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RESUMO

Os felideos neotropicais sdo representados por dez espécies, sendo o Brasil
hospedeiro de oito destas. Estes animais sao constantes vitimas de
atropelamentos em rodovias e sofrem com infestag&o intensa por parasitas, o que
pode resultar em quadros de anemia intensa, necessitando transfusao sanguinea.
No presente estudo foram utilizadas amostras sanguineas de oito gatos
mouriscos (Puma yagouaroundi), oito jaguatiricas (Leopardus pardalis), sete gatos
palheiros (Leopardus colocolo), sete gatos domésticos (Felis catus) da raca Persa
e de oito gatos domeésticos (Felis catus) sem raca definida (SRD), cujo objetivo foi:
a) realizar tipagens sanguineas e testes de compatibilidade entre tipos
sanguineos correspondentes nas diferentes espécies; b) realizar hemogramas,
comparando a técnica automatizada por meio do contador automético BC — 2800
vet, com software para gatos domésticos, com a técnica manual para as espécies
selvagens; e c) realizar o perfil bioquimico e eletroforético de proteinas séricas.
Nas tipagens, a ocorréncia do tipo sanguineo tipo A foi de 100% entre as
jaguatiricas, gatos palheiro e gatos domésticos Persa e de 85,72% entre 0s gatos
domésticos SRD. 100% dos gatos mouriscos foi tipo B e 14,28% dos gatos
domésticos SRD. Aos testes de compatibilidade sanguinea, 87,5% (n=4) das
jaguatiricas foram incompativeis com gatos domésticos e 12,5% (n=1) foram
compativeis; 100% (n= 6) dos gatos palheiros foi compativel com gatos
domésticos e 100% (n= 4) dos gatos mouriscos foi incompativel com gato
doméstico do tipo B. Conclui-se que, de acordo com testes de compatibilidade
sanguinea, é possivel ndo reacao transfusional aguda entre gatos domésticos e
palheiros, é impossivel a transfusdo entre gatos domésticos e mouriscos e que
mais estudos devem ser realizados para jaguatiricas. Na comparacdo entre as
técnicas para a realizacdo do hemograma a técnica automatizada demonstrou
resultados estatisticamente iguais para a maioria dos parametros, inclusive dentro
dos valores de referéncia para as espécies, exceto na contagem de leucécitos de
gatos mouriscos, cujos resultados obtidos por automacédo foram maiores. Houve
boa correlacdo entre as técnicas, principalmente na espécie jaguatirica. Conclui-
se gue o aparelho BC 2800 vet com a configuracdo para gatos domésticos é uma
maneira rapida e confidvel na realizacdo de hemogramas para as espécies gato
palheiro e jaguatirica e que a contagem manual de leucécitos deve ser preferida
para gatos mouriscos. Os resultados obtidos para muitos dos parametros
bioquimicos avaliados foram semelhantes aos descritos como valores de
referéncia para as espécies estudadas. No entanto, os valores encontrados para
ALT e AST estavam acima dos valores de referéncia para gatos mouriscos e
jaguatiricas e o valor de glicose estava acima para a espécie gato palheiro. A
uréia estava acima dos valores de referéncia para as trés espécies. A corrida
eletroforética para as espécies analisadas foi semelhante a descrita para gatos
domésticos contendo albumina, alfaglobulinas alfa 1 e alfa 2, betaglobulinas beta
1 e beta 2 e gamaglobulina, no entanto, em todas as espécies houveram
individuos que ndo apresentaram betaglobulina do tipo beta 2. Os resultados
obtidos podem ser utilizados como parametros de normalidade para as espécies
gato palheiro, gato mourisco e jaguatirica do bioma Cerrado.

Palavras-chave: bioquimica clinica, felideos selvagens, hematologia, tipos
sanguineos, xenotransfusao.
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ABSTRACT

The neotropical felids are represented by ten species, having been Brazil eight
host of these. These animals are constant victims of running over in highways and
still they suffer with intense infestation for parasites, what it can result in intense
anemia, being necessary the accomplishment of blood transfusion. In the present
study blood samples were used of eight jaguarundies (Puma yagouaroundi), eight
ocelots (Leopardus pardalis), seven pampas cats (Leopardus colocolo), seven
domestic cats (Felis catus) of the Persian race and eight domestic cats (Felis
catus) without definite race (SRD), whose aim was: a) to carry through blood
typing and tests of compatibility between corresponding blood types in the different
species; b) to carry through count blood cells (CBC), comparing the technique
automatized by means of device BC - 2800 vet (software for domestic cats), with
the manual technique for the wild species; and c) to carry through the profile
biochemist and electrophoretic of serum proteins. In the typing, the occurrence of
the blood type A was of 100% between ocelots, pampas cats and domestic cats
Persian and of 85,72% between domestic cats SRD. 100% of the jaguarundies
were type B and 14,28% of domestic cats SRD. To the tests of blood compatibility,
87,5% (n=4) of the ocelots were incompatible with domestic cats and 12,5% (n=1)
were compatible; 100% (n= 6) of the pampas cats were compatible with domestic
cats and 100% (n= 4) of the jaguarundies were incompatible with domestic cat of
type B. It is concluded that in accordance with tests of blood compatibility the
transfusion between domestic and pampas cats is possible, it is impossible the
transfusion between domestic and jaguarundies and that more studies must be
carried through for ocelots. In the comparison enters the techniques for the
accomplishment of the CBC the automatized technique demonstrated statistical
results equal for the majority of the parameters, also inside of the values of
reference for the species, except in the counting of leukocytes of jaguarundies,
whose resulted gotten for automation were bigger. It had good correlation between
the techniques, mainly in the ocelot species. Concludes that device BC 2800 vet
with the configuration for domestic cats is a technique fast and trustworthy in the
accomplishment of blood cells count for species pampas cat and ocelot. The
manual counting of leukocytes must be preferred for jaguarundies. The results
gotten for many of the evaluated parameters biochemistries were similar to the
described as values of reference for the studied species. However, the values
found for ALT and AST were above of the values of reference for jaguarundies
and ocelots. The value of glucose was above for the species pampas cat. The
urea was above of the values of reference for the three species. The
electrophoretic race for the analyzed species was similar to the described one for
domestic cats contends albumen, alpha globulins (alpha 1 and 2), beta globulins
(beta 1 and 2) and gamma globulins, however, in all the species had individuals
that they had not presented beta globulin of the type beta 2. The gotten results can
be used as normality parameters for the species pampas cat, ocelots and
jaguarundies from Cerrado biome.

Keywords: blood types, clinical chemistry, hematology, xenotransfusion, wild
felids.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Introducéo

A medicina transfusional estd gradualmente tornando-se uma prética
na clinica de pequenos animais no Brasil, em decorréncia dos novos
conhecimentos acerca dos grupos sanguineos, aos avancos quanto a utilizacao
de hemocomponentes e hemosubstitutos e, como em medicina, aos cuidados
tomados para se reduzir os riscos de transmissao de doencas do doador para o
receptor.

O principal sistema sanguineo descrito para gatos é o AB, o qual inclui
os tipos A, B e o raro tipo AB. De acordo com HOHENHAUS (2004) ndo héa
relacionamento sorologico entre o sistema de grupo sanguineo AB felino e o
sistema de grupo sanguineo ABO humano, apesar de serem usadas as mesmas
letras. O tipo sanguineo sem antigenos eritrocitarios, a semelhanca do tipo O
humano, ainda n&o foi descrito em gatos (KNOTTENBELT, 2002).

Os gatos, com excecdo dos que possuem O grupo sanguineo AB,
apresentam anticorpos de ocorréncia natural, chamados de aloanticorpos. A
presenca destes anticorpos, contra antigenos de grupos sanguineos em gatos é
clinicamente significante e pode resultar em reacdes transfusionais
(KNOTTENBELT, 2002) ou ainda em isoeritrélise neonatal (GURKAN et al.,
2005).

Embora os grupos sanguineos sejam muito estudados para os gatos
domésticos, informacdes sobre o sistema de grupos sanguineos em felideos
selvagens sdo escassas, constando de dois estudos, um abordando apenas a
espécie Felis silvestris (SILVESTRE-FERREIRA et al, 2006), e o outro estudo
abordando uma variedade de espécie divididas por caracteristicas filogenéticas
(GRIOT-WENT & GIGER, 1999). Em ambos os estudos foram utilizados métodos
de determinacdo de tipos sanguineos estabelecidos para gatos domesticos,
encontrando resultados semelhantes aos descritos para estes.

Os felinos selvagens sdo susceptiveis a doencas de gatos domeésticos,

inclusive a infestacdes por parasitos que promovem quadros de anemia grave.



Além disso, atropelamentos em rodovias sdo frequentes para a maioria das
espécies de felideos ndo domeésticos, o que culmina na chegada de animais em
estado grave a Centro de Triagens de Animais Silvestres, necessitando de
transfusdo sanguinea.

A fisiologia de gatos domésticos pode ser utilizada como base para o
estudo da fisiologia dos membros da familia Felidae e todos os integrantes dessa
familia parecem ter um sistema de grupos sanguineos similar ao descrito em
gatos domésticos (WACK, 2003). Sendo assim, € de grande importancia o
estabelecimento da possibilidade de realizagédo de transfuséo interespecifica entre
gatos domésticos e selvagens, como ferramenta para auxiliar na clinica médica

das espécies selvagens em cativeiro e em vida livre.

1.2 Felideos selvagens

Os felideos neotropicais sdo representados por dez espécies 0s quais
alcancam uma extensdo do México a Argentina, com excecdo do puma (Puma
concolor), gato mourisco (Puma yagouaroundi) e jaguatirica (Leopardus pardalis)
que também sao encontrados nos Estados Unidos da América e Canada. O Brasil
hospeda oito destas espécies (SILVA et al., 2007).

Recentes avancos tecnoldgicos na éarea de genética molecular
possibilitaram avancos nas relacdes filogenéticas entre os felideos. Estudos
realizados por JOHNSON et al. (2006) apresentaram uma subdivisdo da familia
Felidae em oito linhagens monofiléticas, entre elas a linhagem dos pumas, na
qual esté inserido o Puma yagouaroundi, linhagem das jaguatiricas, que alberga
as espécies Leopardus pardalis e Leopardus colocolo e a linhagem dos gatos
domésticos, com a espécie Felis catus.

O gato mourisco, Puma yagouaroundi (E. Geoffroy Saint-Hilaire, 1803),
também conhecido como jaguarundi, pesa entre 4,5 a 9 kg. Sua coloragédo é
castanho-acinzentada com a ponta dos pélos preta. Seu corpo é esbelto e
alongado, a cabeca é pequena e plana, as orelhas s&o curtas e arredondadas e a
cauda é longa. Habita florestas e matas (Figura 1 A), sendo mais ativo no inicio

da manha e da noite, alimentando-se de passaros, pequenos mamiferos e répteis



(NOWAK, 1999). Estudo realizado por RINALDI (2010) demonstrou ser a dieta
destes felideos composta, predominantemente por mamiferos com biomassa
menor que 100 gramas, além de pequenas aves. Observou também que havia
uma adaptacdo da espécie a paisagem antropizada da area de estudo. Esta
listado no apéndice | da CITES como espécie ameacada de extingdo (CITES,
2008).

As jaguatiricas sao felinos selvagens de porte médio que pesam entre
11,3 a 15,8 kg, cujo nome cientifico € Leopardus pardalis (Linnaeus, 1758).
Possuem coloragdo amarelada com numerosas manchas negras arredondadas
pelo corpo, que formam anéis envolvendo a cauda. Esses animais ocorrem em
uma ampla variedade de habitats (Figura 1 B), desde florestas tropicais a regifes
mais secas, desde que apresentem ampla vegetacdo. Apresentam habitos
noturnos, passando a maior parte do dia dormindo em galhos de arvores ou
escondidos entre a vegetacdo (NOWAK, 1999). Encontram-se listado no apéndice
| da CITES (CITES, 2008) e em situacdo vulneravel de acordo com a lista de

espécies brasileiras ameacadas de extin¢ao (IBAMA, 2003).

FIGURA 1 — Em vermelho, area de distribuicdo das espécies de felideos
neotropicais Gato Mourisco (A), Jaguatiricas (B) e Gato Palheiro

(©)
Fonte: IUCN (2008)

O gato palheiro, Leopardus colocolo (Molina, 1782), é um felino
silvestre pequeno de ampla distribuicdo geografica, sendo encontrado no
Equador, Peru, Bolivia, Chile, Argentina, sul e sudeste do Brasil, Paraguai e



Uruguai. Caracteriza-se por duas a trés bandas escuras nas patas anteriores,
porém a coloracdo da pelagem varia conforme seu habitat (GARCIA-PEREA,
1994). Apesar de sua ampla distribuicdo (Figura — 1 C) o gato palheiro € um dos
felideos menos conhecido do continente e, em algumas zonas, esta seriamente
ameacado (BELTRAN et al., 2009). Encontra-se listado no apéndice Il da CITES
(CITES, 2008) e sob categoria de ameaca do tipo vulneravel na lista de espécies

brasileiras ameacadas de extingdo (IBAMA, 2003).

1.3 Transfusdo sanguinea

A prética de transfusdo sanguinea teve inicio no século XIX entre seres
humanos e difundiu-se a partir do século XX, frente a avancos tecnolégicos como
o reconhecimento de diferengas entre os individuos para a escolha do doador, o
uso de anticoagulantes, técnicas de esterilizacdo e, mais recentemente, 0
fracionamento do sangue e a identificacdo de doencas transmissiveis. Na
Medicina Veterinaria, porém, esse processo deu-se de maneira mais lenta, mas o
interesse pela medicina transfusional tem crescido nos ultimos anos. Existem
grandes bancos de sangue veterinarios em varios paises do mundo, que tornam
possiveis praticas de transfusdo de sangue de alta qualidade em pacientes
veterinarios (LACERDA, 2005).

A transfusdo sanguinea é uma forma de tratamento emergencial que
visa transfundir sangue de um doador para um receptor, para que neste seja
restabelecida a capacidade de transporte de oxigénio, a concentracdo dos
componentes da hemostasia, o nivel de proteinemia, o volume sanguineo, além
de possibilitar a transferéncia de imunidade passiva (REICHMANN & DEARO,
2001).

Em estudo realizado por ROUX et al. (2008), as principais indica¢des
para transfusdo sanguinea observadas em 27 gatos foram faléncia na eritropoiese
(n= 8), perda sanguinea durante procedimento cirargico (n= 4), faléncia renal
aguda (n= 3), septicemia (n= 3), neoplasia (n= 4), trauma (= 2), hemorragia
gatrointestinal (n= 1) e doengas mdltiplas que cursam com perda sanguinea (n=
2).



De acordo com LANEVSCHI & WARDROP (2001) o uso seguro da
terapia envolvendo componentes sanguineos requer conhecimento dos grupos
sanguineos e ocorréncia de anticorpos, além de meios para reduzir os riscos de
reacoes adversas, como uso de doadores apropriados e uma sequéncia de

ensaios para detectar incompatibilidade soroldgica.

1.3.1 Grupos sanguineos

O principal sistema sanguineo dos gatos é o AB (TIZARD, 2009). Os
tipos sanguineos séo definidos por antigenos espécie-especificos presentes na
superficie dos eritrocitos, em sua maioria, componentes integral da membrana,
composto por carboidratos complexos associados a proteinas ou lipidios
(HARVEY, 1997). De acordo com ANDREWS et al. (1992) a forma do &acido
neuraminico na membrana do eritrécito € a maior determinante dos grupos
sanguineos felinos.

O tipo B em eritrocitos € caracterizado pelo acido N-acetilneuraminico
(NeuAc), especificamente o] NeuAc-NeuAc-galactose-glucose-ceramide
([NeuAc]2GD3). Enquanto que, o acido N-glicoliineuraminico (NeuGc) é o maior
determinante do grupo sanguineo A, especificamente, o NeuGc-NeuGc-
galactose-glucose-ceramide ([NeuGc]2GD3), mas gatos tipo A também podem
apresentar variaveis proporcoes de NeuAc. Eritrécitos tipo AB apresentam ambos
([NeuGc]2GD3) e ([NeuAc]2GD3) co-expressos na membrana (ANDREWS et al.,
1992).

Os tipos A e B sdo herdados como caracteristicas mendelianas simples
transmitidas por genes codificados para os tipos sanguineos A e B presentes no
mesmo locus, sendo o tipo A dominante sobre o tipo B (GIGER et al., 1991).
Gatos do tipo sanguineo A podem ser homozigotos AA ou heterozigotos AB e
gatos do tipo sanguineo B sdo sempre homozigotos BB (LACERDA, 2005).

O tipo A é o grupo sanguineo mundialmente predominante em felinos,
embora a prevaléncia de tipos A, B e AB dentro da populagéo felina altere entre
gatos de racas puras e mesticos. O tipo AB € encontrado apenas em racas de
gatos nas quais ha o tipo B em sua populacéo, incluindo os gatos domésticos de

racas puras especificas (HOHENHAUS, 2004). Estima-se que aproximadamente



75% a 95% dos gatos sejam A positivos, aproximadamente 5% a 25% sejam B
positivos e que menos de 1% seja AB (TIZARD, 2009).

O tipo A é encontrado em propor¢cdo acima de 95% dos gatos
domeésticos de pélos curtos e gatos domeésticos de pélos longos nos Estados
Unidos (BROWN & VAP, 2006). O tipo B ocorre com uma frequéncia variada em
determinadas racas, sendo extremamente raros em Siameses (<1%), de
prevaléncia relativamente alta nas racas Abissinia, Japonese Bobtails, Himalaia,
Somali, e Persa (5% a 25%). Tem alta prevaléncia nas racas britanicas Bristish
Shorthair e Devon Rex, podendo ultrapassar 40% (COUTO, 2001).

Estudo realizado por ARIKAN et al. (2003) na Turquia demonstrou uma
prevaléncia maior que 45% para a raca Van Turca e igual a 60% para a raca
Angora Turca.

De acordo com HOHENHAUS (2004) o tipo sanguineo ndo tem sido
associado com o género ou cor da pelagem.

Estudo recentemente desenvolvido nos Estados Unidos revelou a
ocorréncia de um novo tipo sanguineo denominado “Mik”, o qual promove reacdes
transfusionais cerca de quatro dias apos uma primeira transfusao sanguinea entre
animais que eram previamente compativeis ao teste de reagdo cruzada
(WEINSTEIN et al.,, 2007), no entanto, antissoros e reagentes para detecta-lo

ainda nao estéo disponiveis.

1.3.2 Aloanticorpos

Os gatos, com excecdo dos que possuem O grupo sanguineo AB,
apresentam anticorpos de ocorréncia natural, também chamados de
aloanticorpos. Todos os gatos com sangue tipo B possuem alta concentracao
sérica de aloanticorpos, considerados fortes hemaglutininas e hemolisinas contra
hemacias do tipo A; enquanto que os gatos tipo A apresentam hemaglutininas e
hemolisinas fracas contra o tipo B (BROWN & VAP, 2006).

Anticorpos contra antigenos de grupos sanguineos sao encontrados no
plasma e geralmente sdo da classe IgM (LACERDA, 2005). Em gatos sao
clinicamente significantes e podem resultar em transfusdes sem efeitos ou em
severas reagoes transfusionais (KNOTTENBELT, 2002).



Os aloanticorpos sdo formados quando antigenos encontrados na
natureza se assemelham a antigenos eritrocitarios do tipo A ou B. Esses
antigenos sao, entdo, reconhecidos como improprios e estimulam a formacéo dos
anticorpos. A auséncia de aloanticorpos de ocorréncia natural em muitas espécies
de animais domésticos pode estar relacionada a auséncia de exposicdo a
epitopos naturais apropriados. Nao estd bem estabelecido se os gatos tipo A sem
a expressao de anticorpos anti-B circulantes expressam maiores proporcdes de
NeuAc do que aqueles gatos tipo A com altos titulos de anticorpos de ocorréncia
natural (KNOTTENBELT, 2002).

Em transfusdes autdlogas ou alogénicas compativeis a meia vida dos
eritrocitos é de 29 a 39 dias. Caso eritrocitos de um gato tipo B sejam
transfundidos a um gato tipo A, a meia vida destes sera de 2,1 dias. Enquanto
que, se eritrocitos de um gato tipo A forem administrados a um gato do tipo B, a
meia vida destas células serd menor que seis horas e resultara em uma reacao
anafilatica sistémica e em hemdalise intravascular (COUTO, 2001).

A dramatica diminuicdo no tempo de sobrevivéncia de eritrocitos
associada com tais transfusfes incompativeis, marcadamente diminui o0s
beneficios terapéuticos da transfusdo. Adicionalmente, transfusdes incompativeis
tém o potencial de por a vida do paciente em perigo imediato, devido ao

desenvolvimento de uma reacéo transfusional (PROVERBIO et al., 2009).

1.3.3 Escolha do doador

Alguns cuidados devem ser tomados para que a pratica de transfusao
sanguinea seja realizada com alta qualidade, entre eles a escolha do doador
(LUCAS et al., 2004).

O doador felino ideal deve pesar mais que 4,5 kg, apresentar
hematdcrito proximo de 35%, demonstrar bom temperamento e estar em
adequadas condic6es fisicas (LANEVSCHI & WARDROP, 2001). Em decorréncia
das doencas infecciosas, idealmente, animais doadores ndo devem ter acesso a
rua (LUCAS et al., 2004).

Como em medicina, cuidados especiais devem ser voltados para se
evitar a transmissdo de doengas infecciosas, aumentado a qualidade da

transfusdo sanguinea (REINE, 2004). Sendo assim, doadores requerem programa



de vacinacdo atualizado, realizacdo anual de hemogramas e perfil bioquimico,
exames parasitolégicos de fezes a cada seis meses e triagem para doencas
infecciosas (LANEVSCHI & WARDROP, 2001), devendo ser negativos aos virus
da leucemia felina (FelLV), imunodeficiéncia felina (FIV), peritonite infecciosa
felina (PIF), dirofilariose e infeccdo por Mycoplasma spp. (BROWN & VAP, 2006).

Independente do temperamento, muitos gatos necessitardo de alguma
forma de sedacéo ou anestesia durante o processo de doacdo. Mesmo em gatos
doceis, sedacdo é utilizada para prevenir movimentos durante a colheita, que
pode resultar na inutilizagdo do produto. E importante a sele¢éo de um protocolo
seguro. Gatos que requerem cuidados especiais para a sedacao ou anestesia, tal
como aqgueles com doencas cardiacas, ndo devem ser utilizados em programas
de doadores (LUCAS et al., 2004).

Os gatos podem doar de 10 a 12 mL de sangue total por quilograma e
se forem adultos sadios podem doar 50 mL a cada trés semanas (BROWN &
VAP, 2006). Apresentam, no entanto, um desafio a doacgdo, pois seu volume
sanguineo € pequeno demais para permitir uso de sistemas fechados padrao. Por
isso, 0 sangue € mais comumente colhido em seringas, por meio de um escalpe e
0 anticoagulante deve ser adicionado antes da colheita (LUCAS et al., 2004).

Os anticoagulantes mais comumente usados incluem &cido-citrato-
dextrose (ACD) e o citrato fosfato dextrose adenina (CPDA-1), os quais sao
utilizados em uma taxa de 1 mL para 6 a 9 mL de sangue total. Tipicamente,
unidades de sangue total felino contém um volume total de 60 mL, sendo 7 mL de
anticoagulante e 53 mL de sangue total. Se for colhido para estoque, entdo o
sangue total devera ser transferido assepticamente para um recipiente que
contenha 50 a 150 mL de capacidade e que seja selado para proteger contra
contaminacd@o bacteriana. O sistema de colheita a vacuo é também disponivel,
porém, anticoagulante devera ainda ser adicionado por injecdo antes da colheita
com este sistema (LUCAS et al., 2004).

A falta de um doador universal significa que programas de doadores de
sangue felino deverdo ter gatos de ambos os tipos A e B disponiveis como
doadores. O tipo AB é considerado o “receptor universal” e pode receber sangue
do tipo A ou B; porém, pelo fato de gatos do tipo B apresentarem anticorpos anti-

A, hemolise pode ocorrer em gatos tipo AB que tenham recebido sangue tipo B.



Os tipos sanguineos AB ou A sao preferidos para transfusdo em gatos AB
(HOHENHAUS, 2004).

1.3.4 Testes pré-transfusionais

Por ndo haver doadores universais, todos o0s gatos devem ser
submetidos a tipagem sanguinea ou teste de reacdo cruzada antes de receberem
uma transfusdo (HOHENHAUS, 2004). A compatibilidade entre o sangue de dois
individuos é determinada por meio do teste de reacdo cruzada, no qual o sangue
do doador é testado com o sangue do receptor a fim de verificar a ocorréncia de
aglutinacdo de hemécias, que é indicativa de incompatibilidade (LACERDA,
2005).

O teste de compatibilidade completo é expresso por meio de duas
fases: reagcdo cruzada maior e reacdo cruzada menor. A reacao cruzada maior
consiste na adicdo de soro do receptor as células do doador, seguindo um
protocolo especifico para determinar anticorpos de aglutinacdo e/ou hemalise no
paciente contra os antigenos do doador. A presenca de anticorpos resulta em
uma reacdo in vitro positiva (BROWN & VAP, 2006); esta reacdo positiva se da
quando h& observacdo macroscopica de grumos ou microscopica de agregados
eritrocitarios (LACERDA, 2005).

De acordo com REICHMANN & DEARO (2001), a incompatibilidade
manifesta-se por aglutinacdo, hemdélise, ou ambas, sendo que, na auséncia de
incompatibilidade macroscopica, esta deve ser confirmada microscopicamente em
relacdo a ocorréncia de aglutinacao.

A prova cruzada nao identifica o grupo sanguineo do animal, mas
detecta incompatibilidade soroldgica entre o paciente e o candidato a doacao
sanguinea (NOVAIS, 2003), minimizando os riscos de reagfes adversas (TOCCI
& EWING, 2009).

O principio de todos os métodos de tipagem sanguinea em veterinaria €
a visivel reacdo de aglutinacdo entre os antigenos de superficie da parede dos
eritrocitos do paciente e um conhecido antissoro (GIGER et al., 2005; STIEGER et
al., 2005).

Para tipagem sanguinea em gatos estd comercialmente disponivel o

cartdo de tipagem (Figura 2), o qual consiste em um cartdo apresentando trés



10

pocos pré-determinados como: controle com solucdo salina (C), teste paciente
tipo A contendo soro felino B como reagente anti-A (A) e teste paciente tipo B
contendo Triticum vulgaris, uma lectina de germe de trigo, que induz aglutinacao
do tipo B (B) (KNOTTENBELT et al., 1999).

Rapid C5]
(Feline A, B, AB) (Feline A, B, AB)

Cat _PI\NTK  pate \210> |00 Cat DMWY pate 103 |0b

Auto-

utination
e Screen

- -

Patient
Test

Patient
Test

A Product of dms\agrolabo products ag & ,B“m:nmmﬁo oducts ag

mhawamwm SRapidVet is a of dms laboratories, inc.

FIGURA 2 — Tipagem sanguinea com o cartdo Rapid Vet H
Feline (DMS Laboratories, Flemington, USA).
Gato positivo para o tipo sanguineo A (A) e
gato positivo para o tipo sanguineo B (B)
Fonte: LACERDA et al. (2008)

Outra técnica € o teste de hemaglutinagdo em tubos de ensaio, no qual
0 soro de um gato tipo B pode ser usado como o anti-A. Para a detecc¢do do tipo
B, solugédo com lectina do germe de trigo pode ser utilizada (KNOTTENBELT et
al., 1999), Triticum vulgaris lectina, reconstituido com 20 mL de fosfato-buferado
salino por solucdo a 100-pg/mL, ou solugcdo salina tamponada, estocado a 4°C
(LANEVSCHI & WARDROP, 2001). Esta é considerada a técnica padrdo ouro,
sendo aplicada como referéncia em varias pesquisas (KNOTTENBELT et al.,
1999; STIEGER et al., 2005).

O teste de aglutinacdo em coluna de gel é uma técnica que consiste de

um cartdo com seis microtubos. Cada microtubo contém uma matriz de gel com
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anticorpo monoclonal anti-A em um tubo etiquetado “A” e anticorpo anti-B em um
tubo etiquetado “B” e um tubo etiquetado “ctl” que ndo contém nenhum reagente e
serve como controle negativo. Resultados concordantes foram obtidos
comparando-se a técnica de cartdo com a técnica de aglutinacdo em coluna de
gel, exceto para gatos do tipo AB, sendo que, para esse tipo sanguineo a técnica
de aglutinacdo em coluna de gel foi mais sensivel (PROVERBIO et al., 2009).

1.3.5 Reacg0es de incompatibilidade

Os aloanticorpos contra tipos sanguineos estranhos no gato séo
responsaveis pela destruicdo prematura de células vermelhas transfundidas,
caracterizada clinicamente por severas reacdes transfusionais (KNOTTENBELT,
2002) e isoeritrolise neonatal (GURKAN et al., 2005).

As reacdes transfusionais podem ser classificadas como imunolégicas
ou ndo-imunolégicas e como agudas ou tardias. As reacgdes imunoldgicas
decorrem, principalmente, de incompatibilidade sanguinea, reacdes a proteinas
plasmaticas e reacdes a leucécitos e plaquetas. Quando agudas, estas reacfes
promovem hemodlise, hipersensibilidade aguda e sensibilizacdo a plaquetas e
leucécitos, enquanto que as reacgles tardias apresentam hemolise, purpura pos-
transfusional, isoeritrélise neonatal e imunossupressao (LACERDA, 2005).

Quando classificadas como reacbes ndo-imunolégicas agudas as
reacdes transfusionais decorrem de hipervolemia, contaminacdo bacteriana,
intoxicacdo por citrato, coagulopatia, trombose, hiperamonemia, hipotermia,
hipofosfatemia, hipercalemia, embolia por ar, microembolismo pulmonar e
acidose. As reacfes ndo imunoldgicas tardias geralmente decorrem de
transmissao de doenca infecciosa e hemosiderose (LACERDA, 2005).

A severidade de uma reacao transfusional adversa varia de amena,
tendo como sinal clinico apenas febre, a severa, resultando no obito do paciente
(LANEVSCHI & WARDROP, 2001). Obito é descrito numa ocorréncia de 30% em
gatos que receberam transfusao sanguinea incompativel (HOHENHAUS, 2004).

Para CHIARAMONTE (2004), uma sequéncia adequada de teste para
avaliar a frequéncia cardiaca, respiratéria, temperatura corporal e sinais de
reacdo como febre, vomito, diarréia, hipotenséo, alteracdo na coloracdo da urina e

colapso deve ser realizada a cada 15 minutos na primeira hora de transfusdo. A
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velocidade lenta na administracdo do sangue auxilia na identificagcdo destas
reagOes transfusionais. Se reagbes adversas ndo forem observadas a taxa de
transfusdo pode ser aumentada, mas se alguma reacdo for observada, a
transfusdo sanguinea deve ser interrompida imediatamente.

De maneira geral, o risco de reacdes adversas € diminuido quando se
utilizam produtos que tenham sido adequadamente colhidos, processados e
estocados, quando o doador é um animal saudavel e quando apropriada
sequéncia de testes foi desenvolvida (LANEVSCHI & WARDROP, 2001). Para
AGUILAR et al. (2008) o emprego de hemoprodutos para transfusdo em medicina
veterinaria, em detrimento ao sangue total, trata-se de uma maneira de se reduzir
a ocorréncia de reacdes adversas, além de otimizar o uso do sangue.

Em uma avaliacdo clinica de transfusdes sanguineas em 91 gatos,
WEINGART et al. (2004) encontraram taxas de sobrevivéncia nos dias 1 e 10,
pés-transfusdes compativeis, de 84,1% e 63,7%, respectivamente. Nao foram
encontrados sinais especificos de incompatibilidade sanguinea em nenhum dos
casos, sendo que 0s animais que morreram apresentavam grave anemia por
perda sanguinea e eritropoiese ineficiente, ndo podendo ser as mortes atribuidas
a reac0es transfusionais.

No entanto, de acordo com KNOTTENBELT (2002), embora a aparente
incidéncia de reacdes transfusionais pareca ser baixa na clinica de animais, isto
provavelmente reflete uma falha em reconhecer as complicacbes advindas das
transfusGes sanguineas.

Reacdes de incompatibilidade sanguinea relacionados a isoeritrolise
neonatal podem ocorrer quando uma fémea do tipo sanguineo B tem gatinhos tipo
A e os aloanticorpos da méae destruirdo as hemacias dos filhotes nas primeiras
semanas de vida. Como matrizes tipo A tém baixos titulos de anticorpos anti-B,
estes sdo improvavelmente altos o suficiente para resultar em isoeritrolise
neonatal nos gatinhos tipo B (GURKAN et al., 2005).

Para GUERRA et al. (2007), o conhecimento da prevaléncia dos tipos
sanguineos pode auxiliar na determinacéo dos riscos de reagdes transfusionais e
também na ocorréncia de isoeritrélise neonatal, tais riscos podem ser prevenidos
com a tipagem sanguinea ou com o teste de compatibilidade sanguinea em caso

de transfusdo sanguinea ou em casos de acasalamentos.
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De acordo com GURKAN et al. (2005), a determinacdo de titulos de
anticorpos também pode ajudar a avaliar os riscos de reacdes transfusionais
seguintes a uma transfusdo incompativel, ou o risco de isoeritrdlise neonatal
afetar filhotes nascidos de pais de grupos sanguineos desconhecidos. Em
trabalho realizado para determinar os titulos de aloanticorpos naturais o0s
anticorpos anti-A estavam presentes em 85,9% dos tipos B com titulos de

anticorpos variando de 1:8 a 1:64.

1.3.6 Transfusdo sanguinea interespecifica

Os felideos selvagens sdo constantes vitimas de atropelamentos em
rodovias (MELO & SANTOS-FILHO, 2007) e infestacdo por endo, ecto
(LABRUNA et al., 2005) e hemoparasitos (ANDRE, 2008), necessitando muitas
vezes de transfusdo sanguinea.

De acordo com MELO & SANTOS-FILHO (2007), os mamiferos sdo a
maioria dos animais atropelados na BR-070 na Provincia Serrana — Caceres/MT,
com um percentual de 59,24% (n=125). A maior parte deles foi representada
pelos carnivoros com 52 individuos atropelados, incluindo algumas espécies raras
ou em via de extingdo tais como: gato-mourisco (Puma yagouaroundi), gato-
palheiro (Leopardus colocolo), onca-parda (Puma concolor) e jaguatirica
(Leopardus pardalis).

Estudo realizado por LABRUNA et al. (2005) relatou a presenca de
carrapatos em diversas espécies de felinos selvagens no Brasil entre eles, a
jaguatirica (Leopardus pardalis), o gato mourisco (Puma yagouaroundi) e o gato
palheiro (Leopardus colocolo), sendo que os principais carrapatos encontrados
foram do género Amblyomma.

ANDRE (2008) pesquisou a ocorréncia de Babesia canis e Erlichia
canis em felideos selvagens brasileiros mantidos em cativeiro, por meio de
técnicas moleculares e soroldgicas, encontrando 86% dos animais soropositivos
para Babesia canis e entre 25% e 34% de soropositividade para Erlichia canis,
demonstrou ainda que 23,61% eram c0-SOropositivos.

Animais selvagens podem apresentar manifestagbes clinicas de
babesiose semelhantes aquelas observadas em animais domésticos quando

mantidos em cativeiro, sendo que, fatores estressantes, tais como captura e
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manutencdo em cativeiro durante certo periodo de tempo, podem reagudizar uma
babesiose clinica, causada por parasitos usualmente benignos para os animais
selvagens, muitas vezes, levando a necessidade de realizacdo de transfusdes
sanguineas (ANDRE, 2008).

Para a realizacdo de transfusbes sanguineas seguras e efetivas é
necessario que se tenha um conhecimento aprofundado acerca dos antigenos
eritrocitarios, mas poucos estudos abordam o0s grupos sanguineos em felinos
selvagens. Estudo realizado por GRIOT-WENT & GIGER (1999) em 131 felideos
ndo domésticos pertencentes a 26 espécies distintas, por meio do teste de
hemaglutinacdo em tubos estabelecido para gatos domésticos, mostrou que 80%
dos felideos tinham o tipo A, 18% o tipo B e 2% o tipo sanguineo AB. As tipagens
sanguineas foram realizadas em nove jaguatiricas (Leopardus pardalis), cinco
gatos mouriscos (Puma yagouaroundi) e cinco gatos palheiros (Leopardus
colocolo), sendo os resultados 100% para o tipo A, 100% para o tipo B e 100%
para o tipo A, respectivamente.

GRIOT-WENT & GIGER (1999) também avaliaram os glicolipidios dos
eritrécitos analisado-os por meio de camada de cromatografia de alto
desempenho e o0s resultados revelaram padrdo de gangliosideo similar ao
encontrado em gatos domésticos. Quanto a pesquisa de ocorréncia de
aloanticorpos naturais, o estudo revelou que 90% do plasma dos felideos
selvagens nédo reagiram com os tipos A e B de outros felideos do mesmo grupo
filogenético, sugerindo a ndo ocorréncia de aloanticorpos naturais.

A transfusdo sanguinea interespecifica, também chamada de
xenotransfusdo, é uma técnica que se baseia na transfusdo de sangue de um
doador para um receptor de espécie diferente. Tal procedimento, ja foi realizado
no século XVII sem sucesso, mas estd sendo reconsiderado atualmente,
mediante o0 progresso das pesquisas em xenotransplantacéo e a necessidade de
suprimento sanguineo (ROUX et al, 2007).

Estudo realizado por SILVESTRE-FERREIRA et al. (2006) demonstrou
gue amostra de soro de gatos selvagens (Felis silvestris) tipo A n&o aglutinou
hemacias de gatos domésticos (Felis catus) do mesmo grupo sanguineo, fato
gue, associado aos resultados descritos por GRIOT-WENT & GIGER (1999)

fomentam a hipétese de possibilidade de realizacdo de transfusdo sanguinea
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interespecifica tendo como doador o gato doméstico para espécies de felideos

selvagens.

1.4 Hematologia e bioquimica sérica

O conhecimento do quadro hematologico é de grande importancia na
clinica médica, visto que existem variacdes constantes entre os diferentes sexos e
idades, além da influéncia de fatores de ordem nutricional, ecologica e patoldgica,
que alteram o estado fisico e de sanidade dos animais. Para NAVES et al. (2006),
a avaliacdo hematoldgica é importante, pois permite analisar o estado de saude
dos animais e diagnosticar doencas, mesmo antes do aparecimento dos
sintomas, sendo também de notavel relevancia no acompanhamento de
tratamentos, possibilitando avaliar a resposta a terapéutica.

Diversas variaveis, como idade, sexo, estado de hidratacéo e condicao
nutricional influenciam os resultados dos testes bioquimicos. Fatores ambientais
como fotoperiodo, temperatura e manejo, bem como métodos de colheita de
amostras, técnicas laboratoriais e equipamentos representam outras fontes de
variagcdo. As variaveis das colheitas das amostras incluem métodos de contencao,
tipo de anestésico, momento da colheita, tipo de anticoagulante, local de
obtencdo da amostra e seu manuseio e armazenamento (CAMPBELL, 2006).

Com frequéncia, a bioguimica sérica € utilizada para avaliar a satude de
pacientes mamiferos ndo domésticos, no entanto, sdo poucos 0s estudos sobre o
perfil bioguimico destas espécies. Em geral, a interpretacdo dos resultados
baseia-se aquela aplicada as espécies domésticas (CAMPBELL, 2006).

A possibilidade de realizacdo de transfusdo sanguinea interespecifica
segura entre a espécie doméstica Felis catus e as espécies selvagens Puma
yagouaroundi, Leopardus pardalis e Leopardus colocolo, auxiliard no tratamento
de emergéncias clinicas envolvendo as espécies selvagens, contribuindo para
sua conservacao, tendo em vista a maior disponibilidade de gatos domésticos e a
facilidade em maneja-los, bem como o fato de bancos de sangue veterinarios ja

ser uma realidade. A caracterizacdo hematologica e bioquimica também sera um
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importante auxilio no diagnostico de enfermidades envolvendo as espécies

selvagens em questéo, visto serem escassas informagdes sobre as mesmas.

1.5 Objetivos

O objetivo deste estudo foi realizar a tipagem sanguinea de gatos
mouriscos (Puma yagouaroundi), jaguatiricas (Leopardus pardalis), gatos
palheiros (Leopardus colocolo) e de gatos domésticos sem raca definida e da raca
Persa; identificar os tipos sanguineos iguais (correspondentes) para espécies
domésticas e selvagens; realizar testes de compatibilidade entre estes tipos para
avaliar a possibilidade de realizar transfusdo sanguinea interespecifica, além de

realizar a caracterizacdo hematoldgica e bioquimica dos animais avaliados.
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CAPITULO 2 — TIPAGEM SANGUINEA E TESTE DE COMPATIBILIDADE EM
GATOS SELVAGENS E DOMESTICOS

Resumo

Para que transfusdes sanguineas sejam seguras e efetivas € necessario que se
conheca os grupos sanguineos e se tenha informacdes sobre anticorpos, o que ja
estd bem estabelecido para gatos domeésticos, mas pouco elucidado para felideos
selvagens. O sistema de grupos sanguineos reconhecido para gatos € o AB,
constituido pelos tipos sanguineos A, B e AB, sendo, o tipo A o0 mais prevalente e
0 AB o mais raro. Os felinos apresentam anticorpos de ocorréncia natural contra o
antigeno do tipo sanguineo que ndo possuem O gue torna os testes de
compatibilidade e a tipagens sanguineas importantes na prevencdo de reacdes
transfusionais. O objetivo deste estudo foi realizar a tipagem sanguinea de oito
gatos mouriscos (Puma yagouaroundi), oito jaguatiricas (Leopardus pardalis), sete
gatos palheiros (Leopardus colocolo), sete gatos domésticos (Felis catus) da raca
Persa e de oito gatos domésticos (Felis catus) SRD; e testes de compatibilidade
entre 0s tipos sanguineos iguais das diferentes espécies, para avaliar a
possibilidade de se realizar transfusGes interespecificas. Nas tipagens, a
ocorréncia do tipo sanguineo tipo A foi de 100% entre as jaguatiricas, gatos
palheiro e gatos domésticos Persa e de 85,72% entre os gatos domésticos SRD,
100% dos gatos mouriscos foram tipo B e 14,28% dos gatos domésticos SRD.
Aos testes de compatibilidade sanguinea, 87,5% (n=4) das jaguatiricas foram
incompativeis com gatos domeésticos e 12,5% (n=1) foram compativeis; 100% (n=
6) dos gatos palheiros foi compativel com gatos domésticos e 100% (n= 4) dos
gatos mouriscos foi incompativel com gato doméstico do tipo B.

Palavras-chave:Felis colocolo, Leopardus pardalis, Puma yagouaroundi, tipos
sanguineos, xenotransfusao.

BLOOD TYPING AND COMPATIBILITY TEST IN WILD AND DOMESTIC CATS

Abstract

So that blood transfusions are safe and effective are necessary that if it knows the
blood groups and that it has information on antibodies, what already well is
established on domestic cats, but little elucidated for wild felids. The blood system
recognized for cats is the AB, consisting of the blood types A, B and AB, being, the
type A the more common and AB more rare. The cats present antibodies of
natural occurrence against the antigen of the blood type that they do not has, what
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it becomes very important tests of compatibility and blood typing in the prevention
of transfusions reactions. The aim this study was to carry through blood typing of
eight jaguarundies (Puma yagouaroundi), eight ocelots (Leopardus pardalis),
seven pampas cats (Leopardus colocolo), seven domestic cats (Felis catus) of the
Persian race and eight domestic cats (Felis catus) SRD; and compatibility tests
between equal blood types of the different species, to evaluate the possibility of if
carrying through interspecific transfusions. In the typing, the occurrence of the
blood type A was of 100% between the ocelots, pampas cats and domestic cats
Persian and of 85,72% between domestic cats SRD, 100% of the jaguarondis was
type B and 14,28% of domestic cats SRD. In the tests of blood compatibility,
87,5% (n=4) of the ocelots was incompatible with domestic cats and 12,5% (n=1)
was compatible; 100% (n= 6) of the pampas cats was compatible with domestic
cats and 100% (n= 4) of the jaguarundies was incompatible with domestic cat of
type B.

Keywords: blood types, Felis colocolo, Leopardus pardalis, Puma yagouaroundi,
xenotransfusion.

2.1 Introducéao

Os felideos selvagens sdo constantes vitimas de atropelamentos em
rodovias (MELO & SANTOS-FILHO, 2007), infestagdo por endo, ecto (LABRUNA
et al., 2005) e hemoparasitos, como Ehrlichia spp. (ANDRE et al., 2010) e
Babesia spp. (ANDRE, 2008). Sendo assim, necessitam muitas vezes de
transfusdo sanguinea, utilizada para a recuperacdo da capacidade de transporte
de oxigénio em casos de anemia grave (ROCHA et al., 2009).

Para realizacdo de transfusfes sanguineas seguras e efetivas é
necessario que se conheca acerca dos grupos sanguineos (LANEVSCHI &
WARDROP, 2001). O principal sistema sanguineo descrito para gatos € o AB
(TIZARD, 2009), o qual inclui os tipos A, B e o raro tipo AB.

Apesar de usar as mesmas letras que sao aplicadas aos grupos
sanguineos humanos, ndo ha relacdo soroldgica entre o sistema de grupo
sanguineo AB felino e o sistema de grupo sanguineo ABO humano
(HOHENHAUS, 2004). Um tipo sanguineo que nao expresse antigenos
eritrocitarios, a semelhanca do tipo O em humanos, ndo foi descrito ainda
(KNOTTENBELT, 2002).
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Estudo desenvolvido nos Estados Unidos relatou a ocorréncia de um
novo tipo sanguineo denominado “Mik” (WEINSTEIN et al., 2007), no entanto,
antissoros e reagentes para detecta-lo ainda nao estédo disponiveis.

O tipo A é o grupo sanguineo predominante em felinos mundialmente,
embora a prevaléncia de tipos A, B e AB dentro da populacao felina altere entre
gatos de ragas puras e mesticos. O tipo sanguineo AB é encontrado apenas em
racas de gatos nas quais ha o tipo B em sua populacdo, incluindo os gatos
domésticos de racas puras especificas (HOHENHAUS, 2004). Estima-se que
aproximadamente 75% a 95% dos gatos sejam A positivos, aproximadamente 5%
a 25% sejam B positivos e que menos de 1% seja AB (TIZARD, 2009).

Informacdes acerca de grupos sanguineos ja estdo bem estabelecidas
para gatos domésticos, no entanto, ainda ha poucos estudos no que se refere aos
felinos selvagens. Estudo realizado por GRIOT-WENT & GIGER (1999) em 131
felideos ndo-domeésticos pertencentes a 26 espécies distintas, por meio do teste
de hemaglutinacdo em tubos estabelecido para gatos domésticos, mostrou que
80% dos felideos tinham o tipo A, 18% o tipo B e 2% o tipo sanguineo AB. As
tipagens sanguineas foram realizadas em nove jaguatiricas (Leopardus pardalis),
cinco gatos mouriscos (Puma yagouaroundi) e cinco gatos palheiros (Leopardus
colocolo), sendo os resultados 100% para o tipo A, 100% para o tipo B e 100%
para o tipo A, respectivamente.

GRIOT-WENT & GIGER (1999) também avaliaram os glicolipidios dos
eritrécitos, analisando-os por meio de camada de cromatografia de alto
desempenho. Os resultados revelaram padrdo de gangliosideo similar ao
encontrado em gatos domésticos. Quanto a pesquisa de ocorréncia de
aloanticorpos naturais, o estudo revelou que 90% do plasma dos felideos
selvagens nao reagiram com os tipos A e B de outros felideos do mesmo grupo,
sugerindo a ndo ocorréncia de aloanticorpos naturais.

A transfusdo sanguinea interespecifica, também chamada de
xenotransfusdo, é uma técnica que se baseia na transfusdo de sangue de um
doador para um receptor de espécie diferente. Tal procedimento, ja foi realizado
no século XVII sem sucesso, mas esta sendo reconsiderado atualmente,
mediante o progresso das pesquisas em xenotransplantacéo e a necessidade de

suprimento sanguineo (ROUX et al., 2007).
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Estudo realizado por SILVESTRE-FERREIRA et al. (2006) demonstrou
gue amostra de soro de gatos selvagens (Felis silvestris) tipo A ndo aglutinou
hemécias de gatos domésticos (Felis catus) do mesmo grupo sanguineo, fato
que, associado aos resultados descritos por GRIOT-WENT & GIGER (1999)
fomentam a hipotese de possibilidade de realizacdo de transfusdo sanguinea
interespecifica, tendo como doador o gato doméstico para espécies de felideos
selvagens abordadas neste estudo.

Objetivo deste trabalho foi realizar tipagens sanguineas em felinos
selvagens das espécies Puma yagouaroundi, Leopardus pardalis e Leopardus
colocolo, e em gatos domésticos (Felis catus) sem raca definida SRD e da raca
Persa para o sistema AB, realizar testes de compatibilidade sanguinea entre
felinos selvagens e gatos domésticos do mesmo tipo sanguineo, avaliando assim,

a possibilidade de realizagdo de transfusdo sanguinea interespecifica.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Planejamento do estudo

O estudo foi realizado na Universidade Federal de Goias (UFG), em
parceria com o Laboratério de Analises Clinicas Veterinarias da Faculdade de
Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Foi
submetido & aprovacao prévia pelo Comité de Etica e Pesquisa da UFG, protocolo
namero 265/2010 (Anexo 1) e pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade — SISBIO do Ministério do Meio Ambiente, sob o cdodigo de
autenticacdo numero 58723968 (Anexo 2).

Os 38 felideos utilizados foram subdivididos nos seguintes grupos: oito
gatos mouriscos (Puma yagouaroundi), oito jaguatiricas (Leopardus pardalis), sete
gatos palheiros (Leopardus colocolo), sete gatos domésticos (Felis catus) da raca
Persa e oito gatos domésticos (Felis catus) sem raga definida (SRD).

Amostras sanguineas dos gatos selvagens foram colhidas no Parque
Zooldgico de Goiania, exceto de quatro gatos mouriscos, pertencentes ao Centro
de Triagem de Animais Silvestres (CETAS).
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As amostras sanguineas de gatos domésticos foram provenientes de
doadores, cujos proprietarios foram previamente contactados. As colheitas
ocorreram apos assinatura do termo de consentimento (Anexo 3).

Foram excluidos gatos muito jovens, senescentes ou que
apresentassem sinais clinicos de enfermidade. Os animais foram avaliados
clinicamente por meio de exames fisicos, conforme metodologia descrita por
RADOSTISTS et al. (2002) (Anexo 4).

2.2.2 Colheita das amostras

Para avaliagdo clinica e colheita de amostras de sangue, os felideos
selvagens foram contidos quimicamente com cetamina e midazolam nas doses
recomendadas para mamiferos, 10 mg/Kg (CARPENTER & BRUNSON, 2007) e
0,2 mg/Kg (MASSONE, 1999), respectivamente.

Os gatos palheiros, por apresentarem porte menor, foram contidos com
pucas previamente a administracdo dos farmacos com seringa e agulha. A
maioria dos gatos mouriscos e jaguatiricas foi sedada utilizando-se zarabatana e
dardos (Figura 1), apenas os mais déceis foram contidos com puca, seguindo-se
a administracdo dos tranquilizantes. Os gatos domésticos também foram
submetidos a contencd@o quimica, utilizando-se o mesmo protocolo descrito para
os felideos selvagens, sendo contidos fisicamente com a ajuda dos proprietarios,

previamente & administracédo dos farmacos.

FIGURA 1 - Gato mourisco com o dardo
preso ao membro posterior
direito
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As amostras de sangue foram obtidas por meio de puncg&o venosa
jugular, utilizando-se tubos para coleta a vacuo (BD, Becton Dinckinson, Sao
Paulo, Brasil) e agulhas 25 x 0,8 mm (Labor Import, Sdo Paulo, Brasil). Foram
colhidos 3,0 mL de sangue de cada animal em tubo contendo EDTA K3 (acido
etilenodiaminotetracético tripotassico) para realizacdo da tipagem sanguinea e
teste de compatibilidade (Figura 2).

FIGURA 2 - Colheita de sangue da veia jugular em gato mourisco (A) e em
jaguatirica (B) em tubo com EDTA K3 para tipagem e teste de
compatibilidade sanguinea

2.2.3 Processamento da amostra sanguinea

O sangue foi mantido sob refrigeracao a 4°C por no maximo trés dias.
A amostra foi centrifugada e o plasma separado do concentrado de eritrécitos. Os
eritrocitos foram submetido a trés lavagens consecutivas com solucdo salina
tamponada (NaCl 0,9%), por meio de inversao dos tubos e posterior centrifugacao
a aproximadamente 1260 g por cinco minutos, formando uma suspensao de

células a 5%.

2.2.4 Tipagem sanguinea

A tipagem sanguinea foi realizada por meio do teste de hemaglutinagao
em tubo de ensaio (GIGER et al., 1991; ABRAMS-OGG, 2000). Foram colocados
em trés tubos diferentes, previamente identificados, 50 yuL de NaCl 0,9%, 50 uL

do soro anti-A (soro do felino tipo B) e 50 uL de solucéo anti-B preparada com a
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lectina do Triticum vulgaris, nos quais foram adicionados 25 pL da suspensao de
eritrocitos a 5% e homogeneizados suavemente.

Decorridos 15 minutos de incubacéo a temperatura ambiente, os tubos
foram centrifugados por 15 segundos a 1260 g. A leitura do resultado deu-se pela
ressuspensdo das células para observar a presenca ou auséncia de aglutinacao
nos tubos de ensaio. De acordo com STIEGER et al. (2005), o grau de

aglutinacéo (Quadro 1) foi avaliado pelo escore de 0 (negativo) a 4+ (positivo).

QUADRO 1 - Escores de aglutinacdo em testes de tipagem sanguinea, de acordo
com classificagdo macroscopica

Escores Descricao
Negativo (-) Nenhuma reacédo (animal negativo para o sorotipo testado)
Uma cruz (+1) Varios grumos pequenos em sobrenadante avermelhado

Duas cruzes (+2) | Varios grumos um pouco maiores em sobrenadante

ligeiramente avermelhado

Trés cruzes (+3) Um grumo médio e alguns grumos pequenos em

sobrenadante quase limpido

Quatro cruzes (+4) | Um unico grande grumo em sobrenadante limpido

O antissoro anti-A utilizado nos primeiros testes realizados neste
experimento foi o soro de um gato do tipo sanguineo B, previamente tipado no
Laboratério de Andlises Clinicas Veterinarias (LACVet) da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul e a solucdo de lectina de Triticum vulgares (lectina do
gérmen do trigo na propor¢cdo de 60 pL/mL em solucdo tampéao fosfato - PBS),
também foi preparada no mesmo laboratério.

Para a confirmacgéo dos tipos B procedeu-se a repeticdo da prova,
preparando-se uma solucdo de eritrocitos 5%, onde 25 pL dessa solucdo foram
pipetados em tubo com 50 pL de plasma do mesmo animal. Em outro tubo, 25 pL
da solucéo de eritrocitos a 5% um gato tipo A, ja conhecido, foi adicionado a 50
puL de plasma do animal a ser testado. Apenas um gato domeéstico e um gato
mourisco tiveram seu sangue confirmado para o tipo sanguineo B, procedimento

gue ocorreu no LACVet da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
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Apés a confirmacdo dos tipos B, os soros destes animais foram
utilizados como reagentes anti-A para a realizacdo de novos testes de tipagem

sanguinea.

2.2.5 Teste de compatibilidade sanguinea

O teste de compatibilidade sanguinea entre gatos domésticos e
selvagens foi realizado exclusivamente entre as amostras com 0 mesmo tipo
sanguineo. Foi utilizado o teste de reacdo cruzada maior, menor e controle,
segundo metodologia descrita por ABRAMS-OGG (2000).

Para cada animal foram rotulados quatro tubos de ensaio (Figura 3):
maior, menor, controle do doador e controle do receptor, para a avaliacdo a 25 °C
e mais quatro tubos idénticos para avaliacdo a 37 °C. Foram acrescentados
células e plasma como se segue:

» Controle do receptor: 25 pL de solucdo de eritrocitos do receptor e 50 pL de
plasma do receptor.

» Maior: 50 pL de plasma do receptor e 25 pL de solucdo de eritrécitos do
doador.

» Menor: 25 pL de solugcdo de eritrécitos do receptor e 50 L de plasma do
doador.

» Controle do doador: 25 pL de solucdo de eritrécitos do doador e 50 yL de

plasma do doador.

FIGURA 3 - Tubos de ensaio de 5 mL preparados para a realizacdo do teste de
compatibilidade sanguinea a 25°C (A) e apds incubagdo e
centrifugagéo, evidenciando incompatibilidade macroscoépica 3+ (B)
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ApoOs incubacdo a 25 °C e 37 °C durante 15 minutos, os tubos foram
centrifugados a 1260 g, por 15 segundos. A seguir, foram avaliadas as presencas
de hemdlise e de aglutinagcdo. Quando ndo foi possivel a visualizacdo de

aglutinacdo macroscopicamente, a solucao foi examinada ao microscopio éptico.

2.2.6 Analise estatistica
Os resultados obtidos nos testes de reacdo cruzada foram submetidos
a tabulacédo e apods esta etapa os resultados foram analisados com o auxilio da

estatistica descritiva, por meio de determinacéo das frequéncias.

2.3 Resultados

Foram positivos para o tipo sanguineo A 100% dos gatos domésticos da
raca Persa e 87,5% dos gatos domésticos SRD. Apenas uma fémea SRD (12,5%)
foi positivo para o tipo sanguineo B.

Dentre as espécies selvagens 100% dos gatos palheiros e 100% das
jaguatiricas foi positivo para o tipo A. Entre os gatos mouriscos, 100% foi positivo
para o tipo sanguineo B (Tabela 1). Ndo foram encontrados animais positivos

para o tipo sanguineo AB entre as espécies testadas.

TABELA 1 - Numero de animais de cada espécie/raca testados e frequéncia
observada dos tipos sanguineos segundo o sistema AB

Tipo Sanguineo (%)

Espécie N
A B AB
Gato Persa 7 100 0 0
Gato SRD 8 87,5 12,5 0
Gato Palheiro 7 100 0 0
Jaguatirica 8 100 0 0
Gato Mourisco 8 0 100 0

Dois gatos SRD, um gato palheiro e duas jaguatiricas apresentaram
escore de aglutinagcédo 2+, utilizando-se como reagente anti-A 0 soro de um gato
mourisco tipo B, no entanto, quando repetida a analise com soro de um gato

doméstico tipo B, estes animais passaram a apresentar escore 4+. Os demais
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animais do tipo sanguineo A também apresentaram escore de aglutinacdo igual a
4+, utilizando-se como reagente anti-A o soro de um gato doméstico B (Figura
4A).Todos os animais positivos para o tipo B apresentaram escore de aglutinacao

4+, utilizando-se a lecitina do Triticum vulgare como reagente anti-B (Figura 4B).
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FIGURA 4 — Escore de aglutinacdo 4+ para o tipo sanguineo A (A) e para o tipo
sanguineo B (B)

Seis testes de compatibilidade sanguinea foram realizados entre gatos
palheiros e gatos domeésticos da raca Persa e SRD positivos para o tipo
sanguineo A. Todos eles foram compativeis a 25°C e a 37°C, ndo demonstrando
presenca de hemolise nem aglutinacdo macroscopicamente, mas em avaliacées
microscoépicas, observou-se que em trés testes houve a presenca de rouleaux a
25°C (2+) e nos outros trés testes realizados observou-se presenca de rouleaux a
37°C (1+).

Cinco testes de compatibilidade também foram realizados entre
amostras sanguineas de jaguatiricas e de gatos domésticos da raca Persa e SRD
positivos para o tipo sanguineo A, porém, apenas um teste entre jaguatirica e gato
Persa mostrou-se compativel, apresentando apenas rouleaux a 37°C (2+).

Os testes de compatibilidade sanguinea realizados entre os gatos
mouriscos e 0 gato doméstico SRD, mostraram-se incompativeis
macroscopicamente, com escores variando de 2+ a 4+ com um Unico grumo
central. Os resultados dos testes de compatibilidade sanguinea podem ser

visibilizados no Quadro 2.



QUADRO 2 — Descrigdo dos achados macroscépicos e microscopicos em 15 testes de compatibilidade sanguinea realizados

Identificacéo

Descricao

Macroscopica

Microscopica

Gato Palheiro X Gato Persa

Auséncia de grumos e hemodlise

Presenca de rouleaux a 37 °C (1+)

Gato Palheiro X Gato Persa

Auséncia de grumos e hemolise

Presenca de rouleaux a 37 °C (1+)

Gato Palheiro X Gato Persa

Auséncia de grumos e hemolise

Presenca de rouleaux a 37 °C (1+)

Gato Palheiro X Gato SRD

Auséncia de grumos e hemodlise

Presenca de rouleaux a 25 °C (2+)

Gato Palheiro X Gato SRD

Auséncia de grumos e hemolise

Presenca de rouleaux a 25 °C (2+)

Gato Palheiro X Gato SRD

Auséncia de grumos e hemolise

Presenca de rouleaux a 25 °C (2+)

Jaguatirica x Gato Persa

Presenca de grumos a 25°C e 37°C (2+)

Jaguatirica x Gato Persa

Auséncia de grumos e hemodlise

Presenca de rouleuax a 37°C (2+)

Jaguatirica x Gato SRD

Presenca de grumos a 25°C e 37°C (2+)

Jaguatirica X Gato SRD

Presenca de grumos a 25°C e 37°C (3+)

Jaguatirica X Gato SRD

Presenca de grumos a 25°C (2+) e auséncia de
grumos a 37°C

Presenca de rouleuax a 37°C (2+)

Gato mourisco X Gato SRD"

Presenca de grumos a 25°C e 37°C (3+)

Gato mourisco X Gato SRD"

Presenca de grumos a 25°C e 37°C (3+)

Gato mourisco X Gato SRD"

Presenca de grumos a 25°C e 37°C (2+)¥

Gato mourisco X Gato SRD*

Presenca de grumos a 25°C e 37°C (2+)¥

* amostras sanguinea do Unico gato doméstico do tipo B encontrado neste estudo
T a reacdo de incompatibilidade mostrou-se mais evidente comparando-se a solucdo de eritrécitos do gato mourisco com o plasma do gato

domeéstico, apresentando 4+

33
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2.4 Discussao

O protocolo anestésico mostrou-se eficaz para a sedacao dos animais
domésticos, mas a dose foi insuficiente para a maioria dos felinos selvagens
avaliados neste estudo, que necessitaram de dose complementar para permitir a
realizacdo dos procedimentos de colheita sanguinea.

A distribuicdo dos grupos sanguineos do sistema AB varia com a
regido geografica e entre as diferentes racas de felinos, mas pouco se sabe sobre
os felinos do Brasil (GUERRA et al., 2007). Os resultados das tipagens
sanguineas para 0s gatos domeésticos SRD corroboraram os estudos realizados
pelo mundo que comprovaram ser o tipo A o tipo sanguineo mais prevalente em
felinos (EJIMA et al., 1986; GIGER et al., 1991; LACERDA et al.,, 2008;
MEDEIROS et al., 2008). No entanto, apesar do numero restrito de animais
avaliados neste estudo, a ocorréncia de 12,5 % de animais do tipo B pode ser
considerada alta. De acordo com KNOTTENBELT (2002), a determinacdo da
distribuicdo dos tipos sanguineos da populacdo felina local pode ajudar a
estabelecer o risco de ocorréncia de reacdes transfusionais.

No presente estudo ndo foram encontrados gatos da raca Persa
positivos para o tipo sanguineo B, embora a literatura relate uma ocorréncia
relativamente alta (10% a 25%). Em estudo realizado por GUERRA et al. (2007)
em Porto Alegre, RS, com um numero restrito de gatos Persas (n= 18), encontrou-
se uma ocorréncia maior que 10% para o tipo sanguineo B.

Entre os felinos selvagens, os resultados encontrados corroboram o
estudo realizado por GRIOT-WENT & GIGER (1999). Todos os animais do grupo
das jaguatiricas (jaguatiricas e gatos palheiros) foram positivos para o tipo
sanguineo A e todos o0s gatos mouriscos foram positivos para o tipo B, nédo
demonstrando variabilidade genética dentro de nenhuma espécie estudada. As
reacOes ao teste de tipagem sanguinea pela técnica de hemaglutinacdo em tubos
de ensaio foram exatamente iguais as demonstradas para gatos domésticos tanto
do tipo A, quanto do tipo B.

Todos os testes de reacao cruzada entre gatos palheiros e domeésticos
foram compativeis, apesar de alguns demonstrarem a presenca de rouleaux,

mostrando que transfusfes sanguineas entre as espécies podem ser seguras,
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porém estudos para avaliar o comportamento do sangue alogénico in vivo sao
necessarios. Segundo BROWN & VAP (2006), rouleaux pode estar presente em
testes de compatibilidade sanguinea, ndo estando relacionada a
incompatibilidade, que € caracterizada pela presenca de aglutinacéo.

Apenas um teste de compatibilidade entre jaguatirica e gato domeéstico
foi compativel, demonstrando que mais estudos sdo necessarios para se avaliar a
possibilidade de realizacédo de transfusdo sanguinea entre estas espécies.

Apesar de gatos palheiros e jaguatiricas pertencerem a0 mesmo grupo
filogenético e apresentarem o mesmo tipo sanguineo nos testes de tipagem, eles
se comportaram de forma diferente quanto aos testes de compatibilidade com
gatos domésticos, que pertencem a um grupo filogenético diferente (JOHNSON et
al., 2006). Todos os testes entre gatos palheiros e gatos domésticos foram
compativeis, mas apenas um teste entre jaguatirica e gato doméstico foi
compativel.

GREEN et al. (2000), pesquisando anticorpos monoclonais para
atuarem como antissoros em testes de tipagem sanguinea para felinos,
demonstraram que alguns antissoros anti-A tinham a capacidade de aglutinar a
maioria dos sangues testados que eram positivos para o tipo A em outros testes e
que, apenas uma pequena quantidade dos sangues testados nao sofria
aglutinacdo, bem como grande parte do sangue de animais tipados AB. Esses
achados sugerem que pode haver diferencas entre antigenos eritrocitarios A de
alguns animais do tipo sanguineo A e AB. Esta constatacdo podem explicar os
diferentes comportamentos dos testes de compatibilidade sanguinea dentro do
mesmo grupo e dentro da mesma espécie encontrados no presente estudo.
Portanto, estudos utilizando a biologia molecular sdo necesséarios para explicar
estas diferencas.

Os testes de compatibilidade sanguinea entre amostras dos gatos
mouriscos, todos do tipo B, e do Unico gato doméstico positivo para o tipo B
encontrado, foram incompativeis, mostrando néo ser possivel a realizagdo de
transfusdo sanguinea entre as espécies.

Mesmo apresentando incompatibilidade em grau 4+ com o sangue de
gato doméstico do tipo B, o soro de gatos mouriscos do tipo B aglutinaram

eritrocitos do grupo sanguineo A com intensidade menor do que o soro de gatos
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domésticos do tipo B, quando utilizado como antissoro anti-A, isto pode estar
relacionado a uma menor titularidade de anticorpos, sendo que a confirmacao
dessa hipétese pode ser obtida com a determinacdo dos titulos de anticorpos.
Além disso, a aglutinacdo em grau 4+ do sangue do gato doméstico B pode ser
devido a existéncia de outro sistema sanguineo que nao conseguimos detectar.

No trabalho realizado por GRIOT-WENT & GIGER (1999) todos os
testes de compatibilidade sanguinea entre animais de grupos filogenéticos
diferentes, como os que foram realizados no presente estudo, mostraram-se
incompativeis, mas o0 mesmo teste realizado com animais do mesmo grupo
filogenético mostrou 90% dos resultados compativeis. Destaca-se que nheste
estudo animais do tipo A e tipo B eram utilizados e mesmo assim, mostravam-se
compativeis e apenas um animal da espécie Felis silvestris do tipo A foi
incompativel com um gato doméstico (Felis catus) do tipo B. No entanto, em outro
estudo realizado por SILVESTRE-FERREIRA et al. (2006), quando o teste de
compatibilidade sanguinea foi realizado entre Felis silvestris e Felis catus do tipo
A, o resultado foi compativel.

Sendo assim, os resultados encontrados neste estudo diferem dos
achados de GRIOT-WENT & GIGER (1999), pois gatos palheiros e jaguatiricas,
mesmo pertencentes a um grupo filogenético diferente dos gatos domésticos,
obtiveram resultados compativeis quando comparando o mesmo tipo sanguineo
(tipos A).

Mais estudos s&8o0 necessarios para avaliar a possibilidade de
transfusdo sanguinea entre jaguatiricas (Leopardus pardalis) e gatos domésticos

(Felis catus).

2.5 Concluséo

O sangue do gato doméstico tipo B testado ndo pode ser utilizado para
gatos mouriscos (Puma yagouaroundi). O sangue de gatos domésticos (Felis
catus) foi compativel com o sangue de palheiros (Leopardus colocolo), porém,

novos estudos devem ser realizados para avaliar se ndo ha outros antigenos
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eritrocitarios em felideos selvagens para os quais ndo possuam aloanticorpos
naturais.

Mais estudos também sdo necessarios para se avaliar a possibilidade
de transfusdo sanguinea tendo o gato doméstico como doador para jaguatiricas

(Leopardus pardalis).
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CAPITULO 3 - COMPARACAO ENTRE TECNICAS NA REALIZACAO DE
HEMOGRAMAS PARA AS ESPECIES Puma vyagouaroundi, Leopardus

pardalis E Leopardus colocolo

RESUMO

O hemograma fornece informacgfes sobre eritrcitos, leucdcitos e plaquetas
auxiliando no diagndstico e monitoramento da saude de animais. Os aparelhos de
automacao ja estdo bem estabelecidos na realizacdo de hemogramas de animais
domésticos, mas faltam estudos que validem estes para a realizacdo de
hemogramas de espécies selvagens. O objetivo deste estudo foi validar a técnica
automatizada, por meio do aparelho BC 2800 vet com a configuracao para gatos
domésticos, na contagem de eritrdcitos, leucdcitos e plaquetas e na determinacao
do volume globular para as espécies de felinos selvagens gato palheiro
(Leopardus colocolo), gato mourisco (Puma yagouaroundi) e jaguatirica
(Leopardus pardalis), comparando-a com a técnicamanual padrdo. Foram
colhidas amostras sanguineas de sete gatos palheiros, oito gatos mouriscos e oito
jaguatiricas os resultados foram avaliados por meio de andlise de variancia
ANOVA e os ndo paramétricos pelo teste de Kruskal-Wallis, as técnicas também
foram submetidas a analise de correlacdo de Pearson. A técnica automatizada
demonstrou resultados estatisticamente iguais para a maioria dos parametros,
inclusive dentro dos valores de referéncia para as espécies, exceto na contagem
de leucécitos de gatos mouriscos, cujos resultados obtidos por automacao foram
maiores. Houve boa correlacdo entre as técnicas, principalmente na espécie
jaguatirica. Conclui-se que o aparelho BC 2800 vet com a configuracéo para gatos
domésticos € uma técnica rapida e confiavel na realizagcdo de hemogramas para
as espécies gato palheiro e jaguatirica e que a contagem manual de leucdcitos
deve ser preferida para gatos mouriscos.

Palavras-chave: felinos selvagens, hematologia, métodos laboratoriais,

plaquetas, volume globular.

COMPARISON BETWEEN TECHNIQUES IN THE ACCOMPLISHMENT OF
BLOOD CELLS COUNT FOR THE SPECIES Puma yagouaroundi, Leopardus
pardalis ANDLeopardus colocolo

Abstract
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The count blood cells (CBC) supplies information on erythrocytes, leukocytes and
platelets cells assisting in the diagnosis and monitoring of the health of animals.
The automation devices already well are established in the accomplishment of
CBC of domestic animals, but they lack studies that validate these devices for the
accomplishment of CBC of wild species. The aim this study was to validate the
technigue automatized, by means of the device 2800 BC vet with the configuration
for domestic cats, in the counting of erythrocytes, leukocytes and platelets and in
the determination of the packed cell volume for the species of wild felids: pampas
cat (Leopardus colocolo), jaguarundi (Puma yagouaroundi) and ocelot (Leopardus
pardalis), comparing it with the manual technique standard. Blood samples of
seven pampas cats, eight jaguarundies and eight ocelots was harvested and the
results was evaluated by means of analysis of variance ANOVA and frequencies
distribution for the test of Kruskal-Wallis, the techniques was also submitted to the
analysis of correlation of Pearson. The automatized technique demonstrated
statistical resulted equal for the majority of the parameters and inside of the values
of reference for the species, except in the counting of leukocytes of jaguarundies,
being the results gotten for automation was bigger. It had good correlation
between the techniques, mainly in the ocelot specie. Concludes that device BC
2800 vet with the configuration for domestic cats is a fast and trustworthy
technique in the accomplishment of CBC for species pampas cat and ocelot and
that the manual counting of leukocytes must be preferred for jaguarundies.

Keywords: hematology, laboratory methods, packed cell volume, platelets, wild
felids.

3.1 Introducéao

A importancia da hematologia como meio de investigacdo clinico-
patologica, auxiliando os veterinarios a estabelecer diagnésticos, firmar
prognésticos e acompanhar os tratamentos das inimeras enfermidades que
atingem os animais domeésticos, é reconhecida e consagrada mundialmente
(OBRIEN et al., 1998). Apesar do hemograma representar um recurso
diagnéstico limitado, ele estabelece um ponto de partida para o diagndéstico rapido
e seguro, fornecendo informacdes preciosas sobre as trés séries sanguineas:
hemacias, leucécitos e plaquetas (BIONDO, 2005).

A interpretacdo correta de exames hematolégicos implica no
conhecimento e utilizacdo de valores de referéncia especificos para a espécie

animal, adaptados as condi¢bes geograficas, de manejo, de alimentacdo e até
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mesmo do proprio laboratério que realizou as anélises (GONZALEZ et al., 2001).
Isto ocorre porque procedimentos laboratoriais e manuseio das amostras ndo
padronizados ocasionam variacdes entre os dados disponiveis (CAMPBELL,
2006).

Estudos tem sido desenvolvidos objetivando a padronizagéao de valores
hematoldgicos para a espécie felina, incluindo os gatos domésticos (O’'BRIEN et
al., 1998), o gato selvagem europeu (Felis silvestris) (MARCO et al., 2000), o gato
pescador (Felis viverrina) (PRIHIRUNKIT et al.,, 2007), o lince vermelho (Felis
rufus) (FULLER et al., 1985) e oncas pardas (Felis concolor) (DUNBAR et al.,
1997). Entretanto, quase ndo existem relatos sobre os valores hematoldgicos de
pequenos felinos selvagens neotropicais.

Os valores hematolégicos de referéncia descritos para gatos mouriscos
(Puma yagouaroundi) mantidos em cativeiro s&o: eritrécitos 5,15 — 7,29 x 10%/uL;
volume globular 38 — 47 %; leucécitos 4,9 — 12,1 x 10%uL (SANTOS, 1999);
plaquetas 86 — 210 x 10%pL (SILVA & ADANIA, 2006). Para jaguatiricas
(Leopardus pardalis) os valores hematologicos descritos para exemplares em
cativeiro sdo: eritrécitos 4,07 — 7,76 x 10°%uL; volume globular 35 — 46 %;
leucécitos 6,2 — 12,4 x 10%uL (SANTOS, 1999); plaquetas 188 — 398 x 10°/uL
(SILVA & ADANIA, 2006). Enquanto que, para gatos palheiros (Leopardus
colocolo) os valores de referéncia sdo: 6,65 — 9,19 x 10%uL; volume globular 34,7
— 42,7 %; leucécitos 5,18 — 10,52 x 10%/L; plaquetas 146 x 10%puL (SILVA &
ADANIA, 2006). Os autores nao especificam se os dados foram obtidos de gatos
palheiros de vida livre ou em cativeiro.

A necessidade de obtencdo de resultados laboratoriais a partir de
pequenos volumes de amostras, em menor tempo € com menor custo tem
estimulado os laboratérios veterinarios a adotar aparelhos hematoldgicos
automatizados (VIEIRA et al., 2008). De acordo com LASSEN & WEISER (2006),
0 equipamento automatizado para a realizacdo de hemogramas apresenta
vantagens como um controle mais rigido, alta taxa de repeticdo nos resultados
obtidos, o fato de ser mais completo, fornecendo informacdes sobre o tamanho
das heméacias, além de fornecer uma maior rapidez na obtencéo dos resultados.

Trabalhos comparando as técnicas manual e automatizada para a

realizagdo de hemogramas de animais domésticos tornaram as contagens de
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células sanguineas, por meio de contadores autométicos, uma técnica validada
(SCHWEIRGERT et al., 2010). Para os gatos domésticos, estudos foram
realizados no sentido de comparar as técnicas manual e automatizada, para os
parametros volume globular (VIEIRA et al.,, 2008) e contagem de plaquetas
(SCHWEIRGERT et al., 2010). Também foram comparados aparelhos eletrénicos
com diferentes tecnologias e obtiver-se uma excelente correlagdo entre os
métodos em amostras de cées e gatos (BECKER et al., 2008). No entanto, faltam
estudos para aplicar esta tecnologia na contagem de células sanguineas de
animais selvagens. Nao ha nos aparelhos de automacgdo configuracdes ou
cartdes apropriados, bem como néao foram encontrados trabalhos que validem as
configuracbes (softwares) e cartdes existentes para animais domésticos, para
animais selvagens de grupos similares.

O objetivo deste estudo foi comparar a configuracdo (software) utilizada
para gatos domésticos no contador automatico de células BC — 2800 vet® para a
realizacdo da contagem de eritrocitos, leucdcitos, plaquetas e determinacdo do
volume globular para as espécies de felinos selvagens: gato mourisco (Puma
yagouaroundi), jaguatirica (Leopardus pardalis) e gato palheiro (Leopardus

colocolo).
3.2 Material e métodos

3.2.1 Planejamento do experimento

O experimento foi previamente aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa da Universidade Federal de Goids com protocolo niumero 265/2010
(Anexo 1) e pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade —
SISBIO do Ministério do Meio Ambiente sob o codigo de autenticacdo nimero
58723968 (Anexo 2).

Foram utilizados 23 felideos selvagens sendo oito jaguatiricas
(Leopardus pardalis), quatro gatos mouriscos (Puma yagouaroundi) e sete gatos
palheiros (Leopardus colocolo) pertencentes ao Parque Zooldgico de Goiania.
Quatro gatos mouriscos (Puma yagouaroundi) foram oriundos do Centro de
Triagem de Animais Silvestres (CETAS) do IBAMA, tendo sido mantidos em

cativeiro por periodo superior a seis meses.
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3.2.2 Colheita das amostras

Previamente a colheita das amostras, os animais foram contidos
guimicamente com cetamina e midazolam nas doses recomendadas para
mamiferos, 10 mg/kg (CARPENTER & BRUNSON, 2007) e 0,2 mg/kg
(MASSONE, 1999), respectivamente, e avaliados clinicamente por meio de
exames fisicos, conforme metodologia descrita por RADOSTISTS et al. (2002)
(Anexo 4).

Alguns animais foram submetidos a contencéo fisica com pucas e luvas
de couro, precedendo a administracdo dos farmacos citados. Outros foram
submetidos a contencdo quimica diretamente por meio do uso de zarabatanas e
dardos. A metodologia foi determinada pelo porte e caracteristicas de docilidade
dos animais.

As amostras de sangue foram obtidas por meio de puncdo venosa
jugular, utilizando-se tubos de colheita a vacuo de 5,0 mL (BD, Becton
Dinckinson, Sdo Paulo, Brasil) e agulhas calibre 25/8. Foram colhidos entre 3,0 e
4,0 mL de sangue de cada animal em tubo contendo EDTA Kjs (acido
etilenodiaminotetracético tripotassico) para realizacdo do hemograma. Os tubos
foram mantidos em temperatura igual a 4°C até a realizacdo dos exames, que

procedeu-se até seis horas apés a colheita.

3.2.3 Andlises hematologicas

Os exames hematoldgicos foram realizados no Laboratdrio Multiusuario
do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia Animal (PPGCA) da Universidade
Federal de Goias.

A contagem de eritrocitos e leucécitos dos felinos selvagens foram
realizadas pelo método manual padréo de acordo com LOPES et al. (2007) e pelo
método automatico, utilizando-se o aparelho BC — 2800 vet (Auto Hematology
Analyzer, Mindray® Bio-Medical Electronics Co. Ltda, Shenzhen - Guangdong),
com configuragdo para a espécie felina.

A contagem de plaquetas foi realizada por contagem automatica
utilizando contador de célula por impedancia BC — 2800 vet® e por contagem
manual, revisando microscopicamente esfregagos sanguineos. Na contagem

manual o nimero de plaquetas foi determinado de forma indireta pelo método de
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Fonio em que as plaquetas foram contadas entre 1000 eritrocitos e 0 numero
obtido foi multiplicado pelo valor total de eritrécitos obtido de forma automatizada
em (x10°/pl), obtendo-se o valor de plaquetas em (x10%/ul) (BRAHIMI et al., 2009).
O esfregaco sanguineo analisado foi corado com o corante Leishman (Doles®,
Goiania, GO).

O volume globular das amostras foi determinado pelo método
automatizado no mesmo aparelho BC — 2800 vet e também de forma manual pelo
meétodo de Strumia, utilizando-se tubo capilar de 1,0 mm de diametro interno sem
anticoagulante (Tubo Capilar Perfecta®, S&o Paulo, SP) e centrifuga de micro-
hematécrito  (Quimis®, Diadema, SP), submetidos a cinco minutos de
centrifugacéo a 11.089 g (VIEIRA et al., 2008).

3.2.4 Analise estatistica

Apbés a etapa de tabulacdo dos dados, foi executada a analise
estatistica descritiva para verificacdo dos valores de média, mediana, moda,
desvio-padrao e coeficiente de variacdo (CV). Para a andlise estatistica, avaliou-
se o comportamento das variaveis quanto a homogeneidade e normalidade por
meio dos testes Bartlett e Shapiro-Wilk, respectivamente. Variaveis homogéneas
e normais foram avaliadas por meio de analise de variancia (ANOVA), as demais
foram submetidas ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Calculou-se o

coeficiente de correlacdo de Pearson para as técnicas testadas.

3.3 Resultados

Os resultados dos testes comparativos entre o método manual e
automatizado para contagem de eritrocitos, leucocitos, plaguetas e volume
globular para as espécies gato palheiro, gato mourisco e jaguatirica estédo

representados na Tabela 1.

Os valores obtidos pela técnica automatizada, na contagem dos
leucdcitos, foram significativamente maiores que os obtidos pela técnica manual

para a espécie gato mourisco (Puma yagouaroundi).
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Todos os parametros avaliados foram significativamente iguais para a
espécie gato palheiro (Leopardus colocolo), bem como para a espécie jaguatirica
(Leopardus pardalis).

TABELA 1 — Resultado das médias para as técnicas com seus valores de
probabilidade (p < 0,05) e resultados do teste de correlacdo de
Pearson com seus valores de probabilidade (p < 0,05)

Felino Variavel Método Média P-value Correlacdo P-value
Eritrocitos Automatizado 7,47 .
Manual 794 0,41 0,02 0,96
VG Automatizado 40,79
Pgr?(te?ro | Manu_al 4071 0,90 0,40 0,37
n=7 Leucécitos Automatizado 7,74 0.97 0,94 0,001
Manual 7,61
Plaguetas Automatizado 403,24
Manual 37601  O°° 0.47 0,29
Eritrocitos Automatizado 6,75
Manual 6.72 0,95 0,77 0,02
VG Automatizado 42,03 N
yoao Manual 4088 070 0.82 0.01
n=8 Leucécitos Automatizado 21,45 0,0008* 0,51 0.19
Manual 9,06
Plaguetas Automatizado 375,63
Manual 40824 03 0.71 0,04
Eritrocitos Automatizado 6,18
Manual 6.24 0,88 0,84 0,01
VG Automatizado 35,30
Jaguatirica Manual 36,56 0.55 0,98 2,12
n=8 Leucécitos Automatizado 11,96 N
Manual 11,94 0.75 0,99 1,37
Plaguetas Automatizado 455,63
Manual 37742 0% 0.72 0,05

& diferenca significativa ao teste de Kruskal-Wallis
* resultados obtidos pelo teste de Kruskal-Wallis

A espécie gato palheiro apresentou baixa correlacdo entre as técnicas,

principalmente para o parametro eritrocitos (Figura 1).
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FIGURA 1 — A menor distancia entre as setas que
simbolizam as técnicas automética e
manual para um mesmo parametro indicara
a melhor correlacdo entre elas para a
espécie gato palheiro. EA = eritrécitos
automatizado; EM = eritrocitos manual;
VGA = volume globular automatizado, VGM
= volume globular manual; LA = leucdcitos
automatizado; LM = leucdcitos manual; PA
= plaquetas automatizado, PM = plaquetas
manual

As técnicas foram bem correlacionadas para os parametros avaliados

da espécie gato mourisco (Figura 2).
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FIGURA 2 — A menor distancia entre as setas que
simbolizam as técnicas automética e
manual para um mesmo parametro indicara
a melhor correlagdo entre elas para a
espécie gato mourisco. EA = eritrOcitos
automatizado; EM = eritrocitos manual;
VGA = volume globular automatizado, VGM
= volume globular manual; LA = leucdcitos
automatizado; LM = leucdcitos manual; PA
= plaquetas automatizado, PM = plaquetas
manual

As técnicas automatica e manual foram altamente correlacionadas na
espécie jaguatirica para os parametros avaliados, principalmente para volume

globular e leucdcitos (Figura 3).
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FIGURA 3 — A menor distancia entre as setas que
simbolizam as técnicas automética e
manual para um mesmo parametro indicara
a melhor correlagdo entre elas para a
espécie jaguatirica. EA = eritrOcitos
automatizado; EM = eritrocitos manual;
VGA = volume globular automatizado, VGM
= volume globular manual; LA = leucdcitos
automatizado; LM = leucécitos manual; PA
= plaquetas automatizado, PM = plaquetas
manual

3.4 Discussao

Os valores obtidos, por ambas as técnicas e para 0s parametros
avaliados para a espécie gato palheiro estdo dentro dos valores de referéncia
descritos para a espécie por SILVA & ADANIA (2006), o que se associa a

auséncia de diferenca significativa entre as técnicas demonstrando que é possivel
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a obtencao de resultados fidedignos utilizando tanto a técnica automatica quanto
a técnica manual.

Para a espécie gato mourisco (Puma yagouaroundi), os valores obtidos
na contagem total de leucocitos pela técnica manual, estdo dentro dos valores de
referéncia descritos por SANTOS (1999), enquanto que os valores obtidos pela
técnica automatizada estdo bem acima da referéncia, indicando assim, ser a
técnica manual a mais confiavel. Estudos morfométricos dos leucécitos desta
espécie sdo necessarios para explicar as alteracdes obtidas nos resultados. Para
os demais parametros avaliados, no entanto, as técnicas foram significativamente
iguais, bem correlacionadas e estdo dentro dos valores de referéncia descritos
por SANTOS (1999), demonstrando que € possivel utilizar o aparelho de
automacdo BC — 2800 vet® para obtencado de valores na contagem de eritrécitos,
determinacao do volume globular e contagem de plaquetas.

Os valores obtidos neste estudo com ambas as técnicas estdo dentro
dos valores de referéncia descritos para a espécie jaguatirica por SANTOS
(1999), ndo apresentam diferenca significativa e sdo bem correlacionados,
principalmente para os parametros leucocitos e volume globular. VIEIRA et al
(2008) também obtiveram boa correlacdo entre a técnica de micro-hematdcrito e
por meio do aparelho BC — 2800 vet® na determinacéo do volume globular para
gatos domésticos.

No entanto, nos resultados de VIEIRA et al (2008) para a espécie
felina, os valores de volume globular encontrados foram superiores quando
utilizado o aparelho de automacédo, enquanto que, para jaguatiricas, o valor médio
obtido pela técnica manual foi maior. Os autores relacionam seus achados a
caracteristica empilhamento dos eritrocitos (rouleaux) comum na espécie felina.

N&o ha relatos sobre a formacdo de rouleaux em gatos palheiros e
mouriscos, que apesar de ndo demonstrarem diferencas significativas em relacao
as técnicas utilizadas para a obtencdo de volume globular, apresentaram
resultados superiores pela técnica automatizada, como os descritos por VIEIRA et
al (2008).

A contagem de plaquetas pelo aparelho BC 2800 vet® mostrou-se
rapida e eficiente para todas as espécies analisadas neste estudo, entretanto, a

analise morfologica através dos esfregacos ndo pode ser descartada, pois, de
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acordo com SCHWEIRGERT et al., 2010, é a Unica que permite avaliar alteracdes
nas plaquetas.

A técnica automatica mostrou alta correlacdo e adequacao na obtencao
de resultados de valores de eritrgcitos, volume globular e plaquetas para todas as
espécies e na contagem de leucdcitos para gatos palheiros e jaguatiricas, porém,
para se obter maior sensibilidade diagnostica torna-se necessario o
estabelecimento de valores hematolégicos de referéncia que considere a

metodologia adotada no laboratorio.

3.5 Concluséo

O aparelho de automac&o BC — 2800 vet® (Auto Hematology Analyzer,
Mindray® Bio-Medical Electronics Co. Ltda, Shenzhen - Guangdong), com a
configuracdo para gatos domésticos pode ser utilizado para a determinacdo do
namero de eritrocitos, numero de leucdcitos, volume globular e numero de
plaguetas para as espécies jaguatirica e gato palheiro. Para gatos mouriscos €

indicada a contagem manual de leucdcitos.
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CAPITULO 4 - ELETROFORESE DE PROTEINAS E BIOQUIMICA SERICAS
DE Puma yagouaroundi, Leopardus pardalis E Leopardus colocolo
CRIADOS EM CATIVEIRO EM GOIANIA — GOIAS, BRASIL

Resumo

Parametros bioquimicos séricos sao importantes ferramentas na avaliagcdo e
acompanhamento do estado de salude e da adaptacdo ao estilo de vida imposto
aos animais. Ha poucos relatos sobre estas caracteristicas bioquimicas séricas
para felinos selvagens neotropicais. O objetivo deste estudo foi caracterizar o
perfil bioquimico e o proteinograma sérico de sete gatos palheiros (Leopardus
colocolo), oito gatos mouriscos (Puma yagouaroundi) e oito jaguatiricas
(Leopardus pardalis) cativos em Goiania - Goias, Brasil, utilizando-se testes
bioquimicos padréo e a técnica de eletroforese em gel de agarose. Os resultados
obtidos para muitos dos parametros avaliados foram semelhantes aos descritos
como valores de referéncia para as espécies estudadas. No entanto, os valores
encontrados para alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase
estavam acima dos valores de referéncia citados para gatos mouriscos e
jaguatiricas e o valor de glicose obtido estava acima para a espécie gato palheiro.
A uréia sérica estava acima dos valores de referéncia para as trés espécies. A
corrida eletroforética para as espécies analisadas neste estudo foi semelhante a
descrita para gatos domeésticos contendo albumina, alfaglobulinas alfa 1 e alfa 2,
betaglobulinas beta 1 e beta 2 e gamaglobulina, no entanto, em todas as espécies
houveram individuos que néo apresentaram betaglobulina do tipo beta 2. Os
resultados obtidos de eletroferese de proteinas e de bioquimicas séricas podem
ser utilizados como parametros de normalidade para as espécies gato palheiro,
gato mourisco e jaguatirica do bioma Cerrado.

Palavras-chave:felinos selvagens,gel de agarose, proteinograma sérico, valores
bioquimicos de referéncia.

ELECTROPHORESIS OF PROTEINS AND SERUM BIOCHEMISTRY OF Puma
yagouaroundi, Leopardus pardalis and Leopardus colocolo CREATED IN
CAPTIVITY IN GOIANIA — GOIAS, BRAZIL

Abstract

Serum biochemistry parameters are important tools in the evaluation and
accompaniment of the state of health and the adaptation to the life style tax to the
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animals. It has few stories on these serum biochemistry characteristic for
neotropical wild felids. The aim this study was to characterize the profile
biochemistry and the serum proteinogram of seven pampas cats (Leopardus
colocolo), eight jaguarundies (Puma yagouaroundi) and eight ocelots (Leopardus
pardalis) captive in Goiania - Goias, Brazil, using itself tests biochemistry standard
and the technique of electrophoresis in agarose gel. The results gotten for many of
the evaluated parameters were similar to the described as values of reference for
the studied species. However, the values found for alanine aminotransferase and
aspartate aminotransferase were above of the values of cited reference for
jaguarundies and ocelots. The gotten value of glucose was above for the species
pampas cat. The serum urea was above of the values of reference for the three
species. The electrophoretic race for the species analyzed in this study was similar
to the described for domestic cats contends albumen, alpha globulins alpha 1 and
alpha 2, beta globulins beta 1 and 2 beta and gamma globulins, however, in all the
species had individuals that they had not presented beta globulins of the type beta
2. The results gotten of electrophoresis of proteins and serum biochemistry can be
used as normality parameters for the species pampas cat, ocelots and
jaguarundies from Cerrado biome.

Keywords: agarose gel, biochemistry reference values, serum proteins, wild
felids.

4.1 Introducao

A triagem por meio de exames bioquimicos € um apoio em programas
de manutencdo da salde e no diagnéstico de doencas em muitas espécies
(LAWLER et al., 2006).

Quando interpretados adequadamente, os valores bioquimicos do
sangue fornecem importantes informac6es em relacdo ao estado clinico de um
animal, balanco nutricional, situacdes deficitarias, monitoracdes de tratamentos e
prognosticos (GONZALEZ et al., 2001), sendo também importantes em estudos
que avaliam seguranca e eficacia de drogas e outros compostos (LAWLER et al.,
2006).

Dentro dos parametros sanguineos, a atividade enzimatica é a que
apresenta maior variabilidade (HANDELMAN & BLUE, 1993). Estas mudancas
nas atividades das enzimas séricas podem, em alguns casos, refletir mudancas

na producdo ou extravasamento enzimatico através das células, associadas a
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injuria celular. Embora, indu¢des também possam estar associadas a mudancas
hormonais, eventos patofisiolégicos tais como colestase, ou inducdo por drogas
(HOLFFMANN, 2008).

Atividades de enzimas sdo muito utilizadas para avaliar leséo hepatica,
sendo que para gatos, as principais enzimas avaliadas sao alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina
(ALP) e gama glutalmiltransferase (GGT) (LASSEN, 2006). O figado também é
um importante o6rgdo de sintese, catabolismo e excrecdo de colesterol e na
sintese, secrecao de triglicérides (LASSEN & FETMAN, 2006), sendo assim, tais
parametros também podem ser considerados para avaliar a funcao hepética, além
do controle de lipidios no sangue.

A determinacao da concentracao de glicose é importante, pois esta é a
principal fonte de energia para as células de mamiferos, sendo que todas as
células requerem seu constante suplemento e apenas pequenas variagdes sao
toleradas sem efeitos adversos na saude do animal (KANEKO, 2008). Valores
séricos de uréia e creatinina podem ser utilizados para avaliar a funcéo renal e o
seu grau de comprometimento (ROSS, 2011).

A eletroforese de proteinas séricas € um método laboratorial simples
para separar as proteinas presentes no soro ou plasma em fracdes, de acordo
com suas respectivas cargas elétricas (SILVA et al., 2008). Pesquisas recentes
tém evidenciado que a qualificacdo e a quantificacdo de proteinas séricas podem
subsidiar o diagnéstico e proporcionar valiosas informacfes prognésticas e de
monitoramento de doencas (ECKERSALL, 2000).

Poucos sdo os estudos que abordam caracteristicas bioquimicas de
felideos selvagens neotropicais, enquanto que para gatos domésticos,
caracteristicas bioguimicas estdo bem elucidadas, inclusive, o proteinograma
sérico para gatos sadios (BACKER & VALLI, 1988) e relacionado a alteracdes nas
fracOes protéicas associadas a varias enfermidades como peritonite infecciosa
felina (PALTRINIERI et al., 2001), peritonite infecciosa e infeccédo por coronavirus
(GIORDANO et al., 2004), imunodeficiéncia felina (RODRIGUES et al., 2007) e
em gatos experimentalmente infectados por Tripanosoma evansi (COSTA et al.,
2010).
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O objetivo deste estudo foi estabelecer o perfil bioquimico e o
proteinograma seérico de gatos palheiros (Leopardus colocolo), gatos mouriscos
(Puma yagouaroundi) e jaguatiricas (Leopardus pardalis) cativos em Goiania -
Goias, Brasil, utilizando-se testes bioquimicos padréo e a técnica de eletroforese

em gel de agarose.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Planejamento do experimento

O experimento foi previamente aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa da Universidade Federal de Goids com protocolo niumero 265/2010
(Anexo 1) e pelo Sistema de Autorizagdo e Informacdo em Biodiversidade —
SISBIO do Ministério do Meio Ambiente sob o codigo de autenticacdo nimero
58723968 (Anexo 2).

Foram utilizados 23 felideos selvagens sendo oito jaguatiricas
(Leopardus pardalis), quatro gatos mouriscos (Puma yagouaroundi) e sete gatos
palheiros (Leopardus colocolo) pertencentes ao Parque Zooldgico de Goiania.
Quatro gatos mouriscos (Puma yagouaroundi) foram oriundos do Centro de
Triagem de Animais Silvestres (CETAS) do IBAMA, tendo sido mantidos em
cativeiro por periodo superior a seis meses.

Para a determinacdo do proteinograma sérico utilizou-se soro de oito
gatos mouriscos (Puma yagouaroundi), de seis jaguatiricas (Leopardus pardalis) e

de seis gatos palheiros (Leopardus colocolo).

4.2.2 Colheita das amostras

Previamente a colheita das amostras, os animais foram contidos
guimicamente com cetamina e midazolam nas doses recomendadas para
mamiferos, 10 mg/kg (CARPENTER & BRUNSON, 2007) e 0,2 mg/kg
(MASSONE, 1999), respectivamente, e avaliados clinicamente por meio de
exames fisicos, conforme metodologia descrita por RADOSTISTS et al. (2002)
(Anexo 4).
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Alguns animais foram submetidos a contencéo fisica com pucés e luvas
de couro, precedendo a administracdo dos farmacos citados e outros foram
submetidos a contencdo quimica diretamente por meio do uso de zarabatanas e
dardos. A metodologia foi determinada pelo porte e caracteristicas de docilidade
dos animais.

As amostras de sangue foram obtidas por meio de puncdo venosa
jugular, utilizando-se tubos de colheita a vacuo de 5,0 mL e 10 mL (BD, Becton
Dinckinson, Sdo Paulo, Brasil) e agulhas calibre 25/8. Foram colhidos entre 2,0 e
3,0 mL de sangue em tubo contendo o anticoagulante fluoreto-EDTA para a
mensuracao de glicose, os tubos foram mantidos em temperatura igual a 4°C até
a realizacdo dos exames, que se procedeu no mesmo dia.

Em tubo sem anticoagulante foram colhidos entre 5,0 e 7,0 mL de
sangue que foram centrifugados, apos retracdo do coagulo, por dez minutos a
1100 g para a obtencdo do soro. Em seguida, foram separados por aspiracao,
sendo divididos em aliquotas em microtubos de polipropileno de 1,5 mL
(Eppendorf®, Alemanha) e submetidos ao congelamento (-20° C) até o momento

da realizacao dos exames.

4.2.3 Analises bioquimicas

Os exames bioguimicos foram realizados no Laboratorio Multiusuario
do Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncia Animal (PPGCA) da Universidade
Federal de Goias.

Procedeu-se as analises utilizando-se reagentes comerciais
padronizados (Labtest, Lagoa Santa, MG), analisados em espectrofotbmetro
semi-automatico (Bioplus 2000, Barueri, SP), de acordo com a metodologia
descrita pelo fabricante. As atividades enzimaticas foram determinadas na
temperatura de 37°C. A atividade sérica da aspartato aminotransferase (AST) foi
determinada pelo método ultra-violeta (UV) otimizado, sem piridoxal fosfato. A
atividade sérica da alanina aminotransferase (ALT) em método cinético-UV com
reducdo do piruvato e oxidacdo da coenzima NADH e com a presenca de
piridoxal fosfato. A atividade sérica da gama glutamiltransferase (GGT) pelo

método cinético utilizando-se como substrato glutamil-p-nitroanilida e a fosfatase
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alcalina (ALP) pelo método cinético continuo, por hidrélise da timolftaleina
monofosfato em meio alcalino.

As proteinas totais seéricas foram quantificadas pelo método
colorimétrico de ponto final, por reacdo com o biureto. A albumina foi determinada
por reacdo de ponto final, sistema de medicdo que se baseia no desvio do pico de
absortividade maxima de um corante complexo, o verde de bromocresol, quando
se liga a albumina. A concentracdo globulinas foi obtida subtraindo-se o valor da
albumina da concentracdo de proteinas totais.

A concentracao sérica de uréia foi determinada pelo método enzimatico
colorimétrico por reacdo com a urease, e a creatinina pelo método cinético, por
reacao com o picrato alcalino. A concentracdo sérica de colesterol foi determinada
pelo método enzimatico colorimétrico, em uma reacao catalisada pela enzima
colesterol oxidase. A glicose foi determinada por sistema enzimético por meio de
fotometria ultravioleta ponto final. Os triglicerideos foram determinados pelo

sistema colorimétrico de ponto final, por reacdo enzimatica.

4.2.4 Eletroforese

O fracionamento eletroforético das fraces protéicas do soro foi obtido
de acordo com o procedimento que se segue:

Apds o preenchimento da cuba com 80 mL de tampéo Tris, pH 9,5 a
4°C (Figura 1), aplicou-se no filme de agarose aliquotas de 0,4puL de soro. Em
seguida, o filme de agarose foi colocado em suporte apropriado (cassete) com a
extremidade onde foram colocadas as amostras voltadas para o polo negativo. O
“cassete” foi colocado de modo a apoiar-se na cuba, conectada a uma fonte de
100 Volts, durante 20 minutos. A seguir, o filme foi mergulhado em 200 mL de
corante negro de amido (amido black), onde permaneceu por cinco minutos,

seguido por mais cinco minutos no descorante a base de acido acético a 5%.



FIGURA 1 — Aparelho de eletroforese CELM® (A), cuba contendo corante negro
de amido (Amido Black) a esquerda e cuba contendo acido acético
a 5% a direta (B)

O filme foi secado com o auxilio de um aparelho emissor de ar
aquecido, até ficar completamente seco. Uma vez obtido o tracado, caracterizado
pela migracdo das fracBes protéicas (albumina, alfa, beta e gamaglobulinas) no
gel de agarose foram realizadas leituras densitométricas através do programa
CELM DS35 e os valores absolutos de cada fracdo foram obtidos.

Priorizou-se realizar as eletroforeses com soro proveniente da mesma
aliguota que se realizou o teste de proteina total, para que se obtivessem

resultados mais fidedignos.

4.2.5 Analise estatistica
Apbés a etapa de tabulacdo dos dados, foi executada a analise
estatistica descritiva para verificacdo dos valores de média, desvio-padréo,

mediana, amplitude e coeficiente de variagédo (CV).

4.3 Resultados

Os resultados obtidos de média, desvio padrdo, mediana, coeficiente de
variacdo e valores maximos e minimos para as enzimas ALT (alanina
aminotransferase), AST (aspartato aminotransferase), ALP (fosfatase alcalina) e
GGT (gama glutamiltransferase) das espécies gato mourisco, jaguatirica e gato

palheiro estdo dispostos na Tabela 1.
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TABELA 1 — Resultados de média, desvio padrdo, mediana, coeficiente de
variacédo (CV) e amplitude das enzimas de gatos palheiros, gatos
Mouriscos e jaguatiricas

. Variavel L Desvio . Amplitude
Felino UIIL Média Padrao Mediana Cv Méximc? Minimo
Gato ALT 33,0 6,4 31,4 19,3 36,6 21,6
Palheiro AST 82,3 20,9 78,5 25,4 120,5 57,6
n=7 ALP 17,1 55 16,0 32,2 24,0 8,0

GGT 4.4 1,9 51 44,1 5,1 0,0

ALT 109,5 89,5 70,6 81,7 324,8 59,1

Mfua:itgco AST 1191 728 1021 611 2933 628
n=8 ALP 20,4 8,9 24,0 43,7 33,0 8,0
GGT 7,0 7,7 5,1 109,5 25,5 0,0

ALT 43,1 19,9 39,2 46,2 83,0 15,7

Jaguatirica  AST 60,8 15,5 57,6 25,6 94,2 41,9
n=8 ALP 39,9 30,2 28,5 75,8 91,0 16,0
GGT 5,1 2,7 51 53,4 10,2 0,0

ALT — Alanina aminotransferase
AST — Aspartato aminotransferase
ALP — Fosfatase alcalina

GGT — Gama glutamiltransferase

Os valores obtidos para a concentracao de glicose no plasma e para as
bioquimicas séricas colesterol, triglicérides, proteinas totais, albumina, globulinas,
creatinina e uréia das espécies gato palheiro, gato mourisco e jaguatirica estao
dispostos na Tabela 2.

Os valores de proteinograma para as espécies Puma yaogouaroundi,
Leopardus pardalis e Leopardus colocolo estdo demonstrados nas Tabelas 3, 4 e

5, respectivamente.
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TABELA 2 — Resultados de média, desvio padrdo, mediana, coeficiente de variacdo (CV) e amplitude da concentracdo de
glicose no plasma e de parametros bioquimicos séricos para as espécies gato palheiro, gato mourisco e jaguatirica

Felino Variavel Unidade Média IIDDesvlo Mediana Ccv _ Amplitude _
adrao Maximo Minimo

Glicose mg/dL 130,9 76,1 101,0 58,2 290,0 72,0

Colesterol mg/dL 141,6 74,0 128,0 52,3 302,0 82,0
Gato PT g/dL 6,2 0,7 6,2 11,2 7.4 5,5
Palheiro n=7 Albumina g/dL 2,4 0,8 2,1 31,7 3,9 1.8
Globulinas g/dL 3,8 0,3 3,7 8,6 4,3 3,5
Creatinina mg/dL 1,5 0,4 1,6 28,4 2,0 0,9

Uréia mg/dL 66,6 6,5 67,0 9,8 73,0 59,0

Glicose mg/dL 109,9 36,9 107,5 33,6 182,0 66,0

Colesterol mg/dL 157,5 24,6 165,0 15,6 184,0 119,0

Triglicérides mg/dL 124,6 24,9 125,5 20,0 157,9 80,8
Gato PT g/dL 6,7 0,5 6,8 8,0 7,3 5,8
Mourisco Albumina g/dL 2,5 0,7 2,6 26,2 3,21 1,7
n=8 Globulinas g/dL 4,2 1,0 4,1 24,1 5,50 2,6
Creatinina mg/dL 1,7 0,2 1,6 13,8 2,1 1,5

Uréia mg/dL 61,1 7.8 59,0 12,7 78,0 54,0

Glicose mg/dL 87,5 20,9 90,0 23,8 115,0 44,0

Colesterol mg/dL 161,9 27,7 164,5 17,1 205,0 115,0

Triglicérides mg/dL 132,9 74,6 124,7 56,1 302,3 62,6
Jaguatirica PT g/dL 6,4 0,4 6,5 5,7 6,8 5,6
n=8 Albumina g/dL 2,0 0,7 1,9 32,3 3,1 0,9
Globulinas g/dL 4,4 0,6 4,4 14,8 5,4 3,4
Creatinina mg/dL 1,3 0,4 1,2 30,4 2,0 0,6

Uréia mg/dL 59,0 16,9 59,5 28,5 88,0 32,0
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TABELA 3 — Valores séricos de proteinas totais, albumina, alfaglobulinas, alfa 1,
alfa 2, betaglobulinas, beta 1, beta 2 e gamaglobulina de gatos palheiros

. Valores
Parametro .
g/dL Média PSVIO  Mediana CV  Maximo Minimo
Padréao

Proteinas totais 7,77 0,45 7,80 5,80 8,50 7,20
Albumina 3,50 0,26 3,59 7,54 3,74 3,02
Alfaglobulinas 1,92 0,39 1,89 20,16 2,34 1,28
Alfa 1 0,64 0,05 0,65 8,26 0,69 0,56
Alfa 2 1,29 0,40 1,28 30,91 1,72 0,63
Betaglobulinas 1,13 0,48 1,18 42,81 1,66 0,53
Beta 1 0,69 0,27 0,66 39,65 1,05 0,29
Beta 2 0,67 0,10 0,67 15,35 0,76 0,56
Gamaglobulina 1,21 0,17 1,28 14,18 1,39 1,00

Dois dos seis gatos palheiros testados ndo apresentaram betaglobulina

do tipo beta 2.

TABELA 4 — Valores séricos de proteinas totais, albumina, alfaglobulinas, alfa 1,
alfa 2, betaglobulinas, beta 1, beta 2 e gamaglobulina de gatos

Mouriscos
. Valores
Parametro .
g/dL Média PSVIO  Miediana CV  Méaximo Minimo
Padréao

Proteinas totais 7,63 0,74 3,75 9,71 8,50 6,40
Albumina 3,17 0,42 3,23 13,17 3,76 2,67
Alfaglobulinas 1,87 0,58 1,95 31,19 2,52 1,25
Alfa 1 0,64 0,08 0,62 13,27 0,81 0,52
Alfa 2 1,23 0,59 1,30 48,09 1,91 0,47
Betaglobulinas 1,10 0,41 0,92 37,39 1,67 0,59
Beta 1 0,78 0,13 0,81 16,90 0,99 0,59
Beta 2 0,85 0,10 0,88 11,59 0,93 0,74
Gamaglobulina 1,49 0,29 1,45 19,77 1,99 1,04

Considerando o0s gatos mouriscos testados (n=8),

apresentaram betaglobulina do tipo beta 2.

apenas trés



66

TABELA 5 — Valores séricos de proteinas totais, albumina, alfaglobulinas alfa 1,
alfa 2, betaglobulinas, beta 1, beta 2 e gamaglobulina de

jaguatiricas
. Valores
Parametro .
g/dL Média D2°SVI® Mediana GV Maximo Minimo
Padréao

Proteinas totais 7,49 0,23 7,40 3,13 7,80 7,20
Albumina 2,89 0,33 2,84 11,37 3,55 2,53
Alfaglobulinas 2,09 0,30 2,16 14,34 2,47 1,58
Alfa 1 0,57 0,09 0,53 16,10 0,75 0,46
Alfa 2 1,52 0,28 1,44 18,71 1,94 0,12
Betaglobulinas 1,03 0,34 0,87 33,36 1,67 0,78
Beta 1 0,79 0,24 0,83 30,86 1,03 0,27
Beta 2 0,56 0,12 0,62 20,57 0,64 0,43
Gamaglobulina 1,47 0,35 1,54 23,96 1,84 0,82

Apenas trés jaguatiricas, das seis testadas apresentaram betaglobulina
do tipo beta 2.

4.4 Discussao

Poucos estudos trazem valores de referéncia para caracteristicas
bioquimicas de gatos palheiros, gatos mouriscos e jaguatiricas.

Muitos parédmetros bioquimicos foram semelhantes aos descritos por
SANTOS (1999) e por SILVA & ADANIA (2006), mas também foram observadas
algumas diferencas que podem ser explicadas por variacdo individual (Marco et
al., 2000), por variacdo no procedimento laboratorial e por variagdo no momento
da colheita, como animais submetidos a contencdo quimica ou fisica
(CAMPBELL, 2006) e por variacdo de dieta (GONZALEZ et al., 2003).

As concentragbes de ALT e AST estiveram acima dos valores
encontrados por SANTOS (1999) para as espécies gato mourisco e jaguatirica
também mantidas em cativeiro em Foz do lguacu, Parand, Brasil. Fato que pode
ser atribuido ao estresse de contencao, pois mesmo sendo sedados utilizando-se

dardo e zarabatana este animais sao estimulados.



67

Os gatos palheiros foram os que apresentaram maior concentragéo de
glicose, fato que pode ser relacionado com a contencdo por meio de pucas
previamente a administracdo dos farmacos para a sedacdo em todos os
individuos desta espécie, por serem animais de pequeno porte. Em gatos
domésticos o estresse associado com a colheita de sangue aumenta os valores
de glicose (BUSH, 1991).

A concentracdo de uréia para todas as espécies deste estudo foi maior
do que a descrita por SILVA & ADANIA (2006), o que pode estar relacionado a
diferenca na dieta destes animais, visto que 0S autores ndo citaram se seus
valores de referéncia sao para animais de vida livre ou de cativeiro.

As espécies analisadas neste estudo apresentaram corrida
eletroforética semelhante a descrita por ECKERSSAL (2008) e TAYLOR et al.
(2010) para gatos domeésticos contendo albumina, alfaglobulinas alfa 1 e alfa 2,
betaglobulinas beta 1 e beta 2 e gamaglobulina (Figura 2), no entanto, em todas
as espécies houve individuos que nado apresentaram betaglobulina do tipo beta 2.
Em estudo realizado por MARCO et al. (2000) para a espécie Felis silvestris, de
20 animais testados apenas dois ndo apresentaram a alfaglobulina alfa 2 e os

valores médios de albumina e gamaglobulina foram maiores nesta espécie.
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FIGURA 2 — Exemplo de uma corrida de
eletroforese  de proteinas
séricas em gel de agarose
(topo) e ilustracdo da
separacao destas proteinas e
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4.5 Conclusao

Os resultados de eletroferese de proteinas e de bioquimicas séricas
podem ser utilizados como parametros de normalidade para as espécies gato

palheiro, gato mourisco e jaguatirica do bioma Cerrado.
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CAPITULO 5 — CONSIDERACOES FINAIS

A fauna do bioma Cerrado é muito rica e ainda pouco conhecida.
Embora os felinos estejam entre os animais mais estudados, a maioria dos
estudos é voltada para a historia natural, para o tamanho das populacdes, para
distribuicao territorial e habitos alimentares destes animais.

Estudos que abordem as diferencas clinicas entre os felinos selvagens
e 0s gatos domeésticos sado escassos, embora seja cada vez mais frequente a
necessidade de atendimento destes animais, vitimas de atropelamentos e de
enfermidades que acometem ou ndo animais domésticos.

Embora a prética de transfusdo sanguinea seja comum na clinica
médica de pequenos animais, ainda ha inimeras dificuldades em se diagnosticar
a causa primaria da enfermidade e, consequentemente, 0 componente sanguineo
mais indicado para cada situacdo. Isso ocorre principalmente na clinica de
animais selvagens, pois em se tratando de animais de vida livre, o histérico do
animal é completamente desconhecido.

Estudos relacionados aos sistemas de grupos sanguineos de felideos
selvagens podem auxiliar no tratamento de diversas afeccdes nestes, pois
permite a realizacdo de transfusfes sanguineas seguras, estabelecendo a
homeostase e facilitando o tratamento da causa primaria.

A utlizacdo do sangue de gatos domésticos em transfusbes para
felinos selvagens serd um avanco na terapéutica destes, em razdo da grande
disponibilidade de gatos domésticos, que podem ser inseridos em programas de
doadores.

Quanto a utlizacdo de contadores automaticos na realizacdo dos
hemogramas para as espécies de felideos ndo-domésticos, esta pratica também
contribuira para a evolucdo no diagnostico de enfermidades, pois permitird a
realizacdo destes exames com confiabilidade.

Os valores obtidos no perfil bioquimico sérico das espécies abordadas
neste estudo poderédo auxiliar na interpretacdo de exames para animais do bioma
Cerrado, mantidos sob as mesmas condigbes. Além disso, os valores de

proteinograma sérico apresentam relevancia clinica e pode ser mais um teste
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diagnéstico possivel de ser realizado.

Os resultados obtidos neste estudo sao promissores, pois foi
demonstrado que ndo haver reacdes de incompatibilidade quando realizado teste
de reacao cruzada entre as espécies gato doméstico e gato palheiro. No entanto,
mais pesquisas sao necessarias para avaliar as a¢cdes do sangue alogénico no
organismo vivo.

Estudos moleculares poderiam elucidar a ocorréncia de reacdes de
incompatibilidade aos testes de reacdo cruzada para a espécie gato mourisco e a
para a maioria dos individuos da espécie jaguatirica, bem como demonstrar se ha

antigenos eritrocitérios, ainda desconhecidos, presentes.
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de autenticagéio abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

[ Pagina 3/3 ]

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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ANEXO 3
SERVICO PUBLICO FEDERAL ‘.
) ¢ __®
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS *@®
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS- UFG
GRADUACAO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado(a) para participar, como voluntario(a), de uma
pesquisa. Meu nome é TALITA DAYANE PEREIRA E SILVA, sou a pesquisadora
responsavel e minha area de atuacio ¢ MEDICINA VETERINARIA.

ApOs receber os esclarecimentos e as informacdes a seguir, no caso de aceitar
fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma
delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa, vocé ndo sera
penalizado(a) de forma alguma

Em caso de davida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com o(s)
pesquisador(es) responsavel(is), LUCIANA BATALHA DE MIRANDA e ADILSON
DONIZETI DAMASCENO, no telefone (62) 3521-1674. Em casos de duvidas sobre os
seus direitos como participante nesta pesquisa, vocé podera entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias, nos telefones: 3521-
1075 ou 3521-1076.

INFORMAGOES IMPORTANTES SOBRE A PESQUISA

O titulo da pesquisa é Tipagem, transfusdo sanguinea, caracterizacéo
hematoldgica e bioquimica em gatos selvagens e domésticos, cujo objetivo é realizar
a tipagem sanguinea em jaguatiricas, gatos mouriscos, gatos palheiros e gatos
domésticos da raca Persa e sem raca definida e avaliar a possibilidade de realizar
transfusdo sanguinea entre essas espécies para facilitar a aquisicdo de doadores de
sangue. Outro objetivo é realizar o hemograma e avaliar fun¢des hepaticas e renais para
avaliar o estado de saude desses animais.

Para realizar esse estudo sera colhido 10 mL de sangue de cada gato uma
Unica vez. Para realizar a colheita os gatos serdo sedados ou ndo, de acordo com a
necessidade, com anestésicos apropriados e serdo monitorados até o total
restabelecimento.

Os gatos que participarem do projeto terdo os resultados de seus exames
(hemograma e bioquimica) e o resultado de seu tipo sanguineo gratuitos. Os proprietarios
dos gatos participantes ndo terdo nenhuma despesa decorrente da participacdo nesse
projeto, mas também ndo havera qualquer tipo de pagamento ou gratificacdo financeira
pela participag&o do seu animal.

O proprietario podera se recusar ou retirar seu consentimento, em qualquer
fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma

Nome e Assinatura do pesquisador

Prédio da Reitoria - Térreo - Campus Il - CEP-74001-970 - Goiania-GO - Fones: 0 XX62 3521-1076 - Fax:3521-1163
Homepage: www.prppg.ufg.br - E_mail: prppg@prppg.ufg.br


http://www.prppg.ufg.br/
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SERVICO PUBLICO FEDERAL “
) ®__®
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS *®
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS- UFG
GRADUACAO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO DA

PESQUISA
Eu, , RG
CPF , abaixo assinado, responsavel pelo(a)
gato(a) , autorizo sua participacdo no estudo

TIPAGEM, TRANSFUSAO SANGUINEA, CARACTERIZAQAO HEMATOLOGICA
E BIOQUIMICA EM GATOS SELVAGENS E DOMESTICOS, como sujeito. Fui
devidamente informado(a) e esclarecido(a) pelo pesquisador(a) TALITA DAYANE
PEREIRA E SILVA sobre a pesquisa, 0os procedimentos nela envolvidos, assim
como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes da sua participacdo. Foi-me
garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que
isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo do acompanhamento/
assisténcia/tratamento prestado ao sujeito pesquisado.

Goiania,de de 2010.

Nome e Assinatura do responsavel:

Prédio da Reitoria - Térreo - Campus Il - CEP-74001-970 - Goiania-GO - Fones: 0 XX62 3521-1076 - Fax:3521-1163
Homepage: www.prppg.ufg.br - E_mail: prppg@prppg.ufg.br


http://www.prppg.ufg.br/
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ANEXO 4

Ficha de anamnese e exame clinico

Identificacdo do proprietario

Nome do proprietério:
Endereco:
Cidade:

Telefone:

Identificacdo do animal

Nome:
Sexo:
Idade:
Raca:
Porte:
Peso:

Aspectos gerais

O animal passa por algum tipo de tratamento?

O animal apresentou algum tipo de doenca nos dois Ultimos anos?

O animal apresenta alteracdes de comportamento?

O animal alimenta-se normalmente? Qual o tipo de alimentacéo?

Exame fisico

Pele e pélos:

Linfonodos:

Sub-mandibulares:
Pré-escapulares:
Popliteos:

Mucosas:




TPC:

81

Cavidade oral:

Olhos:

Ouvidos:

Frequéncia respiratéria:

Auscultacdo pulmonar:

Frequéncia cardiaca:

Auscultacéo cardiaca:

Pulso:

Palpacao abdominal:

Palpacao renal:

Temperatura:




