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Resumo:

Este estagio teve como principal objectivo, avaliar a presenca de parasitas
gastrointestinais e dos protozoarios Neospora caninum e Toxoplasma gondii em coelhos
selvagens em locais de pastoreio, na ilha de S. Jorge. Este estudo pode contribuir:

a) Para identificar o impacto da prevaléncia destes parasitas;

b) Definir estratégias para a proteccdo desta espécie atendendo a sua posi¢cao na
cadeia trofica;

c) Para o conhecimento da epidemiologia da toxoplasmose humana;

d) Avaliar o impacto que o N. caninum nos coelhos possa ter na neosporose bovina.

Foram recolhidos 100 cadaveres de animais abatidos a tiro, posteriormente
conservados por congelagdo. Durante a necropsia, foi recolhido separadamente o
conteddo gastrico e intestinal sendo cada uma das amostras sujeitas a exame
macroscopico e exame de flutuacdo pela técnica de Willis para a identificacdo e recolha
de parasitas adultos ou proglotides e identificacdo de ovos de nematodes ou oocistos de
protozoarios. Foram detectados trés espécies de nematodes, Graphidium strigosum,
Passalurus ambiguus e Trichostrongylus retortaeformis, duas espécies de céstodes,
Cittotaenia denticulata e C. pectinata e sete espécies de Eimeria spp. Os resultados
obtidos indicam que a prevaléncia do G. strigosum é significativamente diferente para a
zona de captura, 0 sexo bem como o indice de gordura renal. Para os céstodes foi
também detectada diferenca significativa com o sexo dos coelhos. Para algumas das
espécies de Eimeria spp., encontrou-se uma diferenca significativa para a data da
captura e o estado nutricional do animal.

Foi também iniciada a investigacdo da participacdo do coelho-bravo na
epidemiologia da neosporose e da toxoplasmose. Para tal, foi extraido DNA do cérebro
de 24 coelhos e posteriormente submetidos a técnica da PCR, tendo até ao momento,
sido analisadas 10 amostras. Até a data, ndo foi possivel iniciar o protocolo para
deteccdo do Toxoplasma gondii, ainda que a sua importancia seja descrita durante o

relatorio.
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1. Introducéo:

1.a) O coelho-bravo:

O Oryctolagus cuniculus tem uma origem ibérica, e uma vasta distribuicéo,
compreendendo quase toda a Europa, com excepcdo das regibes da Russia e da
Escandinavia. Este pequeno mamifero pertence a ordem Lagomorpha e a Familia
Leporidae, dividindo-se actualmente em duas sub-espécies morfoldgica e geneticamente
distintas: O. cuniculus cuniculus, distribuida pelo nordeste de Espanha, Sul de Franca,
Europa Ocidental e Australia, e O. cuniculus algirus, mais pequena, que ocorre no
sudoeste da Peninsula Ibérica, Acores e Madeira (Blasco et al. 1996; Fonseca 2006). O
coelho-bravo estd presente em todas as ilhas dos Acores, com excep¢do da ilha do
Corvo (Mathias et al. 1998).

O coelho selvagem € um animal fundamentalmente gregario cuja estrutura social
base consiste num grupo familiar de 2 a 10 individuos. O territério é defendido
principalmente pelo macho dominante, que assume 80 a 100% das actividades de defesa
e vigilancia (Carlos 1997). Apesar de os coelhos depositarem excrementos por todo o
seu dominio vital, estes animais formam agrupamentos de excrementos (latrinas) que
sdo usadas quer como marcacao do territério quer como centro de informacao social. Os
machos séo os principais responsaveis pela manutencédo das latrinas onde, para além de
excrementos, depositam secrecGes das glandulas anais e submandibulares e urina
(Sneddon 1991).

O estudo de parasitas em animais selvagens é de vital importancia ndo apenas
por poderem levar ao seu decréscimo, mas também pela possibilidade da sua
transmissdo a outros hospedeiros selvagens, a animais domésticos e mesmo ao homem,
conduzindo a efeitos econdmicos e sanitarios negativos. Este problema tem ainda maior
expressdao quando falamos de espécies cinegéticas com um interesse recreativo e
turistico. (Molina et al. 1998)

Embora os seus efeitos negativos sobre a flora nativa estejam muito bem
referenciados nas Canérias, ha desconhecimento dos seus reais efeitos ao nivel da flora
nativa dos Agores (Silva 2008). Nos Acores, € necessario por vezes prolongar 0s
periodos de caca devido a densidade elevada da espécie. Esta alta carga animal € devida
a varios factores: as condigOes climatéricas favoraveis, a disponibilidade de alimentos
(fruto da actividade pecuéria), a escassez de predadores naturais — que nos Agores

resumem-se a aguia de asas redonda, o furdo, a doninha, o bufo pequeno, o rato



(Carvalho & Almeida 1990) e animais errantes — assim como a existéncia de uma
barreira sanitaria formada pelo oceano Atlantico. Por este facto, os Servicos Florestais
mantém sobre esta espécie uma rede de observagdo e controlo, com vista a
determinacéo ciclica dos niveis populacionais e a sua variabilidade ao longo do tempo.
As situacdes verificadas sdo dispares de ilha para ilha, assim como poderdo ser
significativamente diferentes de um ano para o outro.

O coelho bravo é hospedeiro de diferentes tipos de parasitas, como protozoarios,
helmintes e artropodes.

Os protozoarios pertencentes ao Filo Apicomplexa, Classe Sporozoea, Subclasse
Coccidia e sobretudo a Familia Eimeridae e ao Género Eimeria, s&0 0s principais
responsaveis pelas coccidioses neste animal. S&o parasitas intracelulares obrigatérios,
com ciclo de vida monoxeno e elevada especificidade para o hospedeiro e, até ao
momento, encontram-se identificadas e descritas 11 espécies de Eimeria spp. no coelho,
sendo a E. stiedai a Unica que invade o figado e ductos biliares com as restantes a
parasitar o tracto intestinal (Bhat et al. 1996; Courdert et al. 1995). E dificil determinar
quais as espécies envolvidas na doenca, existindo unanimidade sobre a baixa
patogenicidade da E. perforans. Segundo Pakandl et al. (1996), a E. magna € a coccidea
mais comum nos coelhos e a E. irresidua é provavelmente a que menos surge
(Jelinkova et al. 2008). As espécies de coccideas intestinais podem ser agrupadas em
trés tipos, segundo parametros clinicos como perda de peso, diarreia e mortalidade:
apatogénicas a ligeiramente patogénicas (E. media, E. exigua, E. perforans, E.
coecicola), moderamente patogénicas (E. irresidua, E. magna, E. piriformis) e muito
patogénicas (E. intestinalis, E. flavescens) (Bhat et al. 1996). Os gamet6citos de E.
flavescens destroem as criptas do ceco podendo provocar diarreia intensa. Em casos de
infeccdo por espécies com esquizogonia/merogonia de localizagdo subepitelial
(E.media, E. irresidua, E. flavescens) hd uma rotura dos vasos capilares, causando a
presenca de petéquias e/ou equimoses na mucosa.

Alguns dos outros protozoarios também referidos como parasitas do coelho
selvagem incluem o Toxoplasma gondii, Sarcocystis spp., Trypanossoma nabiasi
Lamblia duodenalis, Neospora caninum e Encephalitozoon spp.

Os helmintes mais comuns do coelho-bravo pertencem as classes Nematoda e
Cestoda. Dos nematodes, é de salientar o Passalurus ambiguus, o Graphidium
strigosum e o Trichostrongylus retortaeformis. O P. ambiguus é um oxirurideo com

distribuicdo mundial e o parasita adulto localiza-se no ceco e colon dos hospedeiros. A



tricostrongilose € um processo parasitario que afecta principalmente os coelhos
selvagens, sendo caracterizado pela presenca de G. strigosum e T. retortaeformis na
mucosa gastrica e duodenal, respectivamente.

Encontra-se também referenciada a existéncia, na ilha da Madeira, dos
nematodes Trichuris leporis e Dermatoxys hispaniensis (Foronda et al. 2003). Devido
as semelhancas bioclimatéricas da Macaronésia com a regido mediterrénica, era
expectavel a presenca do Nematodiroides zembrae na Peninsula Ibérica mas tal ndo se
verifica (Blasco et al. 1996).

Os cestodes que parasitam, na forma adulta, o intestino do coelho pertencem a
Familia Anoplocephalidae, que contém dois géneros — Cittotaenia e Andrya —
especificos de roedores e lagomorfos e o género — Paranoplocephala — com duas
espécies em coelhos.

O coelho actua também como hospedeiro intermediario e reservatério de formas
larvares de céstodes do cdo e outros carnivoros: Cysticercus pisiformis e Coenurus
serialis (formas larvares da Taenia pisiformis e Taenia serialis respectivamente). A
primeira tem uma localizacdo peritoneal, sendo que a patogenia deve-se a migracao
hepética das larvas, cujos trajectos lesionam o parénquima hepatico. Ja a segunda tem
uma localizacdo muscular e subcutanea e a patogenia € devida, principalmente, a accéo
compressiva dos quistos dependendo assim da sua localizacdo. A pratica comum dos
cacadores de permitirem a ingestdo pelos cdes das visceras dos animais contribui para
uma infeccdo e propagacao destes parasitas. (Whitlock 1939)

Esta espécie é também um hospedeiro natural dos treméatodes Fasciola hepatica
(mais comum em é&reas de pastoreio com ruminantes infectados (Schoeb 2007)) e
Dicrocoelium dendriticum, embora as infeccdes por eles provocadas sejam geralmente

subclinicas.

1.b) Toxoplasma gondii e Neospora caninum:

O Toxoplasma gondii e 0 Neospora caninum sdo protozoarios intracelulares com
morfologia semelhante mas biologicamente distintos. Apresentam uma distribuicdo a
nivel mundial, estando relacionados com episodios de aborto e doencas reprodutivas em
gado bovino (Dubey & Schares 2006).

O T. gondii € um agente zoonotico que infecta a maioria dos animais de sangue-
qguente, sendo os felideos 0s Unicos hospedeiros definitivos. Ele é geralmente

apatogénico sendo os casos de doenga restritos a periodos de imunosupressdo, como a



gestacdo. As ovelhas sdo particularmente susceptiveis e a infeccdo leva a aborto
(Williams et al. 2004). Estudos demonstraram que os efeitos de uma infec¢do congénita
variam muito e séo influenciados pelo tempo de gestacdo em que ocorreu (Hartley
1961).

Ainda que alguns autores (Beverley et al. 1954) tenham detectado altos titulos
de anticorpos anti-toxoplasma em cacadores de coelhos, ndo existem estudos
epidemioldgicos sobre o grau de correlagdo entre a prevaléncia de toxoplasmose em
coelhos e nos humanos que mantém contacto com esses animais (Sroka et al. 2003).

O Neospora caninum é actualmente considerado como um dos principais
responsaveis de aborto em bovinos de leite e animais de produgdo de carne, com um
impacto econdémico significativo na industria. Em Portugal, o diagndstico da neosporose
bovina, relacionado com a ocorréncia de abortos, foi inicialmente referida em 2001,
seguindo-se o isolamento do agente em 2002 (Thompson et al. 2001; Canada et al.
2002a). Este parasita infecta um amplo espectro de mamiferos domésticos e selvagens,
apesar do seu hospedeiro definitivo serem os canideos. Os oocistos sdo a chave na
epidemiologia da neosporose mas raramente sao identificados, visto que sdo libertados
em baixo nimero pelos canideos.

A presenca de coelhos em locais de pastoreio pode ser tido como um factor de
risco para a infeccdo por N. caninum, visto que foi recentemente descrito um ciclo de
transmissdo silvatico, mantido entre cdes e animais silvestres. Especula-se que a caca
possa favorecer esta via, através da pratica de evisceracdo ao ar livre com a infeccdo do
cdo pela ingestdo dos tecidos contaminados (Gondim 2006). Teoricamente, qualquer
tecido animal contaminado com quistos de N. caninum pode ser uma fonte de infeccéo
para 0s canideos, sendo que sO estd demonstrada a presenca de quistos em tecido
muscular e neuronal.

Apesar de varios estudos referirem uma panoplia de animais domésticos e
selvagens expostos ao Neospora caninum, poucos sdo aqueles de onde foi possivel
isolar com éxito o agente. Foi demonstrado que cédes alimentados com tecidos
provenientes de bovinos neonatos infectados, ndo eliminavam oocistos nas fezes, talvez
porque o N. caninum morresse juntamente como o tecido do hospedeiro (Cedillo et al.
2008).

Até ao ano de 2002, foram detectados surtos de abortos por Neospora caninum
com resultados positivos a serologia e confirmados por diagndstico parasitolégico em

vacarias do Norte e Centro do pais, assim como nos Ac¢ores (Canada et al. 2002b).



Nos ultimos anos, o diagnostico de neosporose e toxoplasmose foi optimizado
pela introducdo dos testes da PCR (polymerase chain reaction), que permitem uma
identificacdo mais rapida e mais sensivel, através da amplificacdo e subsequente
demonstracdo de sequéncias especificas do DNA (deoxyribonucleic acid) do parasita
(Lally et al. 1996).

A imuno-histoquimica é utilizada ndo s6 para aumentar a probabilidade de
deteccdo do agente, como para diagndstico diferencial de outros parasitas da mesma
familia, como o T. gondii. No entanto, apesar de ser considerada uma técnica de
referéncia em termos de especificidade, a sua sensibilidade é relativamente baixa, sendo
por isso aconselhavel a realizacdo de multiplos cortes. O uso da técnica da PCR com
amplificacdo de regibes gendmicas de carécter repetitivo, como do gene Nc5, permite
aumentar a sensibilidade da deteccdo do Neospora caninum (Baszler et al. 1999) para
além de que este gene ndo existe no genoma do T. gondii, S. cruzi e H. hammondi, o que
permite um diagndstico fidedigno. Apesar de existirem varios pares de primers, mais
recentemente tem-se recorrido ao uso dos primers Np6plus e Np21plus (Mdiller et al.
2001) em combinacdo com os primers Np6 e Np7 (Baszler et al. 1999; Yamage et al.
1996) num two-step nested PCR

A sensibilidade e especificidade do diagndstico depende, para além do DNA-
alvo e primers, de um protocolo adequado visando a correcta extraccéo e purificagdo do
DNA, o uso dos regentes certos para a PCR, a programacéo do termociclador e a analise

dos fragmentos de DNA amplificados.

1.c) A regido da Macaronésia:

A regido da Macaronésia é constituida por 4 arquipélagos: Acores, Madeira,
Canarias e Cabo Verde, todos de origem vulcanica. Uma das caracteristicas mais
importante na altura de definir a singularidade do bidtipo da Macaronésia, e comum aos
arquipélagos que a comportam, € o factor insular. O isolamento provocado por tal
factor, desencadeou uma série de processos evolutivos que proporcionou a
diferenciacdo das espécies, dando lugar a uma grande variedade dentro das distintas

areas geograficas, quer sejam arquipélagos, ilhas ou localidades concretas.



1.d) Enquadramento do estudo:

Os animais utilizados para este estudo foram recolhidos no ambito do programa
“Monitorizagdo das populagoes de coelho-bravo (Oryctolagus cuniculus) no
arquipélago dos Acores”, da Direcgdo Regional dos Recursos Florestais (DRRF,
Acores) com a colaboracdo do CIBIO (Centro de Investigacdo em Biodiversidade e
Recursos Genéticos, Universidade do Porto) e o Servico Florestal de Sdo Jorge. Este
programa contou ainda com ainda com a colaboragdo especial da Engenheira Carla
Moutinho, da Engenheira Sara Cabeceiras, do Tiago Rodrigues (CIBIO) bem como de

alguns cacadores da ilha de S&o Jorge.

2.Material e Métodos:

2.a) Area de estudo:

Nos Acores, a temperatura média anual ao nivel do mar é de 17°C, diminuindo
cerca de 0,6°C por cada 100 m de aumento de altitude. A pluviosidade aumenta com a
altitude e de Este para Oeste, chegando a atingir os 30000 mm por ano. A humidade
relativa do ar é elevada, aumentando igualmente com a altitude, com um valor médio
anual de 76% atingindo o maximo em Dezembro e o minimo em Julho/Agosto. Em
termos gerais, ainda que se observe uma variacdo das condi¢cdes climatéricas no
arquipélago e uma variagao espacial significativa dentro de cada ilha, o seu clima pode
ser classificado de mesotérmico humido com caracteristicas oceanicas. (Azevedo 2001).
A ilha de S. Jorge pertence ao grupo central do arquipélago dos Acores e esta situada
a 28° 33’ de longitude oeste e a 38° 24’ de latitude norte. Esta ilha é atravessada por
uma cordilheira montanhosa que atinge a altitude méaxima de 1053 metros, no Pico da
Esperanca. A costa € em geral rochosa, com arribas altas e escarpadas. A diferenca entre
0s relevos a oeste e a este permite individualizar duas regides distintas, a Regido
Ocidental e a Regido Oriental, separadas, grosso modo, pelo vale da Ribeira Seca. Uma
actividade vulcanica mais intensa foi determinante para que no centro e na parte oriental

desta regido se observem as maiores altitudes.
A sua situagéo climatérica resulta da influéncia do Bordo ocidental do Anticiclone dos
Acores, aliada aos factores fisiograficos locais, ao revestimento e natureza do solo e a

proximidade do mar (Carvalho et al. 1992).



Segundo o relatdrio climatoldgico anual de 2011 do Instituto de Meteorologia,
no arquipélago dos Acores os valores medios da temperatura média maxima, média e
minima do ar foram superiores aos valores normais (1971-2000). Os valores da

quantidade de precipitacdo anual foram inferiores aos valores normais.

2.b) Amostras:
Os animais usados neste estudo foram capturados em quatro localidades: Rosais,

Urzelina, Nortes e Topo.

GANTO & HARD

NORTEG RA K
(MEVEE)

URZELIHA

0 ET E PEQUEND

EIBEIRA SEC A

Figura 1. Distribuicdo da amostragem na ilha de S&o Jorge (Fonte: Carta Administrativa de Portugal,
Instituto Geografico Portugués).

Os coelhos analisados (total de 100 animais) foram abatidos a tiro entre
Setembro de 2011 e Janeiro de 2012. Os animais foram pesados, sexados, foi estimada a
idade com base no peso corporal e no peso do cristalino e foi também determinado o
estado reprodutivo dos machos e fémeas. O indice de gordura renal (IGR) foi estimado
com base na quantidade de gordura a envolver os rins onde temos: 0 — sem gordura, 1-
com alguma gordura, 2- com muita gordura e 3- rins praticamente cobertos por gordura,
a qual se estendia pela cavidade abdominal.

A congelacdo foi o método escolhido para conservacdo dos orgaos até a data da

analise laboratorial.



Na Tabela 1 do Anexo estdo registadas algumas das caracteristicas consideradas

para este estudo referentes aos animais utilizados neste estudo.

2.¢) Analise coprologica:

Procedeu-se a incisdo das visceras abdominais (estdmago, intestino delgado e
intestino grosso) para pesquisa de parasitas e para recolha de material para ser
submetido as técnicas de diagnostico. As amostras do contetdo do estémago, do
intestino delgado e do intestino grosso foram acondicionadas em recipientes plasticos e

conservadas entre 4°-8°C até ao momento da analise laboratorial.

As amostras foram submetidas a analise pelo método de flutuagdo com solugédo

saturada de sacarose (Foreyt 2001):

1. Para uma solucdo saturada de sacarose com densidade de 1,20g/cm® deve-se
dissolver 454¢g de actcar em 355 ml de &gua.

2. Suspender 3 gramas de fezes em 50 ml da solucéo saturada.

3. Filtrar com gaze para um copo de flutuacdo e colocar uma lamela no topo (durante
20 minutos).

4. Montagem de preparacdo entre I[dmina e lamela para observacdo ao microscopio
Optico e identificacdo dos ovos e oocistos.

2.d) Extraccdo do DNA e técnica da PCR:

A extraccdo do DNA foi realizada a partir de 25 mg de tecido cerebral
homogeneizado usando o DNeasy Blood & Tissue Kit® (Qiagen®) de acordo com o
protocolo do fabricante. A concentracdo total e qualidade do DNA extraido foram
determinadas por espectrofotometria (Nanodrop® 1000, Thermo Scientific).

A reaccdo da PCR realizada foi descrita por Hughes et al (2006) com algumas
modificagdes: para um volume final de 50 ul a mistura da reacc¢do continha 5 ul de 10 x
PCR buffer, 0,5 mM de MgCl, , 12,5 uM dNTP’s mix, 10 uM de cada primer , 0,5 pul de
Taq polimerase (5 U/uL) e 1 pl de ADN a testar ou agua (caso do controlo negativo).

Os primers utilizados foram o Np6PLus (5°CTC GCC AGT CAA CCT ACG
TCT TCT 3”) e 0 Np21Plus (5 GGG TGT GCG TCC AAT CCT GTA AC 3°).

Para a reaccdo da PCR utilizou-se o TProfessional Basic Thermocycler® onde,

apos o passo inicial para desnaturacdo durante 5 minutos a 95°C, foram introduzidos 40



ciclos de, 40 segundos a 94°C, 40 segundos a 63°C, 1 minuto e 40 segundos a 72°C,
finalizando com um ciclo de 10 minutos a 72°C.

O produto da PCR foi corrido num gel de Agarose TAE a 1,5%, contendo
brometo de etideo. A concentragdo utilizada no gel de Agarose foi considerada a ideal
para separar os fragmentos de DNA objecto de estudo. A electroforese em gel baseia-se
no principio de que a molécula de DNA, que tem carga negativa em pH neutro, quando
aplicada a uma matriz de gel submetida a um campo eléctrico, migra em direccéo ao
polo positivo. A velocidade da migracdo estd dependente do tamanho da molécula, por
isso moléculas com tamanhos distintos encontram-se em diferentes pontos do gel.

Ap0s a corrida, as bandas no gel sdo visualizadas com recurso a luz ultravioleta.

3. Resultados:
3.a) Analise macroscopica:

Dos 100 coelhos analisados, 49 apresentavam parasitas adultos no estdmago que
foram identificados como Graphidium strigosum (Figura 2). Eles sdo nematodes
filiformes de cor avermelhada, com as dimensdes a variar entre 0s 8-16 mm, no macho,
e 11-20 mm nas fémeas.

Ainda que os seguintes parasitas ndo tenham sido encontrados sabe-se que:
. O Trichostrongylus retortaeformis encontra-se na mucosa duodenal, podendo

raramente estar no estdmago. Sdo esbranquicados e os machos medem entre 5-6 mm e

as fémeas 8mm;
. O Passalurus ambiguus localiza-se no intestino grosso sendo um parasita

pequeno, esbranquicado e corpo flexivel. Os machos medem cerca de 4-5 mm e as
fémeas 9-11 mm.

Durante a inspeccdo do intestino delgado, foram encontradas 39 amostras com
céstodes. Apoés a recolha e observacdo dos varios espécimens, foi possivel identificar,
por diferencas morfoldgicas, duas espécies distintas: a Cittotaenia denticulata e a
Cittotaenia pectinata.

A C. denticulata ndo tem pescoco, ja a C. pectinata apresenta um pescoco (Figura 3)
(Soulsby 1987).



Figura 2. Parasitas adultos de Graphidium strigosum presentes no estdmago.

Figura 3. Cittotaenia pectinata (esquerda) e Cittotaenia denticulata (direita).

3.b) Analise microscopica:

As diferentes espécies de Eimeria spp. podem ser diferenciadas através da
caracterizagdo dos oocistos (Figuras 4-6). Esta caracterizacdo é feita com base em
caracteristicas como o tamanho, a cor, a forma e a presenca ou auséncia de micropilo
(Tabela 2 do Anexo). Utilizando as caracteristicas referidas, identificamos diferentes
espécies de Eimeria spp. com as prevaléncias de: E. media (31,3%), E. piriformis
(18,2%), E. flavescens (17,2%), E. coecicola (3%), E. magna (1%), E. irresiua (1%) e
E. perforans (4%).

Os ovos do Graphidium strigosum sdo do tipo estrongilideos, ovalados e
grandes, medindo 98-106 um de comprimento e 50-58 pum de largura (Figura 7). Podem
conter um grande namero de blastomeros ou uma larva L.

Os ovos de Trichostrongylus retortaeformis distinguem-se dos do G. strigosum
pelas suas menores dimensdes: 75-80 um de comprimento e 40-45 um de largura.
Apresenta uma forma eliptica irregular e uma céapsula delgada, quitinosa e com

superficie lisa e podem conter entre 16-32 blastomeros.
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O Passalurus ambiguus apresenta ovos de tamanho mediano, com 95-103 um de
comprimento e 43-45 um de largura (figura 9). Ele tem forma ovoide assimétrica com

capsula delgada. (Thienpoint 1989)

Figura 4. Eimeria perforans (ampliacdo 40x). Figura 5. Eimeria coecicola (amplia¢do 40x).

Figura 7. Ovo de Graphidium strigosum com
105 pm de comprimento e 50 um de
largura (ampliacdo de 40x).

Figura 6. Eimeria media (ampliacéo 40x).

Figura 9. Ovo de Passalurus ambiguus, com
100 pm de comprimento e 37,5 um de largura.
(ampliagdo de 40x).

Figura 8. Ovo de céstode (ampliagéo de 40x).
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3.¢) Resultados da electroforese:

Como pode ser observado pelas figuras 10 e 11, ndo foi possivel observar
qualquer banda correspondente a fragmentos de DNA, pelo que os resultados obtidos
sdo considerados negativos. Pode-se fazer esta observacdo, na medida em que o
controlo positivo utilizado na mesma PCR, amplificou uma banda com o tamanho
esperado. Para permitir uma estimativa do tamanho dos fragmentos de DNA de cada
amostra recorreu-se a aplicagdo, num dos pogos, de um marcador de peso molecular
(ladder). Este resulta de uma mistura de diversos fragmentos de DNA com tamanhos e
concentragdes conhecidos. Para 0 nosso protocolo, usando os primers Np6Plus e
Np21Plus para amplificacdo de parte do gene Ncb5, é expectavel observar um fragmento
de ADN com 337 pares de base no produto da PCR.

Iy

L CP Al A2 CN

\
\

Figura 10. Resultado das amostras para pesquisa de Neospora caninum.
L — ladder; CP — controlo positivo; Al e A2 — amostras; CN — controlo negativo.
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L CP A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9  Al0 CN
Figura 11. Resultado das amostras para pesquisa de Neospora caninum.
L — ladder; CP — controlo positivo; A3 a A10 — amostras; CN — controlo negativo.

3.d) Anélise estatistica:

As prevaléncias foram comparadas usando teste %, (Bush et al. 1997) quanto

aos efeitos “data da captura”, “localidade”, “sexo”, “IGR” ¢ a presenca do parasita.

Parasita P. geral Data captura
Set. 11 Out. 11 Nov. 11 Dez. 11 Jan.12

G. strigosum 49 63,3 57,7 31,6 31,6 50
adultos

Céstodes 41,1 37 40 42,1 38,9 66,7
adultos

E. media 31,3 20,7 19,2 63,2 36,8 50
E. piriformis 18,2 3,4 11,5 42,1 26,3 16,7
E. flavescens 17,2 10,3 11,5 42.1 15,8 16,7

Tabela 1. Prevaléncia (%) dos parasitas relativamente ao més de captura e prevaléncia geral (%).

Parasita P. geral Localidade

Topo Nortes Urzelina Rosais
G. strigosum adultos 49 0 57,9 58,8 62,1
Céstodes adultos 41,1 25 42,1 50 39,3
E. media 31,3 29,4 36,8 35,3 24,1
E. piriformis 18,2 11,8 21,1 11,8 27,6
E. flavescens 17,2 23,5 10,5 8,9 27,6

Tabela 2. Prevaléncia (%) dos parasitas relativamente a localidade onde foram capturados.




Parasita P. geral Sexo ‘ [c]

Macho Fémea| O 1 2 3
G. strigosum adultos 49 57,9 37,2 | 686 475 25 20
Céstodes adultos 41,1 51 275 | 429 486 25 50
E. media 31,3 35,7 256 | 11,8 475 35 20
E. piriformis 18,2 19,6 16,3 |1 11,8 20 20 40
E. flavescens 17,2 20 4,3 88 225 20 20

Tabela 3. Prevaléncia (%) dos parasitas relativamente ao sexo e ao IGR.

Podemos verificar que existem diferencas significativas da presenca de G.
strigosum adultos entre os locais de captura (3°= 21,19; P <0,05), o sexo do coelho (y°=
4,20; P <0,05) e o indice de gordura renal (y?= 11,69; P <0,05).

Em relacdo a presenca de ovos de G. strigosum nas fezes dos coelhos analisados
das diferentes localidades encontramos diferengas significativas (XZZ 12,54; P <0,05). E
de mencionar que a prevaléncia de G. strigosum (adultos e ovos) é maior em machos do
que nas fémeas.

Para os céstodes adultos recuperados a nivel do intestino delgado, encontrdmos
diferencas significativas na prevaléncia (y’= 5,24; P <0,05), sendo esta maior em
machos do que fémeas.

Referente as coccideas, encontrdmos para a E. media diferencas significativas
em relagdo & data de captura (y°= 12,87; P <0,05) e o indice de gordura renal dos
animais (y°= 11,34; P <0,05), enquanto que para a E. piriformis s6 encontrdmos
diferencas significativas na data de captura (3°= 13,17; P <0,05).

Considerando a E. flavescens como uma das Eimeria spp. muito patogénicas
(Bhat et al. 1996), podemos indicar que esta é a menos prevalente (17,2%) entre 0s
diferentes parasitas gastrointestinais mencionados nas tabelas 1,2 e 3. As espécies das
restantes Eimeria spp. anteriormente referidas ndo foram consideradas para a anélise

estatistica dada a sua baixa prevaléncia.

4. Discussao dos resultados:

As diferencas quantitativas e qualitativas observadas nas vérias ilhas da
Macaronésia sdo provavelmente devidas a diferentes niveis de adaptacdo de cada
espécie de helminte aos factores bidticos e abidticos caracteristicos de cada regido. No
presente estudo foram encontradas trés especies de nematodes (Graphidium strigosum,

Trichostrongylus retortaeformis e Passalurus ambiguus), duas espécies de céstodes

14




(Cittotaenia pectinata e C. denticulata) e sete espécies de Eimeria spp. (E. media, E.
magna, E. piriformis, E. flavescens, E, irresidua, E. coecicola e E. perforans). No
exame microscopico ndo foram encontrados ovos de trematodes.

Como foi anteriormente mencionado, o efeito da idade dos animais ndo foi
levada em conta para o estudo das prevaléncias devido ao baixo numero de juvenis
capturados (5 no total de 100 animais) 0 que se conjuga com o conhecimento existente
sobre a actividade reprodutiva dos coelhos nas ilhas. Para a ilha das Flores foi
determinado que a actividade reprodutiva anual do coelho-bravo aumenta, de forma
significativa, a partir de Fevereiro/Marco, com uma actividade méaxima em Maio.
Posteriormente, diminuira de forma regular até Setembro/Outubro, parecendo existir um
abrandamento reprodutivo nos meses de Outono/Inverno (sobretudo de Outubro a
Dezembro) (Gongcalves et al. 2007).

Vaérios estudos foram feitos para determinar a influéncia do sexo do coelho-
bravo na fauna helmintica no entanto apresentam resultados contraditérios. Na pesquisa
efectuada por Molina et al. (1999), em Espanha, a prevaléncia de G. strigosum era
maior em machos. No nosso estudo o resultado obtido € semelhante, sendo uma
explicacdo possivel a maior area de ac¢do do macho, em relacdo a fémea. Outra razédo
mencionada por Folstad & Karter (1992) é que a variacdo dos niveis de testosterona nos
machos pode conduzir a maior carga parasitaria devido aos factores imuno-supressivos
dessa hormona. E também significativa a relacio entre este parasita e o local de captura,
estando ausente no local do Topo, podendo este valor dever-se a menor densidade de
coelhos nesta parte da ilha (Frutuoso 2005).

Algumas das razdes que podem justificar a auséncia de alguns parasitas
gastrointestinais como a Citottaenia ctenoides, Andrya cuniculi e Dermatoxys
hispaniensis dos coelhos selvagens da ilha de S. Jorge sdo: o possivel repovoamento
com coelhos saudaveis e ndo parasitados, as variacbes nas populages do coelho, os
efeitos dos factores ambientais e ainda eventuais erros decorrentes do método
experimental.

A carga parasitaria de Passalurus ambiguus e Trichostrongylus retortaeformis
encontrada foi residual. Uma das explicacGes para a auséncia do P. ambiguus pode
residir no modo como é feita a sua transmissdo: 0s ovos séo depositados na regido peri-
anal, dando-se a infeccdo apds ingestdo do ovo com Lg, quer pela limpeza, quer por

coprofagia.
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Segundo o trabalho de Dudzinski et al. (1963) realizado na Austrélia, o nivel
de infeccdo com G. strigosum esta dependente da idade e sexo dos hospedeiros, sendo
menos frequente em animais machos e em jovens. J4 no caso do T. retortaeformis o
mesmo estudo indica uma relacdo entre a idade e 0 nimero de ovos expelidos, sendo
essa relagdo maior em animais mais jovens.

Encontra-se também relatado que, tanto para o T. retortaeformis como para o P.
ambiguus existe uma correlagdo com a época sazonal: durante a época reprodutiva as
fémeas estavam mais fortemente parasitadas que os machos, uma tendéncia que se
invertia com a aproximacao da época ndo-reprodutiva (Dunsmore et al. 1968).

O T. retortaeformis € uma espécie geohelminte e a sua presenca é condicionada
tanto pelos factores bioclimatéricos como pelos mecanismos do sistema imunitario do
hospedeiro. A baixa presenca deste parasita no nosso estudo pode ter resultado dos
efeitos da temperatura e humidade, tendo o ano de 2011 sido mais quente e seco do que
o normal.

Quanto ao efeito dos nematodes, Hobbs et al (1999) menciona que ndo sdo uma
causa importante na mortalidade dos coelhos selvagens embora Lello et al (2005) apoie
a ideia que eles podem exercer um efeito negativo na condicdo do hospedeiro. Segundo
a analise estatistica dos nossos resultados, foi detectada uma diferenca significativa da
carga parasitaria do G. strigosum para os indices de gordura renal dos animais, nao
sendo conhecido se é o efeito dos parasitas que diminui a condicdo corporal dos coelhos
ou se é o pobre estado nutricional que debilita o sistema imunitario, facilitando o
parasitismo.

A carga parasitaria dos céstodes esta relacionada com o sexo, sendo este parasita
mais prevalente em machos. Ambos os céstodes apresentam ciclos de vida semelhantes,
sendo necessario um hospedeiro intermediario para completarem o ciclo. Estes
hospedeiros sdo &caros oribatideos que estdo presentes na vegetacdo. Uma das causas
para este resultado pode ser a maior movimentacdo manifestada pelos machos, quando
comparada com a fémea, havendo assim maior probabilidade para a ingestdo do acaro
(que contém o estadio cisticercdide - a forma infectante). Nao foi encontrada variacao
deste parasita com o indice de gordura renal, 0 que era expectavel pois os céstodes
encontrados ndo se alimentam directamente do hospedeiro, mas sim do alimento
presente no limen intestinal. Ainda assim, é importante mencionar que 0s céstodes

podem levar a uma congestdo do aparelho digestivo, pois ocupam grande parte do
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intestino delgado do hospedeiro. Tal pode levar a necessidade de mobilizacdo de
gordura e diminuir a capacidade de armazenamento da mesma.

A existéncia de infec¢cbes concomitantes pode afectar a susceptibilidade do
hospedeiro e a transmissdo de parasitas visto que estes interagem quer directa quer
indirectamente entre si. No estudo de Boag (1988), foi mostrado um aumento do
namero de parasitas em coelhos com mixomatose, resultado de uma imunodepressdo do
hospedeiro provocada pelo virus. Contrariamente, o estudo de Molina et al. (1998)
descreve que o G. strigosum e o T. retortiformis tém uma menor taxa de infecgdo em
hospedeiros com mixomatose do que em animais saudaveis.

Neste estudo, houve uma associacdo entre a intensidade parasitaria de Eimeria
media e Eimeria piriformis e o local de captura. Para ambos, foi encontrada uma maior
prevaléncia nos meses de Novembro a Dezembro. Em relacdo a E. media foi também
detectada uma relacdo com o IGR, sendo a sua prevaléncia superior em animais magros,
0 que contraria a ideia que esta espécie € apatogénica (ndo causaria danos nas
vilosidades intestinais). As coccidoses num ambiente selvagem apresentam, geralmente,
um menor impacto em termos de mortalidade do hospedeiro, quer em relacdo ao
cativeiro quer em relacdo as doencas de etiologia virica (RIPAC 2004).

Pela andlise estatistica, verificou-se também que apenas sete animais
apresentam todos os parasitas encontrados e, para além de terem valores de IGR de 0 e
1, sdo todos dos locais de Rosais e Urzelina. Este dado pode sugerir que estas regides
podem ter uma menor disponibilidade alimentar.

A técnica de flutuagdo utilizada ndo é a recomendada para a recuperacao de ovos
do trematode F. hepatica pois a elevada densidade da solu¢cdo provoca a deformacéo e
ruptura dos ovos, por fendmenos osmdticos. Para pesquisa deste parasita €
recomendavel usar os métodos de sedimentacdo com adi¢do de um corante de contraste,
permitindo destacar a cor amarelo dourado dos ovos.

Quanto aos resultados obtidos para pesquisa de Neospora caninum, pela
observagdo das figuras 10 e 11, podemos verificar que em ambas as amplificagOes, o
protocolo utilizado foi eficaz, pois € visivel uma banda correspondente as 337 pares de
base, no controlo positivo. Quanto as amostras analisadas apresentam resultado
negativo. N&o obstante, estes resultados podem ser devidos a varios factores: a auséncia
do protozoario ou insuficiente quantidade do seu DNA para uma correcta visualizagdo
apos a amplificacdo; excesso de DNA ndo relacionado com o DNA molde que pode

interferir com a accdo dos primers.
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5. Concluséo:

E inquestionavel a importancia ecoldgica, venatdria e cinegética do coelho-
bravo. Ele constitui uma das espécies-presa mais marcante dos ecossistemas
mediterraneos ibéricos com influéncia na vertente da exploracdo cinegética, com
significativas receitas economicas, mas também como espécie-chave pelo desempenho
que desenvolve na dindmica dos ecossistemas em que esta inserido.

O coelho-bravo actua como reservatério e hospedeiro intermediério de formas
larvares infectantes para carnivoros selvagens e/ou domésticos.

A variedade de helmintes encontrados é muito pobre comparativamente aquela
existente na Peninsula Ibérica, onde a riqueza em parasitas gastrointestinais é a maior,
relativamente ao resto da Europa.

Este estudo parece apoiar a ideia de Marchandeau et al. 1999, de que para além
das lesdes directas das coccideas, as coccidioses podem-se tornar mais significativas
quando o animal estd sujeito a outros organismos patogénicos como 0s Virus
responsaveis pela mixomatose e pela doenca hemorragica virica e/ou lesbes como a
enterocolite epizodtica do coelho (Coudert et al. 2000).

Observa-se um resultado estatistico significativo em relacdo a quantidade de gordura
renal e a presenca de parasitas adultos de G. strigosum bem como de E. media. Para os
diferentes locais de captura, existe uma diferenca estatisticamente significativa na
prevaléncia de ovos e adultos de G. strigosum.

Verificou-se que o sexo tem influéncia na prevaléncia de G. strigosum e de céstodes
adultos e que as datas de captura tém influéncia na prevaléncia de E. media e E.
piriformis.

As conclusdes alcancadas sdo meramente indicativas da situacdo actual relativa ao
estado sanitario dos coelhos selvagens da ilha de S. Jorge em termos de parasitoses
gastrointestinais, podendo néo ser generalizaveis ao resto da populacéo.

Futuramente, serd interessante determinar o efeito de infestacfes parasitarias
concomitantes na condicdo corporal do coelho-bravo.

Fica ainda por relacionar o estudo das parasitoses gastrointestinais com outras
patologias, como a mixomatose e a doenca hemorragica viral.

Para uma melhor interpretacdo dos resultados, sera necessaria uma correcta
avaliacdo da distribuicdo populacional do coelho-bravo nesta ilha, bem como das

condic@es climatéricas das vérias regides.
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Até ao momento, néo foi possivel o verdadeiro impacto da neosporose bovina na
ilha de S. Jorge, dado esse importante na compreensdo dos resultados negativos até
agora obtidos no estudo da Neospora caninum.
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A2 Set. 2011 Topo

Ad Set. 2011 Topo

)

A6 Set. 2011 Topo
B2 Set. 2011 Nortes
B4 Set. 2011 Nortes
B7 Set. 2011 Nortes M
C1 Set. 2011 Urzelina M
c3 Set. 2011 Urzelina M

C5 Set. 2011 Urzelina

0]

Cc7 Set. 2011 Urzelina

0]

D1 Set. 2011 Rosais
D3 Set. 2011 Rosais
D5 Set. 2011 Rosais
D6 Set. 2011 Rosais
D8 Set. 2011 Rosais

A2 Out. 2011 Topo

<

A4 Out. 2011 Topo

[0)]

A6 Out. 2011 Topo

QOut. 2011 Nortes

B7 QOut. 2011 Nortes

C2 Out. 2011 Urzelina

>
P
O
o
o
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c5 Out. 2011  Urzelina M
c7 Out. 2011  Urzelina

D1 Out. 2011 Rosais

D4 Out. 2011 Rosais

D6 Out. 2011 Rosais

D8 Out. 2011 Rosais

Al Nov.2011 Topo

A3 Nov. 2011 Topo

A5 Nov. 2011 Topo

-n

(@)

Nov. 2011 Urzelina M

Nov. 2011 Urzelina M

@)

Nov. 2011 Urzelina

D1 Nov. 2011 Rosais

o

Nov. 2011 Rosais

Q

Nov. 2011 Rosais

Nov. 2011 Rosais

Dez. 2011 Nortes

<

Dez. 2011 Nortes

<

Dez. 2011 Nortes

Dez. 2011 Nortes

<

C2 Dez. 2011 Urzelina

C5 Dez. 2011 Urzelina M

>
N




Cc6 Dez. 2011 Urzelina M

D2 Dez. 2011 Rosais M

D6 Dez. 2011 Rosais M

C1 Jan. 2012  Urzelina M

C2-B Jan. 2012 Urzelina M

c4 Jan. 2012 Urzelina M

Tabela 1: Caracteristicas dos coelhos usados no estudo M — Macho; F — Fér[lea; J — Juvenil; A — Adulto;
ND — GI. N&o desenvolvida; GL — GI. desenvolvida ; GL — Lactante; IGR — Indice de gordura renal.

29



Oocisto(pm)

Carateristicas para

Espécie

E. exigua
E. perforans
E. intestinalis
E.piriformis

E. media

E. flavescens
E. magna
E. steidai

E. irresidua

E. coecicola

Comprimento

16.0 (12-19)
22.3 (17-38)
29.1 (26-34)
31.6 (24-36)
29.1 (23-34)
32.1 (27-37)
35.2 (30-42)
36.2 (34-40)

39.1 (35-45)

34.5 (29.5-42)

Largura

13.0 (11-15)

14.1 (11.5-17)

18.2 (16-20)
19.7 (18-21)
17.2 (14-20)
21.4 (20-23)
21.8 (18-26)
20.6 (18-22)
24.3 (21-27)

18.5 (16-20)

Roxo

Roxo a azul

Amarelo esverderado

Amarelo escuro

Amarelo

Amarelo escuro

Vermelho
acastanhado

Amarelo escuro

Castanho esverdeado

Amarelo claro

Sub-esféstica
Elipsoide
Piriforme
Piriforme
Elipsoide

Ovoide
Ovoide
Elipsoide
Elipsoide

Elipsoide

disitincdo das espécies

Tamanho; forma

Tamanho; cor
Forma
Forma

Tamanho

Forma

Presenca de colar em
torno do micropilo

Tamanho
Tamanho

Tamanho; forma

Tabela 2: Caracteristicas dos oocistos de espécies de Eimeria spp. do coelho-bravo (Hobbs et al. 1998)
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