% (sd +4%) de probabilidade de sobrevivéncia para seronegativo,

diminuindo para 26,30% (sd £22,8%) nos seropositivos.

Transicao entre estados
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Figura 10. Probabilidade de transi¢do entre estados por local de captura.
Transicdo de seronegativos para seropositivos nas colunas da esquerda, de seropositivos

para seronegativos nas colunas da direita.
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Na Figura 10 estdo apresentados osvalores das probabilidades de transicdo entre estados para
cada local de captura calculados através do cddigo utilizado, com os respetivos desvios padrao.

Os valores da transicdo entre seronegativos para seropositivos que sdo de 2,60% (sd +2,50%)
para ND e 3,50% para HR (sd +6,60%).

Temos 56,70% (sd +28,20%) em ND e 58,30% (sd +27,70%) em HR para a probabilidade de

transicao de seropositivos para seronegativos.

4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstram diferencas marcadas na probabilidade aparente de
sobrevivéncia entre coelhos-bravos seropositivos e seronegativos para T. gondii em ambas as dreas de
estudo. Importa notar que o modelo estima a sobrevivéncia aparente dos individuos. No entanto,
considerando o desenho do estudo é plausivel assumir que as diferengas observadas reflitam a
verdadeira sobrevivéncia dos animais.

Até ao momento, alteragdes comportamentais induzidas por T. gondii ndo foram descritas
especificamente em coelhos-bravos. Assim, os resultados deste estudo constituem uma primeira
abordagem a possivel relacdo entre a exposicdo ao parasita e a sobrevivéncia desta espécie. Na
populacdo de ND a probabilidade aparente de sobrevivéncia dos individuos seronegativos foi elevada
(95,60%), valor compativel com as caracteristicas deste local, onde os animais beneficiam de
fornecimento regular de alimento, disponibilidade permanente de dgua e protecdo contra predadores
terrestres através de cercas. Em contraste, os coelhos seropositivos apresentaram uma probabilidade
aparente de sobrevivéncia de apenas 60,00%. Esta diferenca pode ser explicada, por, pelo menos, duas
hipoteses ndo exclusivas. A primeira consiste num efeito direto da infecdo por T. gondii sobre a
sobrevivéncia dos coelhos. Como referido anteriormente, os lagomorfos sdo considerados
particularmente suscetiveis a toxoplasmose, podendo desenvolver doenca clinica grave e lesGes
multissistémicas associadas a multiplicacdo dos taquizoitos (Farhab et al., 2025). A segunda hipdtese,
o objetivo desta investigacdo, prende-se com a possibilidade de a infegdo crdnica induzir alteragdes
comportamentais que aumentem a suscetibilidade dos coelhos a predagdo. Em ND, apesar da exclusao
de predadores terrestres, continuam presentes diversas aves de rapina, pelo que um eventual
aumento dos comportamentos de risco podera traduzir-se numa maior vulnerabilidade a predacao
por estes predadores.

Na HR observou-se a mesma tendéncia. A probabilidade aparente dos seropositivos foi de

26,3% enquanto nos seronegativos foi de 63,5%. Os intervalos de credibilidade destas estimativas nao
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se sobrepdem, sugerindo que esta diferenca ndo se trata de incerteza do modelo. Globalmente, as
probabilidades de sobrevivéncia foram inferiores as observadas em ND, o que é consistente com as
caracteristicas ecoldgicasda HR. Nesta populagdo os coelhos vivem num ambiente totalmente natural,
sujeito a disponibilidade varidvel de alimento, condi¢cdes climatéricas e predacdo por mamiferos
carnivoros e aves de rapina. Apesar disso, manteve-se uma diferenga superior a 30 pontos percentuais
entre seropositivos e seronegativos, refor¢cando a hipdtese de que a exposicao a T. gondii podera estar
associada a redugcdao da sobrevivéncia. No caso de HR, esta associagdo torna-se particularmente
interessante devido a elevada densidade de lince-ibérico na area. Sendo este um predador especialista
em coelho e simultaneamente o hospedeiro definitivo do parasita existe uma forte relagdo ecoldgica
entre ambas as espécies, podendo a manipulacdo comportamental beneficiar a transmissdo de T.
gondi, ao favorecer a predagdo e assim, a progressao do seu ciclo de vida (Delibes-Mateos et al., 2021).

Inicialmente esperava-se que a diferenca entre seropositivos e seronegativos fosse
substancialmente superior na HR relativamente a ND, uma vez que nesta populagdo os coelhos estao
expostos simultaneamente a predadores terrestes e aéreos. No entanto, verificou-se uma diferenga
de 35,6% entre ambos os grupos em ND e de 37,2% na HR, valores relativamente semelhantes entre
as duas populagGes. Esta observacdo podera indicar que a diminuicdo da sobrevivéncia ndo resulta
exclusivamente de alteragdes comportamentais associadas ao aumento da predacdo, podendo
também refletir efeitos patoldgicos diretos da infe¢do. Assim, é plausivel que ambos os mecanismos
atuem simultaneamente, por um lado a infecdo poderd favorecer alteragdes comportamentais que
aumentem a exposicao aos predadores e, por outro, poderd comprometer diretamente a condicdo
fisica dos coelhos, aumentando a mortalidade por efeito da prépria doenga. A confirmagdo destas
hipdteses exigira estudos adicionais que permitiam monitorizar diretamente o comportamento dos
animais seropositivos, identificar alteragdes comportamentais, acompanhar desenvolvimento dos
sinais e realizar exames post-mortem que permitam determinar a causa de morte. A implementagao
deste tipo de monitorizacdo é particularmente dificil em popula¢ées selvagens, como em HR. Seria
igualmente relevante caracterizar a populacdo de lince-ibérico presente na HR e determinar a
seroprevaléncia de T. gondii, permitindo compreender melhor a dindmica epidemiolégica do parasita
entre predador e presa.

Outro aspeto prende-se com a trap-dependence. A analise efetuada no programa U-CARE
evidenciou um padrao de trap-happiness em ambos os locais, indicando que individuos previamente
capturados apresentavam maior probabilidade de serem recapturados. Este efeito foiincorporado no
modelo multiestado, reduzindo potencial de enviesamento. Na HR, os valores de B confirmaram esta
tendéncia. Em ND, contudo, observou-se o padrdo inverso, sugerindo um comportamento compativel

com trap-shyness. Esta discrepdncia podera resultar das diferengas metodoldgicas entre o teste
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especifico realizado pelo U-CARE e a estimativa simultanea dos parametros efetuada pelo modelo
bayesiano. Em qualquer dos casos a inclusdo da correcdo para trap-dependence permitiu reduzir a
influéncia deste fendmeno nas estimativas finais de sobrevivéncia.

Relativamente a seroprevaléncia, estudos anteriores realizados na Peninsula Ibérica
reportaram valores de 2,8% (IC95%: 0,5-14,2%) em 36 coelhos do sul de Portugal testados por
aglutinagdo direta (Waap et al., 2016) e de 16,5% (IC 95%: 10,1-25,8%) em 85 coelhos de Espanha
analisados através de MAT (Garcia-Bocanegra et al., 2010). A seroprevaléncia obtida neste estudo 5,5%
(1C95%: 3,9 — 7,0 %) encontra-se dentro do intervalo descrito para a Peninsula Ibérica, apresentado
ainda a vantagem de resultar da analise de um nimero substancialmente superior de amostras.

Observou-se igualmente uma maior seroprevaléncia nos juvenis, com valores de 8,8% (IC 95%:
4,7-15,9%) para ND e 10,4% (IC 95%: 5,9-17,6%) para HR, comparativamente aos adultos, nos quais a
seroprevaléncia foi de 4,8% (IC 95%: 3,-7,7%) e 4,5% (IC 95%: 2,2-8,9%), respetivamente. A partida
seria expectavel que a exposicao ao parasita aumentasse com a idade. No entanto, esta distribuigao
podera indicar uma mortalidade acrescida dos individuos infetados antes de atingirem a idade adulta,
hipdtese compativel com a elevada suscetibilidade dos lagomorfos a fase aguda da toxoplasmose, ou
também a maior suscetibilidade dos coelhos infetados a predacdo (Almeria et al., 2021).

Relativamente ao desempenho do MAT, a sensibilidade estimada foi inferior aos valores
descritos na literatura, sugerindo a possibilidade de ocorréncia de falsos negativos. Em contrapartida,
a especificidade apresentou valores elevados e semelhantes aos previamente publicados, indicando
gue o numero de falsos positivos deverd ser reduzido (McKenny et al., 2020).

Por ultimo, o modelo permitiu estimar as probabilidades de transicdo entre estados
seroldgicos. Atransicdo de seronegativo para seropositivo pode ser interpretada como uma estimativa
da incidéncia da infe¢do, com valores reduzidos em ambas as popula¢bes, 2,60% (sd +2,50%) para ND
e 3,50% para HR (sd +6,60%). O valor ligeiramente superior em HR podera estar relacionado com a
presenca do lince-ibérico, aumentando potencialmente a contaminagcdo ambiental por oocistos. Em
ND, apesar da auséncia de contacto direto entre os coelhos e os linces, a transmissdo poderd ocorrer
através de oocistos ambientais, cuja elevada resisténcia favorece a sua persisténcia e disseminacao
(Hasan et al., 2024). As probabilidades estimadas de transicdo de seropositivo para seronegativo
(56,70% em ND e 58,30% para HR) parecem contrariar a evidéncia disponivel que descreve que os
anticorpos 1gG contra T. gondii como persistentes e frequentemente detetaveis durante toda a vida
do hospedeiro (Farhab et al., 2025). Este aparente retorno ao estado inicial podera refletir uma
diminuicdo dos anticorpos, que fique abaixo do limite de dete¢cdo do MAT, limitagdes inerentes a
sensibilidade do teste (que pode transmitir-se num valor elevado de falsos negativos) ou a incerteza

associada a estimacdo deste parametro pelo modelo. Consequentemente, estes resultados deverdo
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ser interpretados com prudéncia e confirmados em estudos futuros recorrendo a outros métodos

seroldgicos.

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam que os coelhos-bravos seropositivos para T. gondii apresentam
uma menor probabilidade aparente de sobrevivéncia quando comparados com os individuos
seronegativos, sugerindo uma associacdo entre a exposi¢cdao ao parasita e o aumento da mortalidade.
Contudo, os dados obtidos ndo permitem determinar se esta reducdo da sobrevivéncia resulta
predominantemente dos efeitos patoldgicos diretos da infecdo no hospedeiro intermediario, de
alteragdes comportamentais que aumentam o risco de predacdo ou da combinagdo de ambos os
mecanismos. Para esclarecer esta relagao causal serdo necessarios estudos complementares que
incluam a monitorizagdao do comportamento dos animais, a avaliagdo da ocorréncia de sinais clinicos
e a realizagdo de exames post-mortem que permitam determinar as causas de morte.

A maior seroprevaléncia observada nos animais jovens podera indicar que a infecdo contribui
para uma mortalidade precoce, impedindo que uma parte dos individuos infetados atinja a idade
adulta, provavelmente associada aos efeitos diretos da infecdo. Por outro lado, a menor probabilidade
aparente de sobrevivéncia observada na populacdo sujeita a predadores terrestres e aéreos é
compativel coma hipdtese de que a infecdo possa aumentar a vulnerabilidade a predagdo. Noentanto,
uma vez que as diferengas entre as duas areas de estudo foram menos acentuadas do que inicialmente
esperado, esta hipdtese deverd ser interpretada com prudéncia.

Em conclusdo, este estudo fornece evidéncia de uma associagdo entre a seropositividade para
T. gondii e a redugdo da sobrevivéncia aparente do coelho-bravo, constituindo um contributo para o
conhecimento da epidemiologia da toxoplasmose em populacdes selvagens. A continuagdo desta linha
de investigacdo sera fundamental para compreender o impacto da infecdo na dinamica populacional
do coelho-bravo, espécie-chave dos ecossistemas mediterranicos da Peninsula Ibérica, bem como as

suas potenciais implicacdes para a conservacao dos seus principais predadores.
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