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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esta pesquisa, ao avaliar parametros hematolégicos, bioquimicos, soroldgicos e
moleculares em felinos selvagens cativos e de vida livre busca identificar e
comparar valores de referéncias entre individuos da mesma espécie, e discorrer
sobre possiveis diferencas entre felideos in situ e ex situ. Exames atuais e
resultados precisos podem melhorar e direcionar adequagdes para um bom
manejo clinico. A realizagdo de exames sorolégicos e moleculares podem
antecipar surtos de doencgas importantes, principalmente em populagdes de vida
livre, muitas estdo ameagadas e em risco de extingdo, o manejo preventivo e
exames complementares aumentam significativamente as chances de prevengao
e disseminacao de patdégenos, além disso, a pesquisa ao levantar a situagao
clinica atual de felinos in situ e ex situ, fortalece a importancia e o desafio
constante de entender ciclos e trabalhar a interacdo entre animais silvestres,
animais domésticos, saude humana e saude ambiental, bem como o impacto
causado por essa interagdo diretamente na conservacgao de felinos selvagens.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

This research, by evaluating hematological, biochemical, serological, and
molecular parameters in captive and free-living wild cats, seeks to identify and
compare reference values among individuals of the same species, and to discuss
possible differences between felines in situ and ex situ. Current tests and accurate
results can improve and guide adjustments for good clinical management.
Performing serological and molecular tests can anticipate outbreaks of important
diseases, especially in free-living populations, many of which are threatened and
at risk of extinction. Preventive management and complementary tests
significantly increase the chances of preventing and controlling the spread of
pathogens. Furthermore, by assessing the current clinical situation of felines in situ
and ex situ, the research reinforces the importance and constant challenge of
understanding cycles and working on the interaction between wild animals,
domestic animals, human health, and environmental health, as well as the impact
caused by this interaction directly on the conservation of wild cats.
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RESUMO
A conservacéao de felinos selvagens, muitos ameagados de extingdo, demanda

aprimoramento do manejo clinico, sanitario e preventivo. Entretanto, o
conhecimento acerca da fisiologia e dos parametros laboratoriais dessas
especies ainda € limitado, sendo frequentemente extrapolado de felinos
domésticos. Neste contexto, o presente estudo objetivou obter dados
hematoldgicos, bioquimicos e soroldgicos de felinos selvagens, contribuindo
para 0 manejo ex situ e in situ sob a perspectiva da Saude Unica. Foram
realizados manejos preventivos em 90 individuos pertencentes a 10 espécies,
com coleta de sangue para hemogramas manuais, confecgdo de esfregacos
sanguineos e analises morfométricas de hemacias, neutrdfilos, linfécitos,
monadcitos e eosindfilos em seis espécies. Adicionalmente, 53 amostras foram
submetidas a avaliagdo bioquimica sérica, incluindo parametros renais,
hepaticos e metabdlicos. Os resultados demonstraram diferencas significativas
entre as espécies quanto a morfometria celular e aos perfis hematolégicos e
bioquimicos, evidenciando a necessidade de utilizagdo de valores de referéncia
especificos para cada espécie. As analises sorologicas foram realizadas para
toxoplasmose (n=50), leptospirose (n=49) e leishmaniose (n=49). A
toxoplasmose apresentou maior prevaléncia (58%; 29/50), seguida pela
leishmaniose (18,37%) e leptospirose (16,33%; 8/49). O sorovar
Icterohaemorrhagiae foi o mais frequente, seguido por Pomona e Canicola,
sendo observada sororreagéncia simultanea para mais de um patégeno em 11
animais. Os achados reforcam a importancia da caracterizacdo laboratorial
especifica de cada espécie e do monitoramento sanitario para a conservagao de

felinos selvagens.

Palavras-chave: hematologia, bioquimicos, felinos selvagens, soro, Brasil



viii

SALOMADO, J.A.Jr. Serological testing for toxoplasmosis, leishmaniasis, and
leptospirosis, and hematological and biochemical analyses of wild felines
in different Brazilian biomes. Botucatu, 2026. 105. Tese (Doutorado) —
Programa de Pdés-Graduagdo em Medicina Veterinaria, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Universidade Estadual Paulista (UNESP)
Campus de Botucatu

ABSTRACT

The conservation of wild felids, many of which are threatened with extinction,
requires improvements in clinical, sanitary, and preventive management.
However, knowledge regarding the physiology and laboratory parameters of
these species remains limited and is often extrapolated from domestic cats. In
this context, the present study aimed to obtain hematological, biochemical, and
serological data from wild felids, contributing to both ex situ and in situ
management under the One Health perspective. Preventive management
procedures were performed on 90 individuals belonging to 10 species, including
blood collection for manual hematological analyses, blood smear preparation,
and morphometric evaluation of erythrocytes, neutrophils, lymphocytes,
monocytes, and eosinophils in six species. Additionally, 53 samples were
subjected to serum biochemical analysis, including renal, hepatic, and metabolic
parameters. The results demonstrated significant interspecific differences in
cellular morphometry and hematological and biochemical profiles, highlighting
the need for species-specific reference values. Serological analyses were
performed for toxoplasmosis (n=50), leptospirosis (n=49), and leishmaniasis
(n=49). Toxoplasmosis showed the highest prevalence (58%; 29/50), followed by
leishmaniasis (18.37%) and leptospirosis (16.33%; 8/49). The serovar
Icterohaemorrhagiae was the most frequently detected, followed by Pomona and
Canicola, and simultaneous seroreactivity to more than one pathogen was
observed in 11 animals. These findings reinforce the importance of species-
specific laboratory characterization anda health monitoring for the conservation
of wild felids.

Keywords: hematology, biochemistry, wild cats, serum, Brazil.
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1. INTRODUCAO

Os animais silvestres, em diversas situacoes, necessitam de intervengoes
humanas para garantir sua sobrevivéncia, especialmente em casos relacionados
a maus-tratos, orfandade ou manutencgao ilegal em cativeiro (Bais, Tak, Mahla,
2017). Dentre esses animais, destacam-se os felinos, mamiferos carnivoros
pertencentes a familia Felidae, cuja origem remonta a aproximadamente 30
milhdes de anos, com posterior dispersédo por praticamente todos os continentes
ao longo dos 25 milhdes de anos subsequentes (Turner, Natén, 1997).
Atualmente, a familia Felidae € composta por 14 géneros e cerca de 40 espécies
reconhecidas (Clavijo & Ramirez, 2009; Wanderlei, 2011).

No Brasil, segundo dados do Instituto Chico Mendes de Conservacao da
Biodiversidade (ICMBio, 2022), ocorrem dez espécies de felinos silvestres, das
quais seis encontram-se classificadas em situacédo de vulnerabilidade e uma em
perigo de extingdo. Nesse contexto, sob a perspectiva conservacionista, torna-se
indispensavel a atuacao de instituicbes como zooldgicos, mantenedores de fauna
e criadouros cientificos, os quais desempenham papel fundamental na
preservagao dessas espécies e na mitigacdo dos impactos decorrentes das agdes
antropicas.

Projetos de reintroducdo e conservacdo tém promovido importantes
estudos com animais mantidos em condi¢gdes controladas, visando ndo apenas a
preservacao das espécies, mas também a promoc¢ao da educacao ambiental, do
bem-estar animal e da conscientizagao publica (Pimentel et al., 2009). Entretanto,
grande parte das pesquisas envolvendo felinos silvestres concentra-se
predominantemente em aspectos relacionados a dieta e ao manejo nutricional,
havendo ainda lacunas significativas no conhecimento acerca da fisiologia e da
sanidade desses animais. Diante da redugao populacional observada em diversas
espéecies em decorréncia da acdo humana, torna-se imprescindivel o investimento
em pesquisas voltadas a conservacgao e ao entendimento dos aspectos clinicos e
epidemioldgicos que envolvem esses animais (Melo et al., 2016).

A avaliacdo da saude dos felideos silvestres e a compreensao da
incidéncia de enfermidades que acometem essas espécies possuem relevancia
nao apenas para a medicina da conservacao, mas também para a saude publica,

animal e ambiental, considerando o conceito de Saude Unica. Nesse cenario, os



exames hematoldgicos destacam-se como ferramentas diagndsticas essenciais e
amplamente utilizadas na medicina veterinaria de animais domésticos, existindo
vasta literatura acerca dos valores de referéncia para caes e gatos. Contudo, na
medicina de animais silvestres, os conhecimentos relacionados aos parametros
hematoldgicos ainda sao limitados ou inexistentes para muitas espécies.

Um dos principais desafios para a consolidagdo de valores hematolégicos
de referéncia em felinos silvestres consiste na dificuldade de obtencdo de
amostras representativas, capazes de permitir analises estatisticas robustas.
Soma-se a isso a influéncia exercida por fatores como manejo, contencgao fisica
ou quimica e condicdes ambientais durante os procedimentos de coleta
sanguinea, os quais podem interferir diretamente nos resultados laboratoriais
(Larsson et al., 2015). Dessa forma, muitos dos parametros laboratoriais
atualmente utilizados para grandes felinos sao extrapolados de estudos
realizados com outras espécies, especialmente felinos domésticos. Nesse
sentido, torna-se fundamental o desenvolvimento de pesquisas envolvendo
populagcdes de animais silvestres tanto em cativeiro quanto de vida livre,
possibilitando a comparagao e a reprodutibilidade dos achados cientificos (Dias
et al., 2022).

Adicionalmente, observa-se a auséncia de materiais técnico-cientificos que
reunam fotomicrografias descritivas e morfométricas das células sanguineas das
principais espécies de felinos silvestres manejadas e reproduzidas em cativeiro
no Brasil, bem como das espécies nativas frequentemente estudadas nos
diferentes biomas brasileiros.

Outro aspecto de grande relevancia refere-se ao papel ecoldgico
desempenhado pelos felinos, uma vez que, por ocuparem o topo da cadeia
alimentar, esses animais podem atuar como reservatorios de diversos agentes
infecciosos. Dessa forma, a investigacdo molecular de patdgenos virais e
bacterianos, bem como a pesquisa sorologica de agentes de importancia em
saude publica, utilizando amostras sanguineas desses animais, torna-se
essencial para a compreensao epidemioldgica das enfermidades que circulam na
fauna silvestre. Além disso, as alteragdes ambientais e a crescente proximidade
entre ambientes naturais, areas urbanizadas e animais domésticos elevam o risco
de transmissdo de agentes infecciosos entre espécies, incluindo caes, gatos e

bovinos, podendo favorecer tanto o adoecimento dos felideos quanto a



disseminagao desses patdgenos nos ecossistemas naturais (Sacristan et al.,
2021).

Diante desse panorama, o presente estudo tem como objetivo realizar a
descrigao qualitativa e morfométrica das células sanguineas de felinos selvagens,
bem como avaliar os principais exames bioquimicos e analisar a circulagao de
Toxoplasma gondii, Leptospira spp. € Leishmania spp. em felideos distribuidos
em diferentes biomas brasileiros. Considerando a importancia ecolégica e
conservacionista desses animais, bem como as crescentes preocupacdes
relacionadas as transformagdes ambientais e aos impactos sobre a saude publica,
destaca-se a necessidade de ampliagao dos dados epidemiolégicos e soroldgicos
disponiveis para essas espécies. Assim, esta pesquisa configura-se como uma
importante ferramenta cientifica para o aprimoramento do conhecimento clinico-
laboratorial e epidemiologico dessas espécies, contribuindo diretamente para
estratégias de conservacgéo da fauna brasileira e para o fortalecimento das agdes
integradas em Saude Unica.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Panorama geral dos felideos

Os felinos pertencem a classe Mammalia e a familia Felidae, sendo
caracterizados como mamiferos carnivoros que ocupam o topo da cadeia
alimentar e exercem papel ecolégico fundamental na manutencédo do equilibrio
dos ecossistemas (Wanderlei, 2011; Luiz, 2008). A massa corporal dos
representantes dessa familia apresenta ampla variacdo entre as espeécies,
podendo oscilar de aproximadamente 1,3 kg a mais de 300 kg (Filoni, 2006). A
familia Felidae é representada por cerca de 40 espécies distribuidas em diferentes
continentes e habitats (Clavijo & Ramirez, 2009).

De maneira geral, as espécies pertencentes a essa familia encontram-se
sob crescente ameaca de extingdo ou em elevado grau de vulnerabilidade (IUCN,
2014). Entre os principais fatores responsaveis por esse cenario destacam-se as
acdes antropicas, especialmente a caca para comercializagdo de peles, a
destruicdo e fragmentacdao dos habitats naturais e o avango exponencial das
atividades agropecuarias sobre areas florestais (Almeida, 2013).

Além desses fatores, o comportamento predominantemente solitario dos
felinos constitui um agravante importante para a conservagao das espécies. A
fragmentagcdo ambiental promove o isolamento geografico das populagoes,
reduzindo significativamente o fluxo génico entre os individuos. Como
consequéncia, ocorre diminuicdo da diversidade genética e reduc¢ao da densidade
populacional, comprometendo a viabilidade das populagdes a longo prazo
(Oliveira, 1994; Genaro et al., 2001; Hibner & Link, 2011; Melo et al., 2016).

Diante desse panorama, os centros de manutengéo em cativeiro assumem
papel relevante na conservagcao das espécies de felideos. Apesar das
dificuldades enfrentadas por algumas instituicbes, como redugdo das taxas
reprodutivas associadas ao estresse, inadequacgdes nutricionais e recintos
incompativeis com as necessidades biolégicas das espécies (Genaro et al.,
2001), esses locais exercem funcédo essencial na recuperagao, protecéo e
manutencao de felinos selvagens debilitados ou impossibilitados de retorno
imediato a vida livre (Costa, 2012).

Os animais silvestres mantidos em cativeiro podem apresentar diferentes

origens: alguns ja nascem sob cuidados humanos, enquanto outros sao



capturados ou resgatados de seus habitats naturais ao longo da vida. Em ambas
as situagdes, ocorre uma modificacdo substancial da realidade ambiental e
comportamental desses individuos. Nesse contexto, a relagdo entre humanos e
animais torna-se um aspecto determinante para o sucesso do manejo, uma vez
que o homem, frequentemente percebido instintivamente como ameaca, deve
estabelecer interacbes que minimizem o estresse e favorecam a adaptagao do
animal ao novo ambiente (Hediger, 1950).

Os recintos destinados ao cativeiro representam um desafio constante,
pois demandam infraestrutura adequada e acompanhamento médico veterinario
especializado, capazes de atender as necessidades especificas de cada espécie
e garantir condi¢cdes satisfatorias de bem-estar animal (Bais, Tak, Mahla, 2017).
Segundo a World Association of Zoos and Aquariums (WAZA, 2015), o bem-estar
animal corresponde a condi¢ao geral do individuo, abrangendo seu estado fisico,
emocional e suas percepgoes subjetivas diante das influéncias ambientais. Nesse
sentido, o Modelo dos Cinco Dominios constitui importante ferramenta conceitual
para avaliacdo do bem-estar, contemplando quatro dominios fisicos — nutri¢ao,
ambiente, saude fisica e comportamento — além de um quinto dominio
relacionado ao estado psicolégico do animal.

Dessa forma, a manutencdo adequada de felinos em cativeiro deve
considerar tanto caracteristicas gerais quanto necessidades especificas de cada
espécie e individuo. Aspectos relacionados as exigéncias comportamentais e
psicologicas, dimensdes e estrutura dos recintos, composigao social dos grupos
e protocolos de manejo devem ser cuidadosamente planejados pelas instituigdes
responsaveis, a fim de proporcionar condi¢des compativeis com a biologia e o
bem-estar desses animais (Araujo, 2016).

Em ambiente natural, os felideos selvagens apresentam expectativa de
vida média entre 13 e 20 anos; entretanto, essa longevidade tende a aumentar
quando os animais sdo mantidos sob cuidados humanos, em razdo da
disponibilidade continua de alimento, assisténcia veterinaria e redugao de
ameacgas ambientais. Ainda assim, os impactos decorrentes da degradagao
ambiental seguem representando importante ameaca a conservagao dessas
espécies. A destruicado progressiva dos habitats naturais reduz a disponibilidade
de recursos alimentares e areas de refugio, contribuindo para o aumento do

numero de espécies ameacgadas de extingdo (Wanderlei, 2011).



Ao discutir a conservagao de carnivoros silvestres, torna-se imprescindivel
considerar a relevancia das doencas infecciosas no contexto da manutengcao
populacional dessas espécies. Evidéncias indicam que os diferentes felideos
apresentam suscetibilidade semelhante a diversos patégenos. Em ambientes de
cativeiro, essa problematica pode ser intensificada, uma vez que animais
provenientes de distintas regides geograficas frequentemente compartilham o
mesmo recinto, aumentando a exposigao a diferentes agentes infecciosos. Além
disso, o contato ocasional entre felinos selvagens e gatos domésticos favorece a
transmissao de enfermidades, elevando os riscos sanitarios para essas
populagdes (Filoni, 2006).

Fatores adicionais, como estresse fisioldgico, alteragdes imunoldgicas e
deficiéncias nutricionais, podem potencializar os efeitos deletérios das doencas
infecciosas, tornando essencial o monitoramento continuo da saude desses
animais por parte das instituicbes responsaveis. Nesse contexto, o bem-estar
animal deve ser compreendido como condigdo multifatorial, dependente do
equilibrio entre aspectos fisicos, ambientais e psicolégicos (WAZA, 2020; Mellor,
2015).

Sob a perspectiva epidemioldgica, as doencgas resultam da interagao entre
agente etiolégico, hospedeiro suscetivel e meio ambiente, conforme estabelecido
pela triade epidemioldgica (Brasil, 2010). Alteragcbes ambientais, incluindo as
condi¢des inerentes ao cativeiro, podem modificar significativamente as relagbes
entre hospedeiro e patdogeno, favorecendo o surgimento e a disseminacéo de
enfermidades (Metzger, 2009).

Nesse cenario, doengas e parasitos transmitidos por artrépodes assumem
especial importancia, sobretudo devido ao transporte, importacao e transferéncia
de animais entre instituicbes, bem como ao contato prévio ou ocasional com
animais domésticos (Metzger, 2009; André, 2012). Assim, torna-se necessario
ampliar os estudos voltados ao monitoramento sanitario e a manutengao da saude
dos felinos selvagens, incluindo investigacdes sobre as interagcbes
interespecificas envolvendo humanos, animais domeésticos e fauna silvestre.
Essas abordagens contribuem nao apenas para a prevencao de enfermidades e
melhoria do bem-estar animal, mas também para o entendimento epidemiolégico
de agentes transmitidos por artropodes, como Hepatozoon spp., piroplasmas,

Cytauxzoon spp. e bactérias da ordem Rickettsiales.



Nas ultimas décadas, o crescente reconhecimento do papel ecolégico e
social dos animais silvestres por 6rgaos governamentais, organizagdes nao
governamentais e pela sociedade tem impulsionado iniciativas voltadas ao
monitoramento populacional e a conservagdo de espécies ameacgadas. Nesse
contexto, tém sido desenvolvidas estratégias destinadas a protecdo e
reintroducéo de animais silvestres em seus habitats naturais (Wang, 2019).

A Uniao Internacional para a Conservagao da Natureza e dos Recursos
Naturais (IUCN) destaca-se mundialmente na elaboracdo de diretrizes e
resolugdes voltadas a preservagcdo ambiental, reunindo-se periodicamente para
discutir medidas eficazes de conservacdo. Sob a perspectiva da IUCN, o
desenvolvimento humano deve ocorrer de maneira integrada a conservagao da
natureza, considerando aspectos politicos, econdmicos, culturais e tecnolégicos
como instrumentos fundamentais para a promog¢ao do equilibrio ambiental e do
bem-estar global (IUCN, 2019).

2.2 Composig¢ao do sangue e hemograma

O sangue é um tecido conjuntivo especializado, constituido por uma fracédo
liquida e uma fracdo celular. A porgéo liquida, denominada plasma, contém
diversos solutos organicos e inorganicos, incluindo minerais, enzimas, proteinas,
nutrientes e hormoénios. Ja a fragao celular € composta por eritrécitos, leucdcitos
e plaquetas nos mamiferos, sendo estas ultimas fragmentos citoplasmaticos
derivados de megacariécitos (Gonzalez & Silva, 2008; Junqueira, 2023).

O volume sanguineo total dos felideos silvestres corresponde, em média, a
aproximadamente 6 a 8% do peso corporal, equivalente a cerca de 60 a 80 mL/kg.
O conhecimento desse parametro é fundamental para o estabelecimento de
limites seguros de coleta sanguinea e para a avaliagao do estado hemodinamico
dos animais durante procedimentos clinicos e anestésicos (Miller; Fowler, 2015).

Os eritrécitos sado células especializadas no transporte de gases
respiratorios, contendo elevadas concentracbes de hemoglobina, proteina
responsavel pelo carreamento da maior parte do oxigénio e do diéxido de carbono
no organismo (Junqueira, 2023). Sua membrana plasmatica € composta por
lipidios, proteinas e carboidratos, conferindo flexibilidade, resisténcia e
permeabilidade a célula, além de determinar sua morfologia caracteristica, a qual

pode variar entre as espécies. Nos mamiferos, os eritrocitos sdo anucleados,



diferentemente dos demais vertebrados, cujas hemacias mantém o nucleo celular.
Em geral, apresentam formato biconcavo e arredondado, caracteristica
observada na maioria das espécies da classe Mammalia, com excecédo dos
integrantes da familia Camelidae, como camelos, lhamas e alpacas, que possuem
eritrocitos elipticos (Thrall, 2024).

O formato bicéncavo favorece a eficiéncia das trocas gasosas e proporciona
maior maleabilidade celular, permitindo o transito adequado pelos capilares
sanguineos. Além disso, essa conformacéao resulta em uma area central de menor
intensidade de coloragdo, decorrente da menor concentragdo de hemoglobina
nessa regiao, aspecto mais evidente em algumas espécies, como caes, do que
em outras, como felinos e bovinos (Thrall, 2024).

Os leucécitos constituem as principais células de defesa do organismo,
atuando na resposta imunoldgica frente a infecgdes e diferentes formas de injuria
tecidual. Entre eles, os neutréfilos representam os leucocitos circulantes mais
abundantes e sao classificados como células polimorfonucleares. Essas células
participam ativamente das respostas inflamatérias agudas, sendo uma das
primeiras populagbes celulares a migrar para os sitios lesionados (Abbas,
Lichtman, Pillai, 2021).

Os mondcitos, por sua vez, sdo fagocitos mononucleares que, apos
migragcao para os tecidos, diferenciam-se em macréfagos. Correspondem as
maiores células circulantes do sangue periférico e apresentam morfologia nuclear
caracteristica, frequentemente descrita como reniforme ou em formato de feijao
(Geissmann et al., 2010; Cros et al., 2010; Abbas, Lichtman, Pillai, 2021).

Os linfocitos desempenham papel central na imunidade adaptativa, sendo
responsaveis pelo reconhecimento especifico de antigenos por meio de
receptores especializados. Morfologicamente, caracterizam-se por apresentarem
nucleo arredondado ocupando grande parte do citoplasma celular (Junqueira,
2023). Ja os eosindfilos e basofilos geralmente estdo presentes em menor
quantidade no sangue periférico em condic¢des fisioldgicas normais (Barthold et
al., 2016). Essas células possuem granulos citoplasmaticos ricos em mediadores
inflamatérios e substancias antimicrobianas, liberados apds estimulos
especificos, estando fortemente associadas as respostas imunes contra
helmintos e processos de hipersensibilidade (Abbas, Lichtman, Pillai, 2021).

As plaquetas, por sua vez, sdao fragmentos citoplasmaticos anucleados



originados dos megacariocitos da medula éssea e desempenham papel essencial
na hemostasia primaria, participando dos mecanismos iniciais de coagulagao
sanguinea (Thrall, 2024). Em animais ndo mamiferos, essas estruturas séo
denominadas trombdcitos em razdo da presenca de nucleo celular (Claver, 2009).

O sangue exerce fungdes fundamentais para a manutengao da homeostasia
do organismo, atuando principalmente no transporte de substancias essenciais,
como oxigénio, didxido de carbono, nutrientes e hormdnios, desde os locais de
absorcdo ou sintese até os tecidos-alvo. Além disso, participa da remogao de
metabdlitos celulares e substancias potencialmente toxicas, conduzindo-os aos
orgaos responsaveis pela excregado. Outra fungao de extrema relevancia refere-
se a defesa do organismo frente a agentes infecciosos e injurias teciduais, uma
vez que o0 sangue atua como veiculo para o recrutamento e transporte de células
imunoldgicas até os locais acometidos, onde ocorre a diapedese e subsequente
resposta inflamatéria mediada por citocinas e quimiocinas (Gonzalez & Silva,
2008).

O hemograma constitui a principal ferramenta de avaliagcdo hematoldgica na
pratica clinica e laboratorial, permitindo a analise quantitativa e qualitativa dos
principais componentes celulares do sangue periférico: eritrocitos, leucdcitos e
plaquetas. Trata-se de um exame amplamente solicitado tanto para avaliacdes de
rotina quanto como auxilio diagnéstico em diversas enfermidades, além de
fornecer informagdes importantes sobre a resposta do organismo frente a
processos infecciosos, inflamatérios e outras alteragdes fisiopatologicas
(Dolanhol et al., 2009; Gonzalez & Silva, 2008).

A avaliagdo hematoldgica pode ser realizada por métodos manuais ou
automatizados, utilizando contadores hematoldgicos especificos.
Complementarmente, a analise qualitativa € realizada por meio da avaliagéo
microscoépica de esfregagos sanguineos corados, permitindo a identificacdo dos
diferentes tipos celulares, avaliagdo morfolégica e realizagdo da contagem
diferencial de leucécitos (Failace, 2015).

Na medicina veterinaria, o0 hemograma destaca-se como um dos exames
laboratoriais mais solicitados devido a sua praticidade, baixo custo e elevada
utilidade clinica. Em animais silvestres, sua relevancia € ainda maior, uma vez
que possibilita a avaliagado do estado geral de saude e da resposta fisiologica dos

individuos frente a diferentes fatores ambientais, nutricionais, infecciosos e



10

estressantes, constituindo importante ferramenta para a conservacgao de espécies
silvestres (Mendes, 2018).

Na medicina de animais domésticos, os estudos hematologicos encontram-
se amplamente consolidados, existindo extensa literatura acerca dos valores de
referéncia e da morfologia celular das diferentes espécies. Entretanto, na
medicina de animais silvestres, especialmente no caso dos felideos selvagens,
ainda ha escassez significativa dessas informagdes (Larsson et al., 2015). Em
razao dessa limitagdo, os parametros hematologicos utilizados para interpretagao
clinica em felinos silvestres sao frequentemente extrapolados de dados obtidos
em outras espécies, principalmente do gato doméstico (Felis catus), o que pode
comprometer a precisao diagndstica e a adequada interpretagao dos resultados
laboratoriais (Dias et al., 2022).

Considerando o declinio populacional e o crescente risco de extingao das
espécies de felideos selvagens, a conservagao ex situ — definida como a
manutenc¢ao de individuos sob cuidados humanos fora de seu habitat natural —
torna-se uma estratégia fundamental para a preservagao dessas espécies. Além
de contribuir para a reprodugado e manutengao populacional, os animais mantidos
em cativeiro representam importante fonte de informacgdes biologicas, sanitarias
e genéticas, permitindo ainda a formagdo de bancos de material bioldgico e
genético relevantes para pesquisas futuras (Piratelli & Francisco, 2013).

Com o aumento da necessidade de manutencdo desses animais em
cativeiro, observa-se também maior demanda por acompanhamento veterinario
especializado. Embora o ambiente cativo possa favorecer o aumento da
expectativa de vida ao reduzir fatores de risco frequentemente presentes na
natureza, como escassez alimentar, predadores e acidentes, ele também pode
comprometer o bem-estar animal por diferir significativamente do ambiente
natural das espécies. Essas alteragbes ambientais podem desencadear disturbios
fisiologicos associados ao estresse cronico, a senilidade e a diferentes
enfermidades relacionadas ao manejo sob cuidados humanos (Cubas, Silva,
Catao-Dias, 2014).

2.3 Exames Bioquimicos e dosagem sérica de vitaminas
Os exames bioquimicos constituem ferramentas fundamentais para o

entendimento fisiolégico e para o diagnodstico das mais diversas enfermidades,



11

tanto na medicina veterinaria de animais domésticos quanto na de animais
silvestres. Esses exames permitem avaliar a integridade funcional de diferentes
orgaos e sistemas, além de fornecer informagdes relevantes sobre o estado
metabdlico, nutricional e clinico dos individuos (Trall et al., 2024).

Entre os principais parametros utilizados na avaliagdo da fung¢ao renal
destacam-se a ureia sanguinea e a creatinina, ambas classificadas como
substancias nitrogenadas nao proteicas. Esses compostos sdo normalmente
filtrados pelos rins e excretados na urina; portanto, elevagdes em suas
concentracdes séricas podem indicar comprometimento da funcdo renal e
ocorréncia de azotemia (Larsson et al., 2017).

Na avaliacao da funcao hepatica, a mensuragcado das enzimas aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) apresenta grande
relevancia clinica, uma vez que alteragdes em suas concentragdes séricas podem
estar associadas a lesbdes hepatocelulares, musculares esqueléticas, cardiacas
ou ainda a condigdes relacionadas ao exercicio fisico intenso (Trall et.al., 2024).

Outro marcador bioquimico amplamente utilizado € a fosfatase alcalina
(ALP), cuja elevagao sérica pode indicar colestase decorrente de obstrugao biliar
intra ou extra-hepatica, além de alteragcbes hepaticas e enfermidades
relacionadas ao tecido ésseo (Hill, 2011). Da mesma forma, a gama-glutamil
transferase (GGT) apresenta importante valor diagndstico, especialmente em
felinos, nos quais essa enzima demonstra maior sensibilidade para identificacédo
de doencas colestaticas quando comparada a ALP. O aumento das
concentracdes séricas de GGT pode estar relacionado a colestase e a necrose
biliar (Bain, 2009).

Além dos parametros enzimaticos e metabdlicos, a avaliagido dos niveis
séricos de vitaminas possui importante aplicagdo clinica e nutricional. As
vitaminas lipossoluveis, como as vitaminas A, D e E, e as hidrossoluveis, como a
vitamina C e diversas vitaminas do complexo B, desempenham funcdes
essenciais em processos fisiolégicos relacionados a visdo, imunidade,
metabolismo celular, reprodugdo e manutencédo do sistema esquelético. Dessa
forma, alteragcbes em suas concentragcdes séricas podem indicar desequilibrios
nutricionais, metabdlicos ou fisiopatoldgicos (Miller et.al., 2019).

O conhecimento dos valores de referéncia dessas vitaminas possibilita a

identificacdo precoce de estados de deficiéncia ou excesso, condigdes capazes
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de comprometer significativamente a saude dos animais. Deficiéncias vitaminicas
podem resultar em imunossupressao, alteragdes reprodutivas, disturbios 6sseos,
prejuizo da condigao corporal e outras alteragdes sistémicas relevantes (Cubas
et.al., 2014).

As vitaminas lipossoluveis — A, D, E e K — apresentam particular
importancia clinica devido a sua capacidade de armazenamento no figado e no
tecido adiposo, o que reduz sua excregao e aumenta o risco de toxicidade em
situagbes de suplementagdo excessiva. Assim, a mensuragao sérica dessas
vitaminas torna-se fundamental tanto para prevenir estados carenciais quanto
para evitar quadros de hipervitaminose. Em felideos, por exemplo, ja foram
descritos casos de hipervitaminose D, evidenciando a necessidade do
monitoramento adequado desses compostos em animais mantidos sob cuidados
humanos (Bissel, Black, Keller, 2019).

2.4 Doengas Zoonéticas

As zoonoses sado definidas como doengas ou infecgbes naturalmente
transmissiveis entre animais vertebrados e seres humanos. De acordo com o
Comité de Especialistas em Zoonoses da Organizagao Mundial da Saude (OMS),
atualmente sdo conhecidas mais de 250 zoonoses. Essas enfermidades podem
ser classificadas de maneira mais especifica conforme o sentido da transmissao.
As antropozoonoses correspondem as doencas transmitidas de animais para
humanos, enquanto as zooantroponoses referem-se a transmissao de agentes
infecciosos de humanos para animais (Acha et.al., 2013).

Além disso, as zoonoses podem ser categorizadas de acordo com o ciclo
de manutengao do agente etioldgico. As zoonoses diretas, também denominadas
ortozoonoses, sado transmitidas diretamente de um vertebrado infectado para um
hospedeiro suscetivel. As ciclozoonoses necessitam da participagao de mais de
uma especie de vertebrado para completar seu ciclo de transmissdo, sem
envolvimento de hospedeiros invertebrados. Ja as metazoonoses, também
chamadas de ferozoonoses, requerem hospedeiros vertebrados e invertebrados
para o desenvolvimento completo do agente infeccioso. Por fim, as
saprozoonoses dependem tanto de hospedeiros vertebrados quanto de
ambientes inanimados para manutengdo e transmisséo do patogeno (Chomel,
2014).
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Os agentes zoondticos podem apresentar diferentes naturezas etiologicas,
incluindo bactérias, virus, fungos, parasitos e agentes infecciosos nao
convencionais. A maioria desses patdgenos possui origem em reservatorios
animais, sejam eles domésticos ou silvestres (Ahmed et al., 2025). Dessa forma,
as zoonoses exercem impacto significativo sobre a saude publica, influenciando-
a de maneira direta e indireta (Organizacdo Mundial da Saude, 2025).

Nas ultimas décadas, observou-se um aumento expressivo na emergéncia
e reemergéncia de doengas zoondticas, fendbmeno diretamente relacionado as
atividades humanas. Entre os principais fatores associados a esse processo
destacam-se a globalizagdo, a urbanizagdo desordenada, as mudancgas
climaticas, a resisténcia antimicrobiana e a intensificacdo das interagdes entre
humanos, animais domeésticos e fauna silvestre. Esses fatores favorecem a maior
exposicdo humana a reservatérios de patégenos zoonoéticos, ampliam a
distribuigdo geografica de vetores e reservatorios e aumentam o risco de
ocorréncia do chamado spillover ou transbordamento zoonético (Ahmed et al.,
2025).

Nesse contexto, o conceito de “Saude Unica” (One Health) passou a
ganhar destaque no inicio dos anos 2000, especialmente apds os surtos da
Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS) e da influenza aviaria H5N1. A partir
desses eventos, tornou-se evidente a estreita relagao entre saude humana, saude
animal e equilibrio ambiental. Segundo a One Health Global Network, a
abordagem de Saude Unica reconhece que a saide dos seres humanos, dos
animais e dos ecossistemas é interdependente, devendo ser tratada de forma
multidisciplinar, intersetorial, coordenada e colaborativa (Mackenzie & Jeggo,
2019).

Com base nesse principio, diversas instituicdes internacionais passaram a
desenvolver estratégias integradas para o monitoramento, prevengao e controle
das zoonoses em escala global. Entre essas iniciativas destaca-se o Guia
Tripartite de Doencas Zoondticas (Tripartite Zoonoses Guide — TZG), criado com
o objetivo de fortalecer agdes intersetoriais voltadas a vigilancia e controle dessas
enfermidades. Contudo, a efetividade dessas medidas depende diretamente da
adesao dos paises participantes, bem como da disponibilidade de recursos
financeiros, infraestrutura adequada e profissionais capacitados.

Dessa forma, a prevencdo e o controle das zoonoses exigem uma
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abordagem colaborativa e interdisciplinar fundamentada nos principios da Saude
Unica, integrando esforgos das areas da medicina humana, medicina veterinaria,

saude ambiental e conservacao da biodiversidade (Ahmed et al., 2025).

2.4.1 Toxoplasmose
A toxoplasmose é uma enfermidade causada pelo protozoario Toxoplasma

gondii, um coccidio intracelular obrigatério de ampla distribuicdo mundial,
classificado como importante agente zoondtico. O ciclo biolégico desse parasito €
heteroxénico, envolvendo hospedeiros definitivos e intermediarios. Os mamiferos
e as aves atuam como hospedeiros intermediarios, enquanto os felideos
desempenham papel exclusivo como hospedeiros definitivos do agente etiolégico
(Dubey, Miller, Frenkel, 1970; Caldart et al., 2015).

A transmissdo da toxoplasmose pode ocorrer por diferentes vias,
destacando-se a ingestdo de oocistos esporulados presentes no ambiente, o
consumo de carnes cruas ou mal cozidas contendo cistos teciduais e a
transmissao transplacentaria. Dessa forma, a enfermidade apresenta elevada
relevancia tanto para a saude animal quanto para a saude publica, especialmente
em razdo de sua ampla disseminagao e potencial zoondético (Dubey, 2010).

Os felideos possuem papel central na epidemiologia da toxoplasmose, uma
vez que sdo os unicos hospedeiros capazes de apresentar a fase sexuada do
ciclo biolégico de T. gondii. Consequentemente, esses animais sao responsaveis
pela eliminagdo de oocistos no ambiente, contribuindo diretamente para a
manutengao e disseminagao do parasito nos ecossistemas e na cadeia alimentar
(Dubey, 2010).

Apesar da reconhecida importancia epidemiolégica dos felinos domésticos,
ainda existem limitagdes significativas no conhecimento acerca da participagao
dos felinos selvagens no ciclo biolégico de T. gondii, bem como sobre os impactos
da infecgdo na morbidade e mortalidade dessas espécies (Silva et al., 2016).
Nesse contexto, estudos envolvendo a ocorréncia, circulacdo e efeitos da
toxoplasmose em felideos silvestres tornam-se essenciais para a compreensao
da dindmica epidemiolégica da enfermidade e para o desenvolvimento de

estratégias voltadas a conservagao dessas espécies e a saude unica.

2.4.2 Leishmaniose
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A leishmaniose € uma zoonose causada por protozoarios do género
Leishmania, sendo considerada uma importante enfermidade parasitaria de
impacto na saude publica e na medicina veterinaria. Entre as espécies atualmente
conhecidas, aproximadamente 21 sdo consideradas patogénicas para os seres
humanos (Longoni, 2012).

No Brasil, os agentes etiolégicos da leishmaniose tegumentar (LT) estao
distribuidos em dois subgéneros principais: Leishmania e Viannia. O subgénero
Leishmania € representado principalmente pela espécie Leishmania
amazonensis, enquanto o subgénero Viannia inclui as espécies L. braziliensis, L.
guyanensis, L. lainsoni, L. naiffi e L. shawi (Basano; Camargo, 2004).

Ja a leishmaniose visceral (LV) no territério brasileiro € causada por
Leishmania chagasi, espécie pertencente ao complexo L. donovani (Gontijo;
Mello, 2004). O ciclo biolégico do parasito envolve hospedeiros vertebrados e
invertebrados, sendo as fémeas do flebotomineo Lutzomyia longipalpis os
principais vetores da enfermidade no Brasil. Durante o repasto sanguineo, as
formas promastigotas presentes no inseto vetor sdo inoculadas no hospedeiro
vertebrado e posteriormente fagocitadas por células do sistema mononuclear
fagocitario, transformando-se em formas amastigotas intracelulares (Gushi,
2008).

Nos felinos, a infec¢do por Leishmania pode apresentar diferentes
manifestagdes clinicas. Alguns animais demonstram resisténcia natural ao
parasito, permanecendo assintomaticos, enquanto outros podem desenvolver
sinais clinicos, frequentemente associados a condigdes de imunossupressao.
Estudos recentes sugerem a possibilidade de os felinos atuarem como
reservatorios da leishmaniose, hipotese que ainda se encontra em investigagao
(Piraja et al., 2013). Contudo, o papel epidemiologico desses animais na
manutencgao e transmissao da doenca ainda nao esta completamente esclarecido
(Vieira, 2016).

No Brasil, o primeiro relato de leishmaniose felina foi descrito no ano 2000,
representando um marco importante para os estudos relacionados a participacéo
dos felinos na epidemiologia da enfermidade (Savani, 2002).

Historicamente, a leishmaniose acomete populagées humanas desde o
século | d.C. (Basano; Camargo, 2004). Atualmente, segundo dados da

Organizagado Mundial da Saude (World Health Organization, 2025), mais de um
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bilhdo de pessoas vivem em areas endémicas e encontram-se sob risco de
infeccdo, evidenciando a relevancia global dessa enfermidade e a necessidade
de estratégias integradas de vigilancia, prevengao e controle, fundamentadas nos

principios da Saude Unica.

2.4.3 Leptospirose
A leptospirose constitui um importante problema de saude publica no

Brasil, sendo considerada uma enfermidade infecciosa aguda de elevada
relevancia epidemiolégica. Trata-se de uma doenca causada por bactérias do
género Leptospira, caracterizadas como espiroquetas gram-negativas aerdbias
de morfologia helicoidal (Gomes et al., 2022).

As leptospiras apresentam ampla distribuicdo entre diferentes espécies
animais, acometendo animais domeésticos, silvestres, espécies sinantropicas e
seres humanos. O género Leptospira inclui espécies patogénicas e saprofiticas,
compreendendo mais de 250 sorovares descritos (Faine et al., 1999).

A fase inicial da infeccdo, denominada leptospiremia, corresponde ao
quadro septicémico agudo da enfermidade, periodo no qual o agente circula pela
corrente sanguinea e dissemina-se pelos diferentes tecidos do organismo (Brasil,
1995). Posteriormente, as leptospiras tendem a persistir principalmente nos
tubulos renais e no trato genital dos hospedeiros infectados (Faine, 1982). Como
consequéncia, podem ocorrer lesdes teciduais locais e eliminagao bacteriana pela
urina, processo denominado leptospiruria, cuja duragao pode variar de dias a
anos, dependendo da espécie hospedeira e da resposta imunoldgica do individuo
infectado (Plank & Dean, 2000).

Nos felideos, estudos epidemioldgicos sobre leptospirose ainda sao
relativamente escassos. Entretanto, segundo Neto (2006), em investigagao
realizada com felideos observou-se maior frequéncia de infec¢ao por Leptospira
interrogans. Entre os principais sorovares identificados destacaram-se
grippotyphosa, icterohaemorrhagiae e pomona.

Além disso, os resultados sugerem que os felinos selvagens, assim como
os gatos domésticos, apresentam relativa resisténcia as infecgdes leptospiricas
quando comparados a outras espécies animais. Ainda assim, a participagao
desses animais na epidemiologia da leptospirose merece maior investigagao,

especialmente considerando seu potencial papel na manutencgao e disseminagao
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do agente em ambientes naturais e na interface entre fauna silvestre, animais

domésticos e seres humanos (Sykes et.al., 2023).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Identificar as principais diferengas morfolégicas das células sanguineas de
felinos selvagens, bem como comparar os resultados hematolégicos, bioquimicos

e sorologicos nas amostras de sangue das diferentes espécies coletadas.

3.2 Objetivos especificos

e Descricao qualitativa e morfométricas das células sanguineas;

e Realizar analise descritiva comparada dos resultados obtidos nas diferentes
especies coletadas;

e Avaliagao bioquimica das espécies de felinos selvagens;

e Analisar a circulagdo de Toxoplasma gondii, Leptospira spp. e Leishmania spp.

em felideos distribuidos em diferentes biomas brasileiros.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Etica

O presente estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade Americana - FAM, Americana-Sao Paulo. Numero de
protocolo: 202402-07.

O projeto foi submetido ao Sistema de Autorizagdo e informagdo em
Biodiversidade — SISBIO, o qual emitiu a autorizagdo para atividades com

finalidade cientifica sob o nUmero 90422-1.

4.2 Animais

Foram coletadas amostras de sangue de 90 felinos selvagens em cativeiro
e vida livre, de espécies nativas e exoticas. Dentre as amostras, as espécies séao
de Puma concolor, Puma Yagouaroundi, Panthera onca (Figura 2), Leopardus

pardalis (Figura 1), Leopardus wiedii, Leopardus tigrinus, Leopardus guttulus,
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Leopardus geoffroyi, Leopardus colocolo, Panthera leo e Panthera tigris. Os
animais em questdo sdo das seguintes instituicbes: Zooldgico Municipal de
Limeira, Zooldgico Municipal de Americana, Zooldgico de Itatiba, Mantenedor de
Fauna Ampara Silvestre, Associacao Mata Ciliar, Fazenda Kirongozi (todos Mata
Atlantica), Refugio Ecolégico Caiman (Pantanal) e Fazenda Furnas do Sao Pedro
em Paracatu (Cerrado), Instituto Onga-pintada (Cerrado), Projetos da Panthera
Brasil (Pantanal Mato grossense) e Ongas do Iguagu (Mata Atlantica) e SEMA-
MT (Pantanal), foram excluidos animais que apresentaram qualquer tipo de sinal

clinico.

4.3 Contencgao quimica e monitoramento

Os animais incluidos no estudo foram submetidos a contencao quimica
para a realizagao dos procedimentos clinicos e coleta de amostras biologicas. Nos
individuos mantidos em cativeiro, inicialmente realizou-se o0 manejo para
condugdo dos animais as areas de cambiamento dos recintos, permitindo maior
seguranga durante a contencéo. Posteriormente, procedeu-se a administracéo
dos agentes anestésicos por meio da projegdo de dardos anestésicos utilizando
zarabatana de sopro, direcionados a musculatura lateral dos membros posteriores
e/ou anteriores.

Os protocolos anestésicos foram estabelecidos de acordo com as
particularidades fisiologicas e o porte corporal de cada espécie, considerando que
os individuos manejados apresentavam ampla variagao de peso corporal, desde

aproximadamente 3 kg até exemplares superiores a 350 kg.
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FIGURA 1: Jaguatirica macho (leopardus pardalis), capturado no Parque
Nacional do Iguagu-PR, momento da coleta de material bioldgico.
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FIGURA 2: Onga - pintada (Panthera onca), capturada no Parque Nacional do
Iguacu-PR, individuo com amostras coletadas, ano 2025.

Para individuos da espécie Panthera leo, o protocolo anestésico
preconizado consistiu na associacéo de tiletamina e cloridrato de zolazepam na

dose de 5 mg/kg, associada a detomidina na dose de 0,01 mg/kg e atropina na
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dose de 0,05 mg/kg. Para Panthera tigris, utilizou-se a associagao de cetamina
na dose de 8 mg/kg com midazolam na dose de 0,6 mg/kg. Ja para as demais
espécies de felinos silvestres avaliadas no estudo, o protocolo empregado
consistiu na associagcéo de cetamina na dose de 6 mg/kg com medetomidina na
dose de 0,06 mg/kg.

Nos animais de vida livre, foram empregadas técnicas de captura passiva
adaptadas ao porte e comportamento das espécies-alvo. Para felinos de pequeno
porte, utilizaram-se armadilhas do tipo Tomahawk (Figura 3), enquanto para

felinos de grande porte, como Panthera onca e Puma concolor, foram utilizadas

armadilhas de lago (Figura 4).

FIGURA 3: Armadilha tomahawk armada no Pantanal Matogrossense - Brasil
para captura de pequenos felinos, ano 2025.
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FIGURA 4: Configuragao da armadilha de lago utilizada para a captura de onga-
pintada e onga-parda nos diversos biomas.

Nos individuos capturados em gaiolas, a administragdo anestésica foi
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realizada por meio da projec&o de dardos anestésicos com auxilio de zarabatana
de sopro. Ja nos grandes felinos capturados em armadilhas de lago, a aplicagao
dos anestésicos ocorreu mediante aproximagao controlada da equipe e utilizagao
de projetores de dardos acionados por ar comprimido. Em ambos os casos, os
dardos foram direcionados a musculatura dos membros posteriores e/ou
anteriores dos animais.

Tanto nos procedimentos realizados em animais cativos quanto nos
individuos de vida livre, o monitoramento anestésico foi conduzido continuamente
pelos médicos-veterinarios da equipe. Para avaliagdo dos parametros fisiolégicos
foram utilizados pulso oximetro modelo R 40 Vet da RZ equipamentos , lactimetro
portatil Accutrend Plus Roche e glicosimetro G tech Free. Durante todo o manejo,
foram aferidos e registrados em fichas anestésicas especificas os parametros de
frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, saturagao periférica de oxigénio,
tempo de preenchimento capilar (TPC), temperatura corporal, concentragao de
lactato e glicemia.

A coleta de sangue periférico foi realizada por venopuncado das veias
cefalica ou safena medial, de acordo com as caracteristicas anatémicas e o porte
de cada individuo, utilizando sistema scalp acoplado a tubos do tipo vacutainer.
Aproximadamente 9,5 mL de sangue total foram coletados de cada animal, sendo
posteriormente distribuidos em tubos contendo EDTA e em tubos secos

destinados as analises sorologicas e bioquimicas.
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FIGURA 5: Jaguatirica (Leopardus pardalis) capturada no Pantanal, no exato
momento da venipungao para colheita de amostras.

Apoés a coleta, as amostras foram devidamente armazenadas e

encaminhadas ao Laboratério Clinico Veterinario e posteriormente processadas
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no Laboratério de Zoonoses da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

da Universidade Estadual Paulista em Botucatu, SP, Brasil.

4.4 Laminas e esfregagos sanguineos

Foram analisadas, por coloragao instantanea (panédptico rapido) 30 laminas
de esfregacos sanguineos provenientes de seis espécies de felinos, sendo cinco
amostras de ledo (Panthera leo), cinco de onga-pintada (Panthera onca), cinco de
onga-parda (Puma concolor), cinco de jaguatirica (Leopardus pardalis) (FIGURA
5), cinco de gato-do-mato (Leopardus tigrinus) e cinco de gato doméstico (Felis
catus).

Os esfregagos sanguineos foram corados pela técnica de panético rapido,
método amplamente utilizado na rotina hematoldgica por possibilitar adequada
diferenciacao celular e avaliagdo morfolégica. A técnica consiste na utilizagéo
sequencial de trés solucdes distintas. A primeira solugdo, composta por
triarilmetano e metanol, atua como fixadora celular. A segunda contém agua
deionizada e xantenos, promovendo coloracdo avermelhada das estruturas
celulares de carater basico. Ja a terceira solugao, composta por agua deionizada
e tiazinas, confere coloracido azulada as estruturas acidas das células.

O procedimento de coloracéo foi realizado mediante imersao sequencial das
laminas em cada solugéo, respeitando-se o tempo padronizado de cinco minutos
por etapa. Apds a conclusao da ultima imersao, as laminas foram lavadas em
agua destilada e mantidas em temperatura ambiente até completa secagem,
sendo posteriormente encaminhadas para analise microscopica.

A leitura das laminas foi realizada em microscépio 6ptico modelo OLYMPUS
BX60, enquanto as fotomicrografias foram obtidas por meio do software OPTHD
Opticam®. Foram utilizados aumentos de 400% e 1000x sob imersdao em 6leo,
permitindo a captura de imagens de hemacias, neutrdfilos, linfécitos, mondcitos e
eosinofilos na regidao correspondente a monocamada celular dos esfregagos
sanguineos.

Para cada espécie avaliada, foram analisadas e mensuradas 200 hemacias,
50 neutrdfilos, 10 linfocitos, cinco mondcitos e cinco eosindfilos, totalizando 1.200
hemacias, 300 neutrdfilos, 60 linfocitos, 30 mondcitos e 30 eosindfilos analisados
no estudo.

A avaliacido morfométrica das hemacias incluiu mensuracao da area celular,
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perimetro, eixo maior e eixo menor. Para os leucécitos — neutrofilos, linfocitos,
monadcitos e eosindfilos — além das variaveis citoplasmaticas anteriormente
descritas, também foram mensuradas a area e o perimetro nuclear, sendo todos

os valores expressos em micrémetros (um).

4.5 Hemograma

Os hemogramas de 5 Leopardus wiedii, 4 Leopardus guttulus, 9 Leopardus
pardalis, 4 Leopardus colocolo, 2 Leopardus geoffroy, 7 Puma concolor, 4
Herpailurus yagouaroundi, 7 Panthera tigris, 3 Panthera leo e 45 Panthera onca,
foram realizados manualmente, seguindo os protocolos de rotina do Laboratério
Clinico Veterinario da FMVZ-UNESP. Foram confeccionadas |aminas de
esfregago sanguineo coradas pela técnica de Wright-Giemsa, destinadas a
contagem diferencial de leucdcitos e a avaliagdo qualitativa das células
sanguineas.

Além da analise hematolégica convencional, procedeu-se a captura de
imagens das diferentes populacdes celulares presentes no sangue periférico, com
a finalidade de realizar avaliagao morfolégica descritiva, documentacao cientifica,
analise morfométrica e comparagao entre as espécies de felinos selvagens e o

felino doméstico.

4.6 Analises bioquimicas

ApoOs a coleta de sangue em 5 individuos de Leopardus wiedii, 4 de
Leopardus guttulus, 9 de Leopardus pardalis, 4 de Leopardus colocolo, 2 de
Leopardus geoffroy, 7 de Puma concolor e 4 de Herpailurus yagouaroundi, 3
Panthera leo, 7 Panthera tigris e 45 Panthera onca (Totalizando 90 amostras),
armazenadas em tubos secos, as amostras sanguineas foram centrifugadas para
obtencdo do soro, sendo posteriormente destinadas a andlise imediata e/ou
armazenamento sob congelamento até o momento do processamento
laboratorial.

As andlises bioquimicas incluiram a mensuracdo de alanina
aminotransferase  (ALT), aspartato aminotransferase @ (AST), gama-
glutamiltransferase (GGT), fosfatase alcalina (FA), ureia, creatinina, colesterol,
triglicerideos, proteina total sérica, albumina, globulina, bilirrubina total e suas

fragcbes (direta e indireta), amilase, lipase, creatina quinase (CK), calcio, fosforo,
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magnésio, sodio, potassio, cloreto e glicose.

Todas as analises foram realizadas utilizando kits bioquimicos comerciais
(Bioclin® e Labtest®) em analisador bioquimico automatico Roche® Cobas Mira
Plus®, seguindo os protocolos padronizados do Laboratdrio Clinico Veterinario da
FMVZ-UNESP.

4.7 Vitaminas hidrossoluveis e lipossoluveis

Apos a coleta sanguinea, foram separados 5 mL de sangue total,
acondicionados em tubos contendo heparina. As amostras foram completamente
envolvidas em quatro camadas de papel aluminio, com a finalidade de evitar
exposicao a luminosidade e preservar a estabilidade das vitaminas fotossensiveis.
Foram realizados ao todo a coleta de 7 individuos, sendo 3 Panthera tigris, 2
Panthera onca e 2 Leopardus pardalis.

Posteriormente, as amostras foram encaminhadas a laboratério parceiro
especializado, o VetCheck Lab localizado na cidade de Sao Paulo, SP, Brasil,
onde foram processadas conforme os protocolos metodolégicos padronizados

pela instituicdo responsavel.

4.8 Sorologia

Foram coletadas 52 amostras de soro, sendo 10 de Puma concolor, 3 de
Herpailurus yagouaroundi, 8 de Leopardus tigrinus, 2 de Leopardus geoffroy, 2 de
Leopardus wiedii, 5 de Leopardus pardalis, 1 de Panthera leo, 4 de Panthera tigris e 17 de

Panthera onca.

4.8.1 Toxoplasmose
A deteccéo de anticorpos anti-Toxoplasma gondii foi realizada por meio da

técnica de Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), conforme metodologia
descrita por Camargo (1974).

Inicialmente, a suspenséo antigénica contendo taquizoitos foi distribuida nos
pocos das laminas especificas para imunofluorescéncia, utilizando-se 10 uL por
poc¢o. Apds incubagao em temperatura ambiente por um periodo de dois a trés
minutos, visando a fixacdo dos taquizoitos a superficie da lamina, o excesso da
suspensao foi removido por aspiracdo, permanecendo apenas uma pelicula

uniforme sobre cada poco.
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As laminas foram entao secas a temperatura ambiente, acondicionadas em
caixas apropriadas e armazenadas sob congelamento entre —-18 °C e -20 °C até
o momento de utilizagao.

Posteriormente, adicionaram-se 10 yL do soro dos animais em diluicoes
seriadas previamente estabelecidas, iniciando-se em 1:16 até 1:1024. As laminas
foram incubadas em camara umida por 30 minutos a 37 °C, permitindo adequada
interagdo antigeno-anticorpo.

Apos a incubagédo, as laminas foram submetidas a duas a trés lavagens
sucessivas com solugao salina tamponada (SST) 0,01 M, pH 7,2, permanecendo
imersas durante 10 minutos em cada lavagem, com renovagdo completa da
solugao a cada etapa. Apds a ultima lavagem, as |aminas permaneceram imersas
por mais 10 minutos.

Na sequéncia, aplicaram-se 10 pL do conjugado anti-IgG especifico diluido
em solugdo de azul de Evans, distribuido uniformemente sobre os pogos. As
laminas foram novamente incubadas em camara umida por 30 minutos a 37 °C.
Finalizada essa etapa, realizou-se nova série de lavagens conforme previamente
descrito, seguida de secagem em temperatura ambiente.

A leitura das laminas foi realizada em microscopio de imunofluorescéncia
utilizando objetiva de 40x e ocular de 10%. Considerou-se como ponto final da
reacao a maior diluicdo sérica na qual se observou fluorescéncia intensa e
continua na periferia de, no minimo, 50% dos taquizoitos presentes no campo

microscopico

4.8.2 Leishmaniose
A pesquisa de anticorpos para Leishmania chagasi foi realizada pela

Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (CAMARGO, 1974), sendo utilizadas as
diluicbes 1:40, 1:80, 1:160, 1:320 e 1:640. As amostras foram diluidas em
microplaca, pipetando-se 190 pL de Solugédo Salina Tamponada (SST) e 10 pyL
de soro a ser testado no primeiro orificio (diluicado 1:20). Foram distribuidos 100
ML de SST nas cinco cavidades, pipetando-se 100 pyL da primeira diluicdo para a
seguinte, apds homogeneizagdo, procedendo-se assim até a quinta cavidade,
desprezando-se os 100 uL desta ultima diluicdo. Tal procedimento foi repetido
com amostra do soro positivo (controle positivo) e outro negativo (controle

negativo). Seguindo-se o protocolo, indicando a posicédo de cada soro a ser
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testado, incluindo-se os controles positivos e negativos, na lamina fixada com o
antigeno, foi distribuido 10 yL de cada diluicao do soro nos orificios. A seguir as
laminas foram incubadas a 37° C, em camara umida por 30 minutos, e lavadas
com SST por 10 minutos em coplin, procedendo-se duas lavagens apds secagem
em estufa 37°C. O conjugado especifico foi diluido segundo o seu titulo
previamente estabelecido, em solugdo de azul de Evans, diluida em SST na
propor¢ao de 1:5, distribuindo 10 pyL do conjugado para cada diluicdo nas
laminas, incubando-se por 30 minutos, a 37° C em camara umida, lavando-se as
laminas em SST, seguidos de secagem em estufa e montagem com glicerina
tamponada pH 8,5 e laminula 24 mm X 60 mm, examinando-se em microscopio
de imunofluorescéncia (aumento de 40X). Apos a leitura dos controles, foi
considerado como titulo final a maior diluicho do soro em que ocorreu
fluorescéncia completa na borda de pelo menos 50 % das promastigotas. O
antigeno para a sensibilizagdo das Iaminas foi produzido com promastigotas de
L. chagasi e L. major mantidas em tubos rosqueados contendo 9 ml de meio LIT
e 5 ml de meio NNN no Nucleo de Pesquisa em Zoonoses. As laminas foram
sensibilizadas com a suspensdo de promastigotas e mantidas em laminario a -

20°C, até o momento do uso.

4.8.3 Leptospirose
As amostras de soro foram testadas para anticorpos anti-Leptospira spp.

pela técnica de Soroaglutinacdo Microscépica (SAM), segundo as normas do
Ministério da Saude (1995). Foi utilizada uma bateria de antigenos vivos,
mantidas e repicadas semanalmente em meio Ellinghausen-McCullough-
Johnson-Harris (EMJH) (DIFCO Laboratories®, Detroit, USA), a 28°C, constituida
de 25 sorovares e quatro variantes do sorovar Hardjo: Australis, Bratislava,
Autumnalis, Butembo, Castellonis, Bataviae, Canicola, Whitcombi, Cynopteri,
Djasiman, Sentot, Gryppotyphosa, Hebdomadis, Copenhageni,
Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Pomona, Pyrogenes, Wolffi, Shermani,
Tarassovi, Andamana, Patoc, Hardjo prajitho, Hardjo miniswajezak, Hardjo
C.T.G. e Hardjo bovis. Cada amostra foi inicialmente diluida em (SST) pH 7,6 na
diluicdo na propor¢ao de 1:50, adicionando-se 100 uL do soro a 4,9 mL da solugao
em tubos de ensaio de 10 mL.

As mesmas foram transferidas utilizando-se uma micropipeta para uma
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microplaca de fundo chato, e dispostas horizontalmente em 29 orificios contendo
50 uL de amostra cada. Em seguida, 50 yL de cada um dos 29 antigenos foram
adicionados na posicao vertical as amostras de soro, totalizando 100 pL de
material em cada orificio. SST pH 7,6 foi utilizado como controle negativo. As
placas foram tampadas, levemente agitadas por 20 segundos e incubadas em
estufa seca a 28°C durante uma hora.

Apods a incubagao, uma gota de cada orificio foi transferida para uma
lamina lisa de vidro utilizando-se uma alga bacteriolégica, e a leitura realizada em
microscopia otica de campo escuro (Carl Zeiss®, Alemanha), com aumento de
100X. Foram consideradas positivas amostras que apresentaram 50% ou mais de
leptospiras aglutinadas. Posteriormente uma nova analise das amostras positivas
foi realizada, com o objetivo de identificar seu titulo de anticorpos para o sorovar
reagente. Para tanto, 100 pyL das amostras previamente diluidas a 1:50 serao
transferidos novamente para uma microplaca de fundo chato, e adicionados 50
uML de SST pH 7,6 em outros cinco orificios dispostos horizontalmente ao lado da
amostra.

Foi realizada a diluicdo na razao de dois, transferindo-se 50uL do primeiro
orificio para o segundo, homogeneizando-se com micropipeta, e transferindo 50
ML do segundo para o terceiro orificio, procedendo-se assim por diante, obtendo-
se as diluicbes 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 e 1:1600. Em seguida foi adicionado
somente o sorovar que apresentou reacdo positiva na diluicdo 1:100,
transferindo-se 50 L do mesmo para cada um dos seis orificios contendo as
amostras diluidas. O titulo final foi correspondente a maior diluicdo que
apresentou resultado positivo, conforme descrito anteriormente (100, 200, 400,
800 ou 1600 Ul). No caso de amostras que apresentaram reagcao para mais de
um sorovar, foi considerado como reagente somente aquele que apresentou
maior titulo. Amostras positivas para uma ou mais das sorovariantes Hardjo bovis,
Hardjo prajitno, Hardjo C.T.G. e Hardjo miniswajezak foram consideradas como

reagentes para o sorovar Hardjo.
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5.1 Analise descritiva, comparativa e morfométrica das células sanguineas.

A média dos valores morfométricos de area e perimetro das células

sanguineas das espécies estao apresentados na Tabela 1.

TABELA 1: Média e desvio padrao dos valores morfométricos de area e perimetro
totais das células sanguineas das diferentes espécies de felinos.

Célula Mensur. Ledo Onga- Onga- Jaguat. Gato- Gato-
pintada parda do- domést.
P. Leo L. mato
P.onca P. pardalis F. catus
concolor L.
tigrinus
Hemacias Area (um?) 26,7 29,01+ 2569+ 2894+ 2843+ 2361%
4,35 3,37 3,11 4,1 3,39 2,33
Perimetro 18,32+ 19,10+ 18,11+ 1899+ 18,88+ 17,22+
(um) 1,47 1,11 2,28 1,41 1,12 0,84
Neutrofilos  Area (um?) 100,26 156,7+ 120,41 156,05 124,63 113,09 +
+14,58 27,02 + 13,6 2239 +14,67 1592
Perimetro 35,5 444 + 39,04+ 43,77+ 39,69+ 37,36z
(um) 2,66 3,76 2,23 5,43 2,34 3,99
Linfécitos  Area (um?) 101,05 116,29 82,58+ 80,06+ 76,08+ 100,19
+10,64 +13,32 15,74 18,22 13,43 23,11
Perimetro 36,11+ 39,056+ 33,5z 32,18+ 31,17+ 3539%
(um) 2,05 2,35 3,35 4,58 2,53 4,05
Mondcitos  Area (um?) 138,08 172,77 146,46 180,53 168,11 163,68
+ 28,1 +29,31 +£16,98 +10,38 +21,02 16,46
Perimetro 41,75+ 46,54+ 4474+ 47,74+ 46,04+ 459+
(um) 4,04 3,99 2,14 1,39 2,96 1,75
Eosindfilos Area (um?) 175,44 183,72 138,77 170,52 128,33 135,8 =
+11,79 +£25/1 +19,38 +40,25 7,42 9,93
Perimetro 47,19+ 48,36+ 41,75+ 46,11+ 40,26+ 41,38%
(um) 1,49 2,83 2,95 5,23 1,23 1,48

OBS: Mensur. = Mensuragao; Jaguat. = Jaguatirica; Gato-domest. = Gato-doméstico.

A area e o perimetro total das células foram os parametros principais para a

comparacgao de tamanho celular entre as espécies.

As maiores médias dos valores obtidos das mensuragdes de hemacias
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foram observadas em oncga-pintada, com area média de 29,01 ym?, enquanto as
menores foram observadas em gato-doméstico, com area média de 23,61 ym=
Em relagdo a morfologia, a onga-parda apresentou palidez central dos eritrécitos,
o que nao foi visto comumente nas outras espécies estudadas. Além disso, nao
houve outras diferengas morfolégicas dignas de nota entre as espécies, com
todas apresentando as caracteristicas gerais de hemacias de mamiferos: formato
circular, bicbncavas e anucleadas.

Ja nos neutrdfilos, as maiores médias foram observadas também em onga
pintada, com média da area de 156,7um?, e as menores em ledo, com area meédia
de 100,06um? N&o houve diferengas morfoldgicas especificas por espécies,
porém todos se apresentaram em formato citoplasmatico circular, com grande
diversidade em relagdo ao nucleo (Tabela 3), variando de ndo-segmentados a
até oito segmentagdes e formatos diversos, como em “S” e em “V”, e outras
conformagdes em que porgdes nucleares se sobrepdem.

Os maiores linfécitos também foram observados em onga-pintada, com
116,29um? de area média, e 0s menores em gato-do-mato, com 76,08um?de area
meédia. Em todas as espécies, o citoplasma se apresentou escasso, sendo tomado
quase que completamente pelo nucleo arredondado.

Os maiores mondcitos foram de jaguatirica, com 180,53um? de area média,
enquanto que os de ledo foram os menores, com 138,08um? de area média e,
apesar dos mondcitos serem descritos como os maiores leucécitos circulantes
(Espinoza & Emmady, 2023), os eosindfilos se apresentaram as maiores células
no ledo, com area média de 175,44um?, e onca-pintada, com 183,77um? de area
média, porém devido ao baixo numero amostral tanto de mondcitos quanto de
eosindfilos (n=5 de cada espécie), os valores obtidos podem nao estar
completamente fidedignos.

Dentre os eosinofilos, os maiores foram observados em onga-pintada (area

média de 183,77um?) e os menores em gato-do-mato (128,33um? de area média).
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TABELA 2: Média e desvio padrdo de eixo minimo e eixo maximo das células
sanguineas de diferentes espécies.

Célula Mensur. Leédo Onc¢a- Ong¢a- Jaguat. Gato-do- Gato-
pintada parda mato doméstico
P. leo L.
P.onca Puma pardalis L. F. catus
concolor tigrinus

Hemacias Eixomin 5,53 5,81+ 5,48 + 5,83+ 5,81+ 5,29 +
(um) 0,48 0,37 0,37 0,43 0,36 0,28
Eixomax 6,12+ 6,33 5,94 + 6,28 + 6,2 + 5,66 +
(um) 0,51 0,39 0,37 0,46 0,39 0,3

Neutrofilos Eixomin 10,72 13,23+ 11,63+ 13,18+ 11,71+ 11,98 +
(um) 0,78 1,32 0,8 1,11 0,82 8,74
Eixo max 11,87 + 1499+ 13,81+ 15,56+ 13,47+ 12,77 +
(um) 1,07 1,32 4,08 3,91 0,99 1,02

Linfécitos  Eixo min 10,72 11,55+ 9,25+ 9,53 9,23 10,6 £
(um) 0,93 1,16 1,35 1,11 0,98 1,2
Eixomax 11,79+ 13,21+ 11,27+ 10,43+ 10,38 % 119+
(um) 0,74 0,94 1,52 1,3 0,86 1,47

Monécitos  Eixo min - 12,09 £ 14,14+ 1212+ 14,3 £ 13,78 + 13,89+
(um) 1,56 1,4 1,87 0,49 0,79 1,13
Eixo max 14,42 + 15,47+ 1522+ 16,05+ 155+¢ 14,87 +
(um) 1,08 1,26 0,7 0,58 1,31 0,59

Eosindfilos Eixomin 13,88 + 1456+ 12,66+ 1411+ 121+ 12,67
(um) 0,95 1,27 1,03 1,82 0,43 0,74
Eixo max 16,1+ 16,06+ 13,89+ 15,23+ 13,49+ 13,75+
(um) 0,79 0,78 0,93 1,52 0,76 0,54

OBS: Mensur. = Mensuragao; Jaguat. = Jaguatirica; Gato-domest. = Gato-doméstico
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TABELA 3: Média e desvio padrao das mensuragdes de nucleo das células
sanguineas nucleadas das diferentes espécies de felideos.

Célula Mensur. Ledo Onca- Onca- Jagua Gato-do- Gato-
pintada parda t. mato domést.
P. leo
P.onca Puma L L. tigrinus  F. catus

concolor  pardali
s

Neutrofilos Areanucleo 44,53+ 69,33+ 65,23 + 60,34 68,71 50,3 £

(um?) 444 8,7 8,84 +6,31 6,97 4,83
Per. nicleo 47,15+ 56,58 + 60,03 + 4755 57,16+ 49,57 +
(um) 6,53 9,61 8,96 +8,58 7,63 7,89
Linfécitos Area nicleo 66,43+ 75,59+ 59,64 + 56,95 54,33 + 62,59 +
(um?) 6,08 9,33 11,11 * 6,38 11,35
12,15
Per. nicleo 29,76+ 33,09 + 28,78 + 27,38 274+ 29,23 +
(um) 1,67 3,81 3,24 * 2,47 2,89
3,4
Mondcitos Area nicleo 66,06+ 91,64 + 89,21 + 101,95 103,16 + 102,48 +
(um?) 9,31 12,72 10,69 + 15,93 12,66

11,13

Per.nlcleo 36,78+ 4487+ 4355+ 4747 4426+ 42 £4,2
(um) 224 477 5,91 +596 9,02

Eosindfilos Area nicleo 59,33+ 60,18+ 56,84 + 52,91 56,64 + 47,94 +
(um?) 8,09 10,2 7,87 +489 2,79 5,65

Per.nicleo 39,87+ 4942+ 46,32 39,94 44,56+ 45,07 £
(um) 4,06 8,64 4,23 +587 5,12 4,04

OBS: Mensur. = Mensuragao; Jaguat. = Jaguatirica; Gato-domest. = Gato-doméstico

Foi observado que os eosindfilos de oncga-parda possuem granulos
grandes e proeminentes (Figura 6), se destacando das outras espécies
estudadas. A fins comparativos, os eosindfilos de onga-parda se assemelham
aos de equinos no sentido de aspecto, descritos como “framboesa” (Weiser,
2014). Os eosinodfilos de jaguatirica (Figura 7) apresentaram granulos pequenos,
em formato de barril, se assemelhando ao gato-doméstico (Figura 6), do qual &
bem caracterizado. Ja no ledo, os granulos eosinofilicos se coraram fortemente,
sendo em formatos arredondados e em grande abundancia, bem distribuidos pelo
citoplasma (Figuras 6 e 7). Nos eosindfilos de onga pintada, os granulos também
se apresentam de formato arredondado, ligeiramente maiores que os de ledo, e

com porgoes citoplasmaticas periféricas nao preenchidas com os granulos.
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FIGURA 6: Campo de hemacias de onga-pintada (A); eosindfilo (seta) e neutrdfilo
(ponta) de ledo (B); linfécito de gato-do-mato (C); mondcito e formagao de
rouleaux em jaguatirica (D); eosindfilo degranulado de gato-doméstico (E);
eosinofilo de onga-parda (F). Coloragédo Pandtico rapido. Aumento 1000x
(imersao). Fonte: acervo pessoal.

—~ -

I.A

FIGURA 7: Eosindfilos de algumas das espécies estudadas. Eosindfilo de jaguatirica
(A); eosindfilo de ledo (B); eosindfilo de onga-pintada (C). Coloragéao Pandético rapido
Aumento 1000x (imerséao).

Segundo Cavalier-Smith, em 1978, o tamanho das células (Tabela 2) entre
as espécies varia por diversos fatores, mas principalmente pela histéria evolutiva
de cada espécie, 0 que pode justificar a diferenga dentro da diversidade felina,
pois cada espécie ocupa um nicho ecoldgico especifico, evoluindo

independentemente em diversos ambientes, sendo moldados pela evolugéo a
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terem a capacidade de suprirem suas necessidades orgéanicas, podendo estas

adaptacdes estarem refletidas no tamanho e morfologia celular.

5.2 Hematologia

As médias dos valores de hemograma e leucograma dos 90 individuos

coletados, de 10 espécies de felinos selvagens, bem como o desvio padréo estao

demonstrados nas tabelas 4 e 5.

TABELA 4: Média e desvio padrao do valores hemograma do género Panthera.
(Panthera tigris, Panthera onca e Panthera leo).

coa o e g ek
Hemacias x108/mm?® 7,35+1,10 7,79 £ 1,67 7,33 +£0,89
Hematécrito % 26,26 + 18,63 19,50 + 7,71 16,15 + 22,40
Hemoglobina g/dL 12,64 + 2,34 13,21+ 3,42 11,15+ 0,63
V.C.M FI 52,36 + 6,43 48,8 + 3,66 43,35 + 6,29
C.H.C.M % 32,82+ 1,96 34,47 £ 3,46 35,41+ 1,25
proena gldL 7,8 +0,63 8,85 + 0,53 8,55 + 0,07
Metarrubricitos % 0+0 0,12+ 0,35 00
Leucocitos x10%mm?® 10,1 +£2,18 8,64 £ 5413,50 9,2 +12975,12
Segmentados o, 85,14 + 5,52 80,88 + 7,97 73,5 +9,19
isgf"e”tad“ x10¥mm?* 8,55 + 1946,85 11,56 + 6196,24 15,85 + 1639,07
Linfocitos Rel. % 8,14 + 5,39 14,20 + 7,47 14 £ 1,41
Linfcitos Abs. ~ x10¥mm? 757,42 +763,24 199331+ 1131,77 3029 + 386,08
Mondcitos Rel. % 1,85 +1,34 2,17 £ 2,35 6,5+9,19
Mondcitos Abs.  x10¥mm?® 119,42 + 129,42 232,90 + 229,78 1651 + 2334,86
Eosindfilos Rel. % 3,14 +£273 2,22 +2,00 0,5+0,70
Eosindfilos Abs.  x10¥mm? 339 + 341,12 286,90 + 276,17 127 + 179,60
Bastonetes Rel. % 0,14 £ 0,37 0,177 £0,43 314,24
Bastonetes Abs. x10¥mm? 11,14 + 29,48 27,93 + 95,21 762 + 1077,63
Basofilos Rel. % 0,28 £ 0,75 0,06 + 0,24 0£0

Basofilos Abs. x103%mm?® 33,71+ 89,19 7,19 £ 28,18 00
Plaquetas x10¥mm?3 270,66 + 162,41 333,54 + 53,64 113,33 £ 75,48
Nidmero

amostral das
espécies (n)

45

OBS: Rel. = Relativo; Abs. = Absoluto; Mensur. = Mensuragao; Unid. = Unidade; DP = Desvio Padrao.
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Herpailurus.
Gato-do-
. Gato-do-mato- Jaguatirica Gato-palheiro mato- Gato-mourisco
. Mensuragao Gato maracaja pequeno Leopardus Leopardus grande Onga-parda Herpailurus
Célula (unidade) Leop (ar:d:\;)w ledi Leopardus guttulus pardalis colocolo Leopardus Pum(i C;Of;;: olor yagouaroundi
(n=4) (n=9) (n=4) geoffroyi (n=4)
(n=2)

Hemacias x108/mm? 6,89 +2,57 8,65+0,83 6,60 + 1,09 8,07 £ 0,26 73%- 7,40 1,05 7,86 +0,82
Hematdcrito % 34,66 + 12,34 40+ 3,26 36,28 +7,34 38,05+ 0,63 32+- 38,14 £ 5,1 46,66 + 9,5
Hemoglobina g/dL 11,36 + 4,38 13,25 + 1,06 12,36 + 2,41 13,10 10,6 £ - 12,47 + 1,84 15,63 £ 3,15

V.C.M Fl 51,01 £ 7,63 46,37 £ 3,67 55,03 £ 10,51 47,15+ 0,77 43,84 + - 51,66 £ 2,77 59,01 £ 6,56
C.HCM % 32,47 £ 1,31 33,14 £ 0,23 34,31+1,45 40,7 £8,34 3312 £ - 32,51 £0,74 33,24 £ 0,05
Proteina Plasmatica g/dL 8,73+0,70 8,4 +0,43 8,12+0,24 7,2+0,28 74 +- 7,6+£0,82 8,8+1
Metarrubricitos % 00 0+0 0+0 00 0%- 0+0 00
Leucdcitos x103/mm? 10,43 £ 5,96 7,17 £1,51 1016,16 + 2821,91 14250 + 2192,03 51%- 3317,12 £ 4430,51 11,96 + 6,48
Segmentados Rel. % 58 + 36,01 85,25+ 2,87 68,37 + 30,01 59+ 8,48 83 - 53,14 + 36,76 74,33 + 8,32
Segmentados Abs. mm? 7357,66 + 7089,88 6148,3 + 1455,50 12524,5+9916,34  8500,5 + 2502,45 4233 % - 3816,28 + 3153,61 4366,33 + 2502,39
Linfécitos Rel. % 26,66 + 27,42 11,25+ 4,11 11,37 £ 4,98 28,5 +6,36 17 + - 17,33 £ 9,24 150
Linfécitos Abs. x103/mm? 1776 + 834,38 777,75 +£234,05 1502,37 + 1115,03  3991,5 + 282,13 867 + - 1097,33 + 525,04 1771,66 + 988,86
Monécitos Rel. % 6 + 6,08 1,25+1,25 1,62 +1,50 2+282 0%- 4,33+1,50 2,33+2,08
Monécitos Abs. x10%/mm? 411 £ 174,47 88,75+ 94,19 299 + 343,84 254 + 359,21 0%- 311,56 £ 164,64 346,66 £ 397,15
Eosindfilos Rel. % 9,33 + 8,02 1,75+15 8,62+10,26 10,5+0,70 0%- 2,83+2,92 8,33+7,50
Eosindfilos Abs. x103/mm? 755,33 £772,58 128,25 + 115,49 1833,5 + 2778,82 1504 + 330,92 0%- 223,16 £ 284,39 843,33 £ 577,61
Bastonetes Rel. % 0+0 0,5+0,57 0,37 +0,74 0+0 0%- 0x0 0+0
Bastonetes Abs. x103/mm? 0+0 32 + 38,67 5995 + 1657,19 0+0 0%- 0x0 0+0
Basofilos Rel. % 0+0 0+0 0+0 0+0 0t- 0,2+0,44 0+0
Basofilos Abs. x103/mm? 0+0 0+0 0+0 0+0 0%- 12,8 £28,62 0+0
Plaquetas x103/mm? 146 £ 17,69 221,25 £69,77 251,5 £ 44,88 498,5 + 139,30 195+ - 43497 £ 11442 257,66 + 26,38
Numero amostral das 5 4 9 4 2 7 4

espécies (n)

OBS: Rel. = Relativo; Abs. = Absoluto; DP = Desvio Padrao
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5.3 Média valores bioquimicos por espécie

As amostras foram coletadas em diferentes espécies, em manejos
preventivos em zoolégicos, mantenedores de fauna silvestres, criadores
cientificos e ainda em animais de vida livre submetidos a manejo e contengéo
quimica para fins de pesquisa nos estados de Sao Paulo, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul e Goias, os respectivos valores estao apresentados nas tabelas: 6

e’.

TABELA 6: Média de valores de bioquimica sérica, género Panthera (P. tigris, P.onca, P.
leo).

Mensuragao Tigre Onca-pintada Leao
(Unidade) (Panthera tigris) (Panthera onca) (Panthera leo)
(n=7) (n =45) (n=3)
Proteina Sérica (g/dL) 7,38 £ 1,31 8,06 £0,75 6,9 +1,22
Globulina (g/dL) 4,08 £ 0,89 4,96 £ 0,95 4,9+0,78
Albumina (g/dL) 3,3+0,48 3,14 +£0,48 2,0+0,56
Bilirrubinas Total (mg/dL) 0,19+ 0,20 0,14 £ 0,10 0,2+0,14
Bilirrubinas Direta (mg/dL) 0,05+ 0,05 0,02 + 0,01 0,1 +-0,02
Bilirrubinas Indireta (mg/dL) 0,14 £ 0,16 0,09 £ 0,07 0,1+£0,01
Creatinina (mg/dL) 2,18 £ 0,34 2,0+0,80 3,93+1,74
Fosfatase Alcalina (U/L) 13,32+7,10 46,50 + 60,38 3,5+4,94
ALT (U/L) 103,5+48,12 138,94 + 141,90 22 +£43,32
Ureia (mg/dL) 79,74 £ 38,76 89,50 + 83,95 188,5+ 142,12
Glicose (mg/dL) 183,75 + 82,31 128,62 + 70,99 107 £ 93,33
AST (U/L) 82 +42,14 46,8 + 26,77 86 £ 98,99
GGT (U/L) 5+49 2,29+1,74 3,2+2,03
CK (U/L) 175 + 38,18 435 £ 49,98 158 £ 23,69
Colesterol (mg/dL) 213,25 + 66,98 311 + 229,66 138 £ 94,63
Triglicérides (mg/dL) 34 + 38,18 31,11 +£8,72 12 £ 16,21
LDH (U/L) - - 91 + 13,04
Frutosamina (mmol/L) - - 95,6 £ 29,21
Amilase (U/L) - - 5955 + 186,28
Lipase (U/L) - - 3+0,98
Calcio (mg/dL) - 8,91+4,68 8,6 +1,74
Foésforo (mg/dL) - 5,1+3,93 3,9+2,29
Magnésio (mmol/L) - - 2,6 +1,13
Sédio (mmol/L) - 152 + 53,62 144 £ 19,52
Potassio (mmol/L) - 4,6 + 3,27 4+234
Cloreto (mmol/L) - 114 £+ 46,99 110,3 + 27,36
SDMA (mcg/dL) - 10 £ 4,74 -
Na/K - 33+11,29 -
Osmolaridade Plasmatica - 310 £ 14,29 -
Colinesterase - 27,5+ 10,79 -
Numero amostral das 7 45 3

espécies (n)

OBS: DP = Desvio Padrao
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dos valores de bioquimica

sérica, géneros Leopardus, Puma e
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Herpailurus.

Morsuragio  SHOTEH  Tpequena | e Ciopber | Calodonstogante Orertt,Hemslus

(unidade) (n =5) Leoparglu: i])uttulus (n=9) (n=4) (n=2) (n=7) yag?:irz)undi

Proteina sérica (g/dL) 9,3+3,97 7,32 0,50 7,02+0,48 5,55+ 1,20 6,4 +- 7,12+0,85 7,6 £2,07
Globulina (g/dL) 5,65 +2,53 3,8+0,71 4,21 +0,80 3,1+1,41 3t- 3,7+0,71 3,96 £ 1,15
Albumina (g/dL) 3,75+ 1,51 3,52 +0,28 2,78 £0,40 2,45+ 0,21 34+- 3,63+0,75 3,63 +£0,92
Bilirrubina Total (mg/dL) 1,22 £1,17 0,27 £ 0,12 0,12 £ 0,04 - 0,06 £ - 0,27 £0,23 0,24 £0,19
Bilirrubina Direta (mg/dL) 0,70 £ 0,96 0,02 + 0,04 0,04 + 0,04 - 0x- 0,06 + 0,04 0,03 +0,03
Bilirrubina Indireta (mg/dL) 0,53 +0,55 0,24 £0,12 0,09 £ 0,05 - 0,06 £ - 0,21 £0,20 0,20 £ 0,21
Creatinina (mg/dL) 1,23+0,16 0,99 £0,25 1,44 £ 0,45 1,15 £ 0,07 1+- 1,74 £0,45 1,24 £0,45
Fosfatase Alcalina (U/L) 70,6 £ 46,95 54,73 + 72,99 31,01 + 32,92 376 + 5,65 455+ - 27 + 25,22 25,23 + 29,91
ALT (U/L) 138,94 + 96,82 62,17 £ 6,91 104,3 £ 37,52 49,75+ 11,10 45,6 + - 92,8 + 82,22 199,36 + 53,74
Ureia (mg/dL) 76,94 + 44,22 62,17 + 6,91 68,08 + 18,01 64,5 +9,19 57,1+ - 82,49 + 48,15 101,33 + 36,68
Glicose (mg/dL) 177,5 + 38,89 - 121 £ 35,35 91,5 + 27,57 - 198,66 + 138,01 251 + 207,88
AST (U/L) 166 + - - 112 + 38,18 77,5+14,84 - 243,33 £ 316,0 210 + -
GGT (U/L) 12 £ 14,14 5%- 757,77 - - 1,66 +1,15 10,45 + 6,29
Colesterol (mg/dL) 118 + - - 266,5+ 60,10 120,5+ 30,40 - 233 £ 36,29 204 £16,97
Triglicérides (mg/dL) 48 + - - 11,56 +£2,12 25,25+ 3,88 - 40 + 11,31 95,5 + 14,84
CK (U/L) - - 4668 + - 558 £ 103,23 - - -
Relagao Albumina/Globulina - - - 0,9+0,48 - - -
Numero amostral das 5 4 9 4 2 7 4

espécies (n)

OBS: DP = Desvio Padrao.
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Apods o processamento das amostras, os valores obtidos foram apresentados nas

tabelas: 8 e 9.

TABELA 8: Média de valores de vitaminas em P.onca (onga-pintada) n=2, e

L.pardalis (Jaguatirica) n=2 .

Vitaminas (Unidade) Alice Catarina Macho Pia
(P. onca) (P. onca) (L. pardalis) (L. pardalis)
Ong¢a- Onga-pintada Jaguatirica  Jaguatirica
pintada
B1 — Tiamina (ug/mL) 23,89 53,29 380,41 42,87
B2 — Riboflavina (ng/mL) 92,53 73,22 15,93 55,10
B3 — Niacina (ug/L) 13,36 12,07 13,90 20,89
B5 — Acido Pantoténico (uM/L) 3,28 7,81 13,27 6,19
B6 — Piridoxina (ug/L) 15,82 14,46 13,53 9,92
B7 — Biotina (ng/L) 195,38 210,0 164,10 208,21
Vitamina C — Acido Ascérbico 60,05 27,79 281,61 112,12
(uM/L)
Vitamina A — Retinol (ug/mL) 0,29 0,25 0,03 0,34
Vitamina D - 1,25 Diidroxi 78,35 62,95 62,21 74,85
(pg/mL)
Vitamina D — 25 OH D (ng/mL) 106,84 78,63 80,96 71,17
D2 (ng/mL) 57,34 51,82 25,60 54,46
D3 (ng/mL) 49,50 26,81 55,36 16,71
Vitamina E - Alfa-tocoferol 18,28 11,13 10,25 17,5
(ug/mL)
Vitamina K - Filoquinona 1,34 1,36 0,98 1,83
(ng/mL)
Beta-caroteno (UM/L) 0,38 0,33 0,04 0,31
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TABELA 9: Média de valores de vitaminas em P. tigris (Tigre) — N=3

Vitaminas Darja Duquesa Punjab
(Unidade) (P. tigris) (P. tigris) (P. tigris) Média
B1 - Tiamina 27,58 11,41 44,92 27,97
(Mg/mL)
B2 - Riboflavina 59,92 55,82 51,55 55,76
(ng/mL)
B3 — Niacina 4,16 13,32 18,27 11,92
(Mg/L)
B6 - Piridoxina 14,36 23,70 14,09 17,38
(Mg/L)
B5 — Acido
Pantoténico 2,62 2,86 2,63 2,70
(uM/L)
B7 — Biotina (ng/L) 207,89 255,16 293,03 252,03
Vitamina C —
Acido Ascorbico 129,24 28,99 87,59 81,94
(MMIL)
Vitamina A —
Retinol (ug/mL) 0,14 0,19 0,36 0,23
Vitamina D — 1,25
Diidroxi (pg/mL) 50,61 46,97 67,85 55,14
Vitamina D — 25
OH D (ng/mL) 30,58 48,72 341,57 140,29
D2 (ng/mL) 9,99 13,64 182,12 68,58
D3 (ng/mL) 20,59 35,08 159,43 71,70
Vitamina E — Alfa-
Tocoferol (ug/mL) 11,80 13,07 21,31 15,39
Vitamina K —
Filoquinona 0,24 0,48 6,0 2,24
(ng/mL)
Beta-caroteno 107 033 024 0.55
(HM/L) t b b H)

5.5 Sorologia — Diagnéstico laboratorial

As 52 amostras foram coletadas entre os meses de janeiro e dezembro de
2024, e os soros foram devidamente acondicionados e organizados no
Laboratério Clinico Veterinario da FMVZ/UNESP, campus Botucatu.
Posteriormente, foram transferidos para o Laboratério de Zoonoses da mesma
instituicdo. A maioria das coletas concentrou-se em animais cativos da regiao
Sudeste do Brasil (n = 40), enquanto as demais foram provenientes da regiao

Centro-Oeste (n = 12). As amostras estdo apresentadas na Tabela 10.
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TABELA 10: Amostras discriminadas por espécie e sexo de felideos

Espécie Macho Fémea Total por
espécie
Puma concolor (ong¢a-parda) 6 4 10
Puma yagouaroundi (gato-mourisco) 3 0 3
Leopardus tigrinus (gato-do-mato-pequeno) 7 1 8
Leopardus geoffroyi (gato-do-mato-grande) 2 0 2
Leopardus wiedii (gato-maracaja) 1 1 2
Leopardus pardalis (jaguatirica) 3 2 5
Panthera onca (onga-pintada) 9 8 17
Panthera leo (ledo) 0 1 1
Panthera tigris (tigre) 2 2 4
Total 33 19 52

Entre os meses de janeiro até margo de 2025, os soros foram analisados
por meio da Prova de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para Toxoplasma gondii
e Leishmania spp. e da técnica de Soroaglutinagdo Microscépica (SAM) para
Leptospira spp.. Apos esse periodo, os resultados obtidos foram organizados e
apresentados na Tabela 11, com base em analise fundamentada na literatura

cientifica.
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TABELA 11: Relagédo de amostras sororreagentes e nao reagentes para

toxoplasmose, leptospirose e leishmaniose por espécie de felideos.

Toxoplasmose Leptospirose Leishmaniose
Espécie Reagente NR Reagente NR Reagente NR
Amostragem 50 49 49

Puma concolor 5 5 1 9 2 8
Puma yagouaroundi 1 2 1 2 0 3
Leopardus tigrinus 1 5 0 7 0 6
Leopardus geoffroyi 2 0 0 2 0 2
Leopardus wiedii 1 1 0 1 0 2
Leopardus pardalis 2 3 2 3 2 3
Panthera onca 14 3 4 12 3 13
Panthera leo 0 1 0 1 1 0
Panthera tigris 3 1 0 4 1 3
Total 29 21 8 41 9 40

Durante a testagem, notou-se que algumas das amostras nao teriam
volume de soro suficiente para a realizagdo das trés analises inicialmente
propostas. Diante disso, foi preconizado otimizar o volume disponivel de cada
amostra a fim de conseguir um resultado mais completo. Em relagdo a
toxoplasmose, duas amostras de Leopardus tigrinus tiveram volume insuficiente.
Ja para leptospirose faltou quantidade de uma amostra de Leopardus tigrinus,
uma de Leopardus wiedii e uma de Panthera onca. Por fim, para leishmaniose
faltou soro de dois Leopardus tigrinus e uma Panthera onca.

Considerando que as analises sorologicas utilizadas sdo quantitativas, foi
realizada a titulagdo de cada amostra reagente com a finalidade de avaliar a
resposta imune dos animais testados. A seguir, apresentam-se 0s animais
sororreagente, acompanhados de suas respectivas titulagbes para toxoplasmose

(Tabela 12) e leishmaniose (Tabela 13).
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TABELA 12: Relacdo entre espécie de felideos e amostras soropositivas
conforme titulagao sorolégica para Toxoplasma gondii (n = 29)

Espécie Titulagao 1:16 Titulagao 1:64 Reagentes
Puma concolor 4 1 5
Puma yagouaroundi 1 0 1
Leopardus tigrinus 1 0 1
Leopardus geoffroyi 2 0 2
Leopardus wiedii 1 0 1
Leopardus pardalis 1 1 2
Panthera onca 12 2 14
Panthera tigris 3 0 3
Total 25 4 29

TABELA 13: Relacao entre espécies de felideos e amostras soropositivas conforme
titulagao soroldgica para Leishmania spp. (n =9)

Espécie Titulagao 1:40
Puma concolor 2
Leopardus pardalis 2
Panthera leo 1
Panthera onca 3
Panthera tigris 1
Total 9
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Para a leptospirose (Tabela 14), foi usado o Método de Aglutinagao Direta

com a titulagao de 25 sorovares e quatro variantes do sorovar Hardjo, sendo eles:

Australis, Bratislava, Autumnalis, Butembo, Castellonis, Bataviae, Canicola,

Whitcombi, Cynopteri, Djasiman, Sentot, Gryppotyphosa, Hebdomadis,

Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Pomona, Pyrogenes,

Wolffi, Shermani, Tarassovi, Andamana, Patoc, Hardjo prajitno, Hardjo

miniswajezak, Hardjo C.T.G. e Hardjo bovi.

TABELA 14: Espécies de felideos e respectivos sorovares reagente para

leptospirose (n = 8)

Espécie

Sorovar reagente

Puma concolor

Puma yagouaroundi

Leopardus pardalis

Panthera onca

Icterohaemorrhagiae: 100

Icterohaemorrhagiae: 100
Pomona: 200

Icterohaemorrhagiae: 100

Pomona: 200
Autumnalis: 200
Cynopteri: 200
Pomona: 1600
Canicola: 100
Icterohaemorrhagiae: 100
Pomona: 200
Canicola: 100
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6. DISCUSSAO

Quanto a analise descritiva das células sanguineas, o presente estudo teve
como objetivo a analise morfométrica e morfolégica das células sanguineas em
seis espécies de felinos, abrangendo desde pequenos (Leopardus tigrinus) até
grandes (Panthera leo e Panthera onca) representantes, incluindo o modelo de
comparagao padrao, o gato-doméstico (Felis catus). Os resultados confirmam a
existéncia de variacdes significativas nos parametros de area e perimetro celular
entre as espécies, fornecendo subsidios para a compreensao da diversidade
hematoldgica dentro da familia Felidae.

A variagao no tamanho celular entre espécies € um fenbmeno amplamente
reconhecido, postulado por Cavalier-Smith (1978) como intrinsecamente ligado a
histéria evolutiva e ao nicho ecolégico. Os dados morfométricos obtidos, nos quais
a onga-pintada (Panthera onca) consistentemente apresentou médias superiores
de érea e perimetro para hemacias, neutrdfilos e linfocitos, corroboram esta
hipétese, sugerindo que a evolugéo independente em ambientes e dietas distintos
moldou as caracteristicas celulares de cada espécie.

No que se diz respeito as hemacias, a onga-pintada apresentou os maiores
valores médios de area (29,01 um?), enquanto o gato-doméstico exibiu os
menores (23,61 um?). Embora a morfologia geral dos eritrécitos (circular,
bicbncava e anucleada) tenha sido conservada, conforme esperado para
mamiferos, a detecgéo de palidez central na onga-parda (Puma concolor) merece
destaque.

A palidez central € usualmente associada a um maior volume celular ou a
forma bicbncava acentuada, e sua proeminéncia nesta espécie, em contraste
com as demais, pode indicar adaptagdes sutis na relacdo area/volume ou na
rigidez de membrana, potencialmente influenciadas por demandas metabdlicas
especificas. Ja anadlise dos leucécitos demonstrou uma ampla variabilidade,
particularmente nos neutréfilos, onde a onga pintada registrou a maior area média
(156,7 um?) e o ledo (Panthera leo) a menor (100,06 pm?). A morfologia nuclear
dos neutrofilos, com segmentagao variando de n&o-segmentado a multiplos
I6bulos, em formatos diversos como "S" e "V", foi observada em todas as
especies, indicando que a diversidade nuclear € uma caracteristica inerente a

linhagem, mas ndo um marcador especifico de espécie neste estudo. E
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fundamental discutir a discrepancia observada no tamanho relativo dos leucécitos,
embora mondcitos sejam classicamente descritos como os maiores leucadcitos
circulantes (Espinoza & Emmady, 2023), no ledo e na onga-pintada, os
eosindfilos apresentaram areas médias superiores. Esta inversdao no tamanho
relativo, com os eosindfilos da onga-pintada atingindo 183,77 um?, deve ser
interpretada com cautela, dada a limitagdo amostral de n=5 células analisadas
para mondcitos e eosindfilos em cada espécie. O baixo numero de células
mensuradas pode introduzir um viés de amostragem, onde poucas células
atipicamente grandes poderiam inflacionar a média. As diferengas morfolégicas
mais notaveis e potencialmente mais significativas para a diferenciagéo
especifica foram encontradas nos eosindfilos, especificamente na morfologia dos
granulos.

Podemos destacar a onga-parda (Puma concolor) por possuir granulos
eosinofilicos grandes e proeminentes, uma caracteristica que Weiser (2014)
descreve como similar a morfologia "framboesa" observada em equinos. Esta
morfologia pode estar associada a um espectro unico de proteinas granulares ou
a sua compactacao intracelular, a jaguatirica (Leopardus pardalis) os granulos
foram descritos como pequenos e em formato de barril, uma caracteristica que
os assemelha ao bem documentado eosinoéfilo do gato-doméstico, sugerindo uma
conservagao de caracteristicas celulares em felinos menores. O ledo (Panthera
leo) os granulos apresentaram coloracéo forte, eram arredondados, abundantes
e uniformemente distribuidos, indicando uma alta concentracdo e afinidade
tintorial, na Onga-Pintada (Panthera onca): Os granulos eram arredondados e
ligeiramente maiores que os do ledo, com a peculiaridade de apresentarem
porcoes citoplasmaticas periféricas sem preenchimento granular. Este padrao
pode sugerir um estado de atividade celular, um estagio de maturagao diferente,
ou uma distribuicdo polarizada dos granulos.

Essas variagbes granulares sao cruciais, pois o0s eosindfilos
desempenham um papel central na imunidade contra parasitas e em reagdes
alérgicas. As diferengas morfoldgicas podem ser um reflexo de pressdes seletivas
especificas em cada nicho ecoldgico, influenciando a capacidade de resposta
imune contra patégenos regionais. A morfologia granular distinta, portanto, atua
como um biomarcador celular que pode auxiliar na identificagcdo e na avaliagao

da saude de felinos selvagens.
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O presente estudo em relagdo ao hemograma e valores de bioquimica
sérica, fornece um conjunto extenso e comparativo de dados de dez espécies de
felinos selvagens. A obtengdo de dados basais de referéncia para animais
selvagens € crucial, pois os parametros clinicos-patoldgicos sao frequentemente
influenciados pelo status fisioldgico, estresse de manejo e contengao quimica, e
variam significativamente entre espécies devido a adaptagdes evolutivas e
dietéticas (Hawkey et al., 1991). A coleta de amostras em animais de vida livre
ou cativeiro submetidos a manejo preventivo, invariavelmente, expde os
individuos a um alto grau de estresse e ao uso de agentes de contengdo quimica.
Este cenario é refletido nos resultados por duas anomalias-chave. Primeiramente,
os niveis de glicose mostram se consistentemente elevados em varias espécies,
notadamente no gato-mourisco (Herpailurus yagouaroundi, 251 mg/dL) e na
onga-parda (Puma concolor, 198,66 mg/dL), indicando uma resposta de estresse
aguda (hiperglicemia catecolaminérgica) comum a contengcdo. Em segundo lugar,
a Creatina Quinase (CK), embora incompleta em algumas tabelas, apresenta
valores extremamente altos em espécies como a jaguatirica (Leopardus pardalis,
4668 U/L), e presumivelmente nos demais, devido ao esforgco muscular e
possiveis danos causados pela imobilizagdo ou miopatia por captura. A
interpretacdo da Ureia e da Creatinina também deve considerar o status de
hidratagdo induzido pelo jejum e estresse. Os valores mais altos de Creatinina
(3,93 mg/dL) e Ureia (188,5 mg/dL) no ledo (Panthera leo), embora baseados em
uma amostra reduzida (n=3), exigem cautela, podendo refletir tanto um estado
de desidratagao pos-captura quanto uma alta carga proteica na dieta.

A série vermelha demonstrou relativa uniformidade nas médias de
Hemacias e Hemoglobina entre as espécies. O Volume Corpuscular Médio (VCM)
mais elevado no gato-mourisco (59,01 fL) e na jaguatirica (55,03 fL) sugere que
os eritrocitos destas espécies sao ligeiramente maiores, enquanto o VCM mais
baixo no ledo (43,35 fL) e na onga-pintada (48,8 fL) aponta para células menores,
um achado comum em grandes felinos. A auséncia de Metarrubricitos na maioria
das espécies indica um padrao de eritropoiese madura e funcional, sem estresse
medular significativo.

Valores notavelmente baixos de hematdcrito (Ht) foram observados no
ledo (16,15%) e na onca-pintada (19,50%), acompanhados por altos desvios

padrao, podendo sugerir que parte dos animais analisados estava anémica ou
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desidratada no momento da coleta, reforcando a dificuldade em definir um valor
de referéncia estreito. A contagem diferencial de leucdcitos revelou padrbes
esperados para felinos, com predominancia de Neutrofilos Segmentados em
todas as espécies (variando de 53,14% a 85,25%). A onga-pintada, com a maior
amostra (n=45), exibiu uma alta contagem absoluta de segmentados, que,
embora possa indicar inflamagao subclinica, € mais provavelmente um reflexo da
leucocitose induzida pelo estresse, caracterizada pela neutrofilia madura sem
desvio a esquerda.

Um achado particularmente relevante para a saude de felinos de vida livre
€ a Eosinofilia. As espécies de pequenos felinos neotropicais, como o gato-
palheiro (L. colocolo, 10,5%), o gato-maracaja (L. wiedii, 9,33%) e a jaguatirica
(L. pardalis, 8,62%), apresentaram os maiores valores relativos de Eosindfilos.
Este padrao € um forte indicador de exposi¢cao crbnica ou atual a parasitas,
incluindo helmintos e protozoarios, uma condigdo quase ubiqua na fauna
selvagem, e atesta a funcionalidade da resposta imune mediada por eosindfilos.

A avaliagao bioquimica forneceu insights sobre o metabolismo e a fungao
de orgaos vitais, a fungdo hepatica: As enzimas hepaticas demonstraram alta
variabilidade. A alanina-aminotransferase (ALT) apresentou médias elevadas,
especialmente no gato-mourisco (199,36 U/L) e na onga-pintada (138,94 UI/L),
assim como a aspartato-aminotransferase (AST) na onga-parda (243,33 U/L) e
no gato mourisco (210 U/L). E crucial correlacionar esses picos de AST e ALT
com os niveis de CK, uma vez que o dano muscular induzido pela contencéo
libera ambas as enzimas, tornando dificil a distincdo precisa entre dano hepatico
primario e dano muscular. Por outro lado, a gama-glutamiltransferase (GGT)
manteve-se consistentemente baixa (<12 U/L), o que é fisiologicamente esperado
para a espécie Felidae. Os valores de proteina sérica foram elevados (média
acima de 7,0 g/dL na maioria das espécies), com uma notavel alta média de
globulina (acima de 4,0 g/dL em P. onca, P. leo, L. wiedii). Esta hiperglobulinemia
é frequentemente indicativa de estimulagdo antigénica cronica, como a
observada em animais com alta carga parasitaria, ou o reflexo de infecgbes
prévias/subclinicas.

A relacdo Albumina/Globulina (A/G), um importante indicador de status
proteico, apresentou um valor relativamente baixo no gato-palheiro (0,9),

sugerindo a prevaléncia da resposta inflamatoria crénica. Os perfis lipidicos
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apresentaram-se dentro da variagdao esperada,com Colesterol variando de 118
mg/dL (L. wiedii) a 311 mg/dL (P. onca). Os Triglicerideos se mantiveram
geralmente baixos, exceto pelo gato-mourisco (95,5 mg/dL), que pode ter um
metabolismo lipidico distinto ou uma resposta mais acentuada ao estresse/jejum.

Ja nos exames soroldgicos, a toxoplasmose foi a zoonose com maior
casuistica entre as analisadas no presente projeto, seguida pela leishmaniose e,
por ultimo, a leptospirose. Destaca-se que onze animais apresentaram amostras
soro reagentes para mais de um patogeno. Nenhum apresentou titulagdo positiva
para as trés doencgas zoondticas pesquisadas neste estudo.

Das 50 amostras testadas para toxoplasmose, 29 apresentaram
soropositividade, correspondendo a uma prevaléncia de 58% nos felinos
selvagens em situagao de cativeiro. Isto esta de acordo com o estudo de Candn-
Franco de 2013, que encontrou prevaléncias de 52,8% a 59,6% na populacao de
pequenos felinos neotropicais selvagens em zoologicos no Brasil. Da mesma
forma, Montazeri et al. (2020), relataram uma soroprevaléncia mundial de
aproximadamente 59% em felinos selvagens. Ao comparar entre sexos, 36% das
amostras positivas correspondem aos machos, enquanto 22% correspondem a
fémeas. Quanto a localizagdo dos animais, vinte felinos soropositivos encontram-
se em cativeiros na regiao Sudeste, enquanto nove estdo na regido Centro-Oeste
do Brasil.

Das 29 amostras reagentes analisadas, 86,21% tiveram titulo sorologico
final de 1:16, enquanto 13,79% resultaram em uma titulagdo de 1:64. Ao
considerar o ponto de corte de titulagdo de =1:16 na analise soroldgica pelo RIFI
(Ribeiro et al, 2015), nota-se que titulos mais baixos apresentam um nivel menor
de anticorpo, indicando uma provavel infecgdo antiga ou uma exposigao leve. Ja
em titulagdes acima de 1:64, sugerem infec¢cdo mais recente ou com resposta
mais intensa a toxoplasmose.

Em relagéo a leishmaniose, o Ministério de Saude considera sororreagente
as amostras com titulagcao iguais ou superiores a de 1:40 em caes (Brasil, 2014).
Atualmente, é preconizado o teste ELISA para a triagem e a RIFI para a
confirmacado dos caes sororreagentes. Para além disso, existe auséncia de um
consenso sobre o ponto de corte para a positividade em felinos selvagens. Para
gatos, é aceito o valor de titulo de anticorpos e critérios igual ao de céaes
(Camprigher et al., 2019).
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Seguindo esse viés, as nove amostras reagentes para leishmaniose
representam uma prevaléncia de 18,37%. Todas apresentaram o titulo final de
1:40 no método RIFI. Nota-se que trés Panthera onca, duas Puma concolor, dois
Leopardus pardalis, uma Panthera leo e uma Panthera tigris estao infectados ou
tiveram contato com o protozoario do género Leishmania. Em relagdo ao sexo,
observou positividade de 10,21% para fémeas e 8,16% para machos. Vale
destacar que oito felinos estéo localizados na regidao Sudeste do Brasil e apenas
um felino na regido do pantanal. Dentre os animais soropositivos, trés s&o
habitantes do Mantenedor de Fauna Ampara Silvestre, enquanto outros trés
pertencem ao Zoolégico Municipal de Limeira. Apenas um felino é proveniente
da Fazenda Kirongozi, um do Zoolégico de Americana e um do Refugio Ecolégico
Caiman.

Para a leptospirose, o sorogrupo com a maior aglutinagao de titulagao no
MAD ¢é o provavel causador da infecgdo. Assim como a leishmaniose, ndo tem
um consenso sobre o cutt-off mais apropriado nesse experimento, sendo uma
titulacdo =100 considerado para resultados positivos em gatos (Miotto et al,
2024). Titulos de 2400 sao suspeitos para infecgao recente ou ativa (Bourassi et
al., 2021). No geral, os gatos reagem a leptospirose com baixa titulagdo de
anticorpos pelo MAD. Isso pode trazer resultado falso-negativo nos estagios
iniciais da doencga devido a falta de anticorpo especifico no sistema imunolégico
ou anticorpo baixo no resultado (Andityas et al., 2024).

Ampliando os estudos de felinos domésticos para felinos selvagens, o
estudo  encontrou soropositividade de 16,33%. Entre elas, o sorovar
Icterohaemorrhagiae foi o0 mais reagente, seguido de Pomona, Canicola,
Cynopteri e Autumnalis. Ademais, temos destaque para a espécie Panthera onca,
que representou metade das amostras positivas. O felino com a maior titulacdo
do sorovar Pomona, indicando uma possivel infeccéo ativa, € uma oncga pintada
localizada no Refugio Ecolégico Caiman. Os demais animais soropositivos
indicam contato prévio com a leptospirose, mas pode estar relacionado com uma
infeccao antiga ou estagios iniciais da doenga. Quatro das amostras positivas séo
provenientes de animais do estado de Sao Paulo e as outras quatro do estado
de Mato Grosso do Sul.

Ao comparar a proporgdao de felinos positivos, a regido Centro-Oeste

apresentou maior prevaléncia para toxoplasmose (75%) e leptospirose (33,3%)
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em relagcao a regiao Sudeste, o qual apresentou prevaléncia de 50% e 10%,
respectivamente. Por outro lado, a prevaléncia para leishmaniose foi superior na
regidao Sudeste, com valor de 20%, em contraste com os 8,3% observados na
outra area.

Quanto as vitaminas hidrossoluveis geralmente ndo sdo armazenadas em
grandes quantidades, exigindo uma ingestao continua. A Biotina (B7) apresentou
o maior valor médio (252,03 ng/L) entre as vitaminas B e, notavelmente, possui
um alto desvio padrao (42,61). A diferenga entre Darja (207,89 ng/L) e Punjab
(293,03 ng/L) é significativa, sugerindo variagcbes na absorcdo ou diferencas
metabdlicas individuais, a Tiamina (B1) exibe o maior Desvio Padréao percentual
do Complexo B (DP de 16,77 em relagao a Média de 27,97 ug/ml), impulsionado
pelo valor baixo de Duquesa (11,41 ug/ml) e alto de Punjab (44,92 ug/ml). Essa
grande dispersao pode indicar diferengas acentuadas na dieta ou ainda no estado
de saude gastrointestinal, e deve ser alvo de observacgao.

O Acido Ascérbico (C) apresentou a maior variagéo (DP: 50,65) entre as
vitaminas hidrossoluveis. O valor extremamente alto em Darja (129,24 uM/L) em
contraste com o baixo de Duquesa (28,99 uM/L) pode refletir a influéncia do
estresse ou doencga na concentragao de vitamina C, ja que grandes felinos podem
sintetiza-la, mas suas concentragdes plasmaticas podem ser influenciadas por
fatores ambientais ou de saude.

As vitaminas lipossoluveis sdo armazenadas no tecido adiposo e no figado,
e suas concentragbes tendem a refletir um estado nutricional de longo prazo.
Assim, a vitamina D é o parametro que demonstrou a maior dispersao e variagao,
com o maior desvio padrao para o total (341,57 ng/ml em Punjab vs. 30,58 ng/ml
em Darja; DP: 175,70), o valor de Punjab se apresentou dez vezes maior do que
o dos outros dois tigres, especialmente devido as altas concentragbes de D2
(182,12 ng/ml) e D3 (159,43 ng/ml). Essa disparidade sugere uma suplementagao
dietética ou exposigao solar (UVB) altamente variavel ou inconsistente, ou, no
caso extremo de Punjab, um consumo excessivo que pode levantar preocupagdes
sobre toxicidade em niveis tdo elevados.

A vitamina K (Filoquinona) também exibiu uma variacdo muito grande (DP
de 3,29 em relacdo a Média de 2,24 ng/ml). O valor de Punjab (6,0 ng/ml) foi
significativamente mais alto do que o da Darja (0,24 ng/ml) e do que o da Duquesa

(0,48 ng/ml), apontando para grandes diferencas na ingestdo alimentar, a
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viitamina E (Alfa-Tocoferol), por sua vez demonstrou uma variagao consideravel
(DP: 5,20), com Punjab novamente apresentando o maior valor (21,31 ug/ml).
Niveis adequados de vitamina E s&o cruciais devido ao seu papel como
antioxidante, e a dispersao sugere a necessidade de padronizar a fonte de
gordura na dieta. O Beta Caroteno por sua vez, apresentou a maior variagao
relativa (DP: 0,46, Média: 0,55 uM/L) entre as lipossoluveis, principalmente
devido ao valor mais elevado de Darja (1,07 uM/L) e valores muito baixos nos
outros. Os felinos ndo conseguem converter o beta caroteno em vitamina A
eficientemente, o acompanhamento e mensuracdo constante podem trazer
respostas importantes.

A extrema variabilidade da vitamina D (e K) entre os tigres foi o achado
mais preocupante, a alta concentracdo em Punjab pode estar no limite da
hipervitaminose D, um estado toxico. Esta variagdo sugere que a formulagao
dietética e/ou 0 manejo ambiental (exposi¢ao a luz solar/UVB) para os tigres em
cativeiro precisa de uma urgente padronizagdo para garantir perfis nutricionais

mais seguros e consistentes.
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7. CONCLUSOES

A morfometria comparada demonstrou que a onga-pintada apresenta as
maiores células (hemacias, neutrofilos, linfécitos e eosindfilos), com excecao dos
monadcitos, dos quais se apresentaram os maiores na jaguatirica. Quanto aos
hemogramas e perfis bioquimicos, este estudo conseguiu delinear perfis
hematoldgicos e bioquimicos distintos para dez espécies de felinos selvagens,
significativos para a pratica clinica e a pesquisa. Os resultados reforgcam o impacto
da contengdo quimica no aumento de glicose e enzimas musculares (CK,
AST/ALT), sublinhando a necessidade de cautela diagndstica. As diferengas mais
significativas foram observadas na eosinofilia dos pequenos felinos (sugerindo
alta exposicao parasitaria) e nas variagdes nos marcadores renais e hepaticos,
que, embora influenciadas pelo manejo, podem refletir as singularidades
dietéticas e fisioldgicas de cada espécie. Os resultados do levantamento e
mensuragao de vitaminas revelam uma extensa heterogeneidade nos perfis de
vitaminas entre os trés tigres, particularmente nas concentragdes das vitaminas
lipossoluveis (D e K) e B1 e C. As vitaminas B5 (Acido Patoténico) e B2
(Riboflavina) apresentaram os menores desvios padrao, indicando que a ingestao
ou 0 metabolismo dessas vitaminas € o mais consistente entre os individuos,
sugerindo uma fonte dietética estavel ou um forte controle homeostatico. Em
relagdo as sorologias realizadas, o presente estudo avaliou a prevaléncia de
toxoplasmose, leishmaniose, e leptospirose em felinos selvagens, analisando os
titulos sorologicos para cada doencga e relacionando-os as regides de cativeiro
dos animais.

Os resultados indicaram maior numero de amostras soropositivas para
toxoplasmose, seguida de leishmaniose e, por fim, leptospirose.
Proporcionalmente, a regido Centro Oeste do Brasil apresentou maior nimero de
animais soropositivos para essas enfermidades zoondéticas. Observou-se casos
de soropositividade multipla, evidenciando a complexidade epidemiolégica e

necessidade de vigilancia das zoonoses.
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ABSTRACT: Wild felids are pontencial hosts of various infectious diseases,
including zoonotic ones. Understanding this family’s role in the epidemiology of
certain diseases is essential for the conservation of Brazilian fauna and for public,
animal and environmental health. Anthropogenic interference in natural
ecosystems results in the approximation between wildlife with urban environments,
leading to consequences that have not been clarified yet. Concomitant, there is a
lack of information regarding Leishmania spp., Leptospira spp. € Toxoplasma
Gondii in wild animals. It is known that these pathogens affect the health of felines,
in addition to serve as a source of infection for other animals and humans.
Therefore, their zoonotic potential and associated implications must be further
investigated. The present project aims to analyze the presence of Leishmaniasis,
Leptospirosis and Toxoplasmosis through the analysis of serum samples collected
from 52 different wild felids of different species, originating from various regions of
Brazil, in order to expand knowledge about their health status. The analysis of
results revealed that twenty-nine felids were seroreactive for toxoplasmosis using

the Indirect Immunofluorescence Assay (IFA). Regarding leishmaniasis, as
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determined by the Microscopic Agglutination Test (MAT), nine samples showed a
serological titer of 1:40. Lastly, eight animals were seropositive for leptospirosis
based on Indirect Immunofluorescence Assay (IFA) results, with emphasis on

serovars Icterohaemorrhagiae, Pomona, Canicola, Cynopteri, and Autumnalis.

KEY WORDS: Word or phrase, word or phrase, word or phrase, word or phra
Felids, Leishmania spp., Leptospira spp., Toxoplasma Gondii, conservation,

zoonosis, public health.

INTRODUCTION

Felines are carnivorous mammals belonging to the Felidae family. They
emerged approximately 30 million years ago and subsequently spread across
almost all continents over the following 25 million years (Turner, Naton, 1997).
Currently, their taxonomy is divided into 14 genera and 40 species (Clavijo &
Ramirez, 2009; Wanderlei, 2011). According to the ICMBio (2022), Brazil is home
to ten species of wild felines. Among these, six species are classified as vulnerable,
and one is categorized as endangered. From a conservationist perspective, the
need for institutions to prevent the worsening of this situation arises.

In the wild, felines occupy the top of the food chain through their predatory
activities, playing a fundamental role in maintaining ecosystem balance. Wild felids
generally live for an average of 13 to 20 years, though longevity tends to increase
in captivity (Filoni, 2006). However, as anthropogenic environmental degradation
intensifies, the habitat of wild felines is progressively reduced. With the scarcity of
native flora and fauna, some species are currently threatened with extinction
(Wanderlei, 2011). According to the ICMBio (2022), Brazil is home to ten species
of wild felines, six of which are classified as vulnerable and one as endangered.
From a conservationist perspective, the need for institutions to prevent the
worsening of this situation arises.

Some wild animals require intervention to ensure their survival, whether due
to mistreatment, orphanhood, or illegal captivity (Bais, Tak, Mahla, 2017). Taking
this into consideration, institutions such as holding facilities, sanctuaries, zoos,
research centers, and reintroduction projects promote studies of animals in

controlled situations with the objectives of conservation, preservation, recreation,
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and environmental education (Pimentel et al., 2009). Captive animals may either
be born in these restricted realities or have been removed from their natural habitat
at some point in their lives. In both scenarios, humans modify the individual's
reality, and the successful relationship requires a reframing of the human role,
which is instinctively viewed as an enemy by the animal (Hediger, 1950).

Captive enclosures represent a challenge, as they require specialized
veterinary care and facilities that closely approximate the ideal for each species,
ensuring animal welfare (Bais, Tak, Mahla, 2017). According to the World
Association of Zoos and Aquariums (2015), welfare is the individual's overall
condition encompassing their emotional state and subjective sensations, with
external influences resulting in their physical health. The Five Domains Model aids
in understanding this condition, being based on four physical/functional domains
(nutrition, environment, physical health, and behavior) in addition to the fifth
domain which addresses the animal's psychological state. Therefore, general and
specific characteristics must be considered for the maintenance of each captive
species, including behavioral and psychological needs, enclosure dimensions and
design, size and composition of the social group, and handling procedures (Araujo,
2016).

Research concerning wild felines is predominantly focused on the diets of
these animals. Given this, there is still limited knowledge regarding the physiology
and health of this family as a whole. With the decline of some species due to
anthropogenic action, it becomes necessary to invest in research with the goal of
preserving these species (Melo et al., 2016). Assessing the health of these animals
and researching the incidence of diseases is of great importance for public, animal,
and environmental health, besides ensuring their well-being.

When addressing the conservation of carnivorous species, it is essential to
discuss infectious diseases. There is evidence that all felid species are susceptible
to the same pathogens. Furthermore, captive animals from distinct geographical
origins housed in the same enclosure are exposed to a greater variety of
pathogens. Wild felines under human management may also have occasional
contact with domestic cats, increasing the risk of infectious contamination. Factors
such as physiological stress and nutritional deficiencies can aggravate the

deleterious effects of diseases (Filoni, 2006).
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Although disease containment measures are practiced in this population,
they are often ineffective. Diseases, including zoonotic ones, occur in both free-
ranging and captive animals (Fornazari, 2014). Studies must prioritize the
monitoring and promotion of animal health, considering inter-species interactions
with humans, disease prevention, the improvement of welfare in confinement
situations, and the investigation of the epidemiology of relevant zoonotic diseases.
The increasing recognition by governmental bodies, non-governmental
organizations, and the public regarding the ecological and social role of wild
animals has led to greater care in monitoring population reduction (Wang, 2019).
The international community, through organizations like the IUCN, stresses that
human progress does not preclude nature conservation, with policies, economic,
cultural, and technological actions contributing to the well-being of the entire planet
(IUCN, 2019).

A zoonosis is defined as a disease or infection naturally transmissible
between vertebrate animals and humans. With over 250 known zoonoses
(Chomel, 2014), the emergence of new or re-emerging zoonoses is mainly driven
by human activity, including globalization, urbanization, climate change,
antimicrobial resistance, and the interaction between humans and animals (Ahmed
et al, 2025). The direct and indirect impact of these agents on public health is
significant.

In the early 2000s, the concept of “One Health” was first employed in global
events following the Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS) and H5N1 avian
influenza outbreaks. The One Health Global Network defines this as a concept that
recognizes that the health of humans, animals, and ecosystems are interconnected
and must be addressed in a multidisciplinary, intersectoral, coordinated, and
collaborative manner (Mackenzie; Jeggo, 2019). Consequently, international
institutions have created frameworks like the Tripartite Zoonoses Guide (TZG) to
control these diseases, underscoring that zoonosis prevention requires a
collaborative and interdisciplinary approach founded on One Health (Ahmed et al,
2025).

The present study, therefore, aims to evaluate and monitor the circulation
of Toxoplasma gondii, Leptospira spp., and Leishmania spp. in the Felidae family
across different Brazilian biomes. The relevance of felines generates current

concerns about ecosystem transformations and public health, which are countered
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by the scarcity of available serological data. This scientific study is an important
tool, as it contributes to the improvement of the epidemiological understanding of

these diseases and to the conservation of Brazilian fauna.

MATERIALS AND METHODS
Animals

Serum samples were collected from 52 captive wild felines, including native
and exotic species. The sampled species included: Puma concolor, Puma
yagouaroundi, Panthera onca, Leopardus pardalis, Leopardus wiedii, Leopardus
tigrinus, Leopardus guttulus, Leopardus geoffroyi, Leopardus colocolo, and
Panthera leo.

The animals were housed at the following institutions: Limeira Municipal Zoo
(Zoolbégico Municipal de Limeira), Americana Municipal Zoo (Zoolégico Municipal
de Americana), Piracicaba Municipal Zoo (Zoolégico Municipal de Piracicaba),
ltatiba Zoo (Zooldgico de Itatiba), Ampara Silvestre Fauna Keeper (Mantenedor de
Fauna Ampara Silvestre), Mata Ciliar Association (Associacdo Mata Ciliar),
Kirongozi Farm (Fazenda Kirongozi), Caiman Ecological Refuge (Refugio
Ecolégico Caiman), and Furnas do Sao Pedro Farm in Paracatu (Fazenda Furnas

do S&o Pedro em Paracatu).

Sample Collection

The felines underwent chemical restraint according to the specific protocol
for each target species. First, they were contained in the shifting area of their
respective enclosures. They were darted in the limb musculature using a blowpipe
containing anesthetics. The dose and drug varied according to the animal, but the
association of ketamine at a dose of 6 mg/kg associated with medetomidine at a
dose of 0.6 mcg/Kg was primarily recommended. Throughout the procedure, they
were monitored by veterinary physicians every 15 minutes, from start to finish, to
check the following parameters: heart rate, respiratory rate, oxygen saturation,
capillary refill time (CRT), body temperature, lactate, and blood glucose level.
Peripheral blood was collected by puncturing the cephalic or medial saphenous
vein using a Vacutainer scalp vein set. A total of 9.5 ml of blood was introduced

into a dry tube for serological testing.
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The samples were stored at the Veterinary Clinical Laboratory and
processed at the Zoonoses Laboratory of FMVZ (University of Veterinary Medicine

and Animal Science)/UNESP (Sao Paulo State University), Botucatu campus.

Laboratory Diagnosis

Antibodies against T. gondii were investigated using the Indirect
Immunofluorescence Antibody Test (IFAT), developed by Camargo (1974). The
antigenic solution was added to the wells of specific slides for IFAT, remaining for
a period of 2 to 3 minutes for the fixation of tachyzoites to the slide surface. The
excess solution was removed by aspiration, leaving a thin film over each well or
perforation to be used in the reaction. The slides were dried at room temperature,
packaged in appropriate wooden boxes or slide holders, and stored at freezing
temperature, between -18 °C and -20 °C, until use.

Initially, 10 pL of the antigenic suspension was pipetted into each well of the
appropriate immunofluorescence slide. After incubation for 2 to 3 minutes at room
temperature for tachyzoite fixation, the excess suspension was removed by
aspiration, leaving a uniform film. Subsequently, 10 pL of the animal’s serum (in
previously established serial dilutions, starting at 1:16 and continuing up to
1:1,024) was added. The slides were incubated in a humid chamber for 30 minutes
at 37 °C, ensuring effective contact between antibodies and antigens. Following
this phase, a series of two to three washes was performed with a 0.01 M
Phosphate-Buffered Saline (PBS), pH 7.2, each lasting 10 minutes, with the PBS
completely replaced in each wash. After the final wash, the slide was kept
immersed for another 10 minutes. Next, 10 pyL of the specific anti-lgG conjugate
diluted in Evan's blue solution was applied, distributing it uniformly. The slides were
incubated again for 30 minutes at 37 °C in a humid chamber. After this time, a final
wash, identical to the previous ones, was performed, followed by drying at room
temperature. The slide was examined using an immunofluorescence microscope,
utilizing a 40x objective and a 10x eyepiece. The endpoint of the reaction was
considered to be the highest serum dilution at which intense and continuous
fluorescence was still observed on the borders of at least 50% of the tachyzoites
present in the microscopic field.

The detection of antibodies against Leishmania chagasi was performed
using the Indirect Immunofluorescence Antibody Test (IFAT) (CAMARGO, 1974),
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using the following dilutions: 1:40, 1:80, 1:160, 1:320, and 1:640. Samples were
diluted in a microplate by pipetting 190 uL of Phosphate-Buffered Saline (PBS) and
10 pL of the serum to be tested into the first well (1:20 dilution). 100 pL of PBS was
distributed into five cavities, and 100 uL of the first dilution was transferred to the
next one, after homogenization, proceeding thus until the fifth cavity, discarding
the 100 pL from this last dilution. This procedure was repeated with a positive
control serum and a negative control serum.

Following the protocol, which indicated the position of each serum to be
tested, including positive and negative controls, 10 uL of each serum dilution was
distributed into the wells of the slide fixed with the antigen. The slides were then
incubated at 37 °C in a humid chamber for 30 minutes and washed with PBS for
10 minutes in a Coplin jar, performing two washes after drying in an oven at 37 °C.
The specific conjugate was diluted according to its previously established titer, in
Evan's blue solution, diluted in PBS at a ratio of 1:5, and 10 pL of the conjugate
was distributed to each dilution on the slides. This was incubated for 30 minutes at
37 °C in a humid chamber, followed by washing the slides in PBS, drying in an
oven, mounting with buffered glycerol pH 8.5 and a 24 mm x 60 mm coverslip, and
examining under an immunofluorescence microscope (40X magnification). After
reading the controls, the final titer was considered the highest serum dilution at
which complete fluorescence occurred on the border of at least 50% of the
promastigotes. The antigen for sensitizing the slides was produced with L. chagasi
and L. major promastigotes maintained in screw-cap tubes containing 9 ml of LIT
medium and 5 ml of NNN medium at the Zoonoses Research Center. The slides
were sensitized with the promastigote suspension and stored in a slide holder at -
20°C until the moment of use.

Serum samples were tested for anti-Leptospira spp. antibodies using the
Microscopic Agglutination Test (MAT), according to the standards of the Ministry
of Health (1995). A battery of 25 live serovars and four variants of the Hardjo
serovar was used, maintained and subcultured weekly in Ellinghausen-
McCullough-Johnson-Harris (EMJH) medium (DIFCO Laboratories®, Detroit,
USA) at 28 °C. The serovars included: Australis, Bratislava, Autumnalis, Butembo,
Castellonis, Bataviae, Canicola, Whitcombi, Cynopteri, Djasiman, Sentot,

Gryppotyphosa, Hebdomadis, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Javanica,
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Panama, Pomona, Pyrogenes, WOolffi, Shermani, Tarassovi, Andamana, Patoc,
Hardjo prajitno, Hardjo miniswajezak, Hardjo C.T.G., and Hardjo bovis.

Each sample was initially diluted in PBS pH 7.6 at a 1:50 dilution by adding
100 pL of serum to 4.9 mL of the solution in 10 mL test tubes. The samples were
then transferred using a micropipette to a flat-bottom microplate, horizontally
arranged in 29 wells containing 50 uL of sample each. Subsequently, 50 yL of each
of the 29 antigens were added vertically to the serum samples, totaling 100 yL of
material in each well. PBS pH 7.6 was used as a negative control. The plates were
capped, gently agitated for 20 seconds, and incubated in a dry oven at 28 °C for
one hour.

After incubation, a drop from each well was transferred to a clean glass slide
using a bacteriological loop, and the reading was performed using a dark-field
optical microscope (Carl Zeiss®, Germany) at 100X magnification. Samples that
showed 50% or more agglutinated leptospires were considered positive.
Subsequently, a new analysis of the positive samples was performed to identify
their antibody titer for the reactive serovar. For this purpose, 100 uL of the
previously diluted (1:50) samples were transferred again to a flat-bottom
microplate, and 50 puL of PBS pH 7.6 were added to five other wells horizontally
positioned next to the sample. A two-fold serial dilution was performed, transferring
50 pL from the first well to the second, homogenizing with a micropipette, and
transferring 50 uL from the second to the third well, and so on, to obtain dilutions
of 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, and 1:1600. Next, only the serovar that showed a
positive reaction at the 1:100 dilution was added, transferring 50 L of it to each of
the six wells containing the diluted samples. The final titer corresponded to the
highest dilution that showed a positive result (100, 200, 400, 800, or 1600 IU). In
the case of samples that reacted to more than one serovar, only the one with the
highest titer was considered reactive. Positive samples for one or more of the
serovariants Hardjo bovis, Hardjo prajitno, Hardjo C.T.G., and Hardjo

miniswajezak were considered reactive for the Hardjo serovar.

RESULTS
The 52 samples were collected up until December 2024, and the serum
were properly conditioned and organized at the Zoonoses Laboratory in the

Veterinary Clinical Laboratory of FMVZ/UNESP, Botucatu campus. Most of the
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collections were concentrated on captive animals from the Southeast region of
Brazil (n = 40), while the remaining samples originated from the Midwest region (n
=12) (Table 1).

Between the months of January and March 2025, the serum were analyzed
using the Indirect Immunofluorescence Antibody Test (IFAT) for Toxoplasma
gondii and Leishmania spp., and the Microscopic Agglutination Test (MAT) for
Leptospira spp.. Following this period, the results obtained were organized and
presented in Table 2, based on an analysis supported by the scientific literature.

During testing, it was noted that some samples did not have sufficient serum
volume to perform the three initially proposed analyses. Consequently, it was
necessary to optimize the available volume of each sample to achieve the most
complete results possible. Regarding toxoplasmosis, two samples from Leopardus
tigrinus had insufficient volume. For leptospirosis, there was an inadequate
quantity of one sample each from Leopardus tigrinus, Leopardus wiedii, and
Panthera onca. Finally, for leishmaniasis, serum was missing from two Leopardus
tigrinus and one Panthera onca. Nevertheless, it was possible to obtain the initially
desired total number of toxoplasmosis tests, and only one sample less than the
expected number for both leptospirosis and leishmaniasis.

Considering that the serological analyses used are quantitative, the titration
of each reactive sample was performed to evaluate the immune response of the
tested animals to toxoplasmosis and leishmaniases. Of the 50 samples tested for
toxoplasmosis, 29 presented seropositivity, corresponding to a prevalence of 58%
in the captive wild felines (Table 3, Table 4).

For leptospirosis, the Microscopic Agglutination Test (MAT) was used to
titrate 25 serovars and four variants of the Hardjo serovar (Table 5). These
included: Australis, Bratislava, Autumnalis, Butembo, Castellonis, Bataviae,
Canicola, Whitcombi, Cynopteri, Djasiman, Sentot, Gryppotyphosa, Hebdomadis,
Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Javanica, Panama, Pomona, Pyrogenes,
Wolffi, Shermani, Tarassovi, Andamana, Patoc, Hardjo prajitno, Hardjo

miniswajezak, Hardjo C.T.G., and Hardjo bovis.

DISCUSSION
Toxoplasmosis was the zoonosis with the highest casuistry (case incidence)

among those analyzed in the present study, followed by leishmaniasis and, lastly,
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leptospirosis. Notably, eleven animals presented seroreactive samples for more
than one pathogen. None of the animals exhibited positive titration for all three
zoonotic diseases investigated in this study.

The observed toxoplasmosis seropositivity indicates a high prevalence of
Toxoplasma gondii exposure in the captive wild felid population, this finding aligns
with previous studies in similar contexts. For instance, Candén-Franco (2013)
reported comparable prevalence rates ranging from 52.8% to 59.6% in wild
neotropical small felids housed in Brazilian zoos. Likewise, a global
seroprevalence review by Montazeri et al. (2020) reported an overall prevalence
of approximately 59% in wild felids. When comparing sexes, 36% of positive
samples corresponded to males, while 22% corresponded to females.
Geographically, twenty seropositive felines were located in captivity in the
Southeast region of Brazil, with nine originating from the Midwest region.

Of the 29 reactive samples analyzed, the majority (86.21%) showed a final
serological titer of 1:16, while 13.79% resulted in a titer of 1:64. Considering the
RIFI serological analysis (Ribeiro et al., 2015), the predominance of lower titers
(1:16) suggests a lower antibody level, likely indicating chronic or past infection, or
mild exposure. In contrast, higher titers (e.g., 21:64) may be suggestive of a more
recent infection or a more intense immune response to toxoplasmosis.

Regarding leishmaniasis, the Brazilian Ministry of Health establishes a
cutoff of the 1:40 for seroreactivity in dogs (Brasil, 2014), where ELISA is
recommended for screening and RIFI for confirmation. However, a consensus on
the definitive cutoff point for positivity in wild felines is currently lacking. For
domestic cats, the antibody titer value and criteria are generally accepted to be the
same as those used for dogs (SPRISSLER et al., 2019).

Following this criterion, the nine samples reactive for leishmaniasis
represent a prevalence of 18.37%. All reactive samples exhibited a final IFAT titer
of 1:40. Specifically, three Panthera onca, two Puma concolor, two Leopardus
pardalis, one Panthera leo, and one Panthera tigris were found to be either infected
or previously exposed to the Leishmania protozoan. Seropositivity was observed
in 10.21% of females and 8.16% of males. It is worth noting that eight of the
seropositive felines were located in the Southeast region of Brazil, and only one in
the Pantanal region. Among the seropositive animals, three resided at the Ampara

Silvestre Fauna Keeper, and another three belonged to the Limeira Municipal Zoo,
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with one each from Fazenda Kirongozi, Americana Zoo, and Caiman Ecological
Refuge.

For leptospirosis, the Microscopic Agglutination Test (MAT) was used,
where the serogroup with the highest agglutination titer is considered the probable
cause of infection. Similar to leishmaniasis, there is no consensus on the most
appropriate cutoff value for wild felines in this experiment; however, a titer 2100 is
generally considered positive for domestic cats (Miotto et al, 2024). Titers 2400 are
often considered suspicious for a recent or active infection (Bourassi et al., 2021).
Generally, cats react to leptospirosis with low antibody titers via MAT. This
phenomenon may lead to false-negative results in the initial stages of the disease
due to a lack of specific antibodies or low antibody levels (Andityas et al., 2024).

Extending the findings from domestic to wild felines, the study found a
seroprevalence of 16.33% for leptospirosis. Among the positive samples, the
Icterohaemorrhagiae serovar was the most reactive, followed by Pomona,
Canicola, Cynopteri, and Autumnalis. Notably, the species Panthera onca
accounted for half of the positive samples. The jaguar (Panthera onca) with the
highest titer (for serovar Pomona), suggesting a possible active infection, was
located at the Caiman Ecological Refuge. The remaining seropositive animals
indicate prior contact with leptospirosis, which may be associated with an old
infection or early disease stages. Four of the positive samples originated from
animals in Sdo Paulo state, and the other four from Mato Grosso do Sul state.

Comparing the proportion of positive felines by region, the Midwest region
showed a higher prevalence for toxoplasmosis (75%) and leptospirosis (33.3%)
compared to the Southeast region (prevalence of 50% and 10%, respectively).
Conversely, the prevalence for leishmaniasis was higher in the Southeast region
(20%), in contrast to the 8.3% observed in the Midwest.

Ultimately, the observed patterns, particularly the multiple co-exposures and
regional variations, confirm the complex epidemiological dynamics at the wild
feline-human interface. This necessitates continuous surveillance and the
implementation of robust management strategies to ensure animal welfare,

conservation success, and human health protection.
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TABLES

Table 1. Samples discriminated by felid species and sex.

Species Male Female Total
Puma concolor 6 4 10
Puma yagouaroundi 3 0 3
Leopardus tigrinus 7 1 8
Leopardus geoffroyi 2 0 2
Leopardus wiedii 1 1 2
Leopardus pardalis 3 2 5
Panthera onca 9 8 17
Panthera leo 0 1 1
Panthera tigris 2 2 4
Total 33 19 52

Table 2. Relationship between seroreactive and non-reactive samples for toxoplasmosis,

leptospirosis, and leishmaniasis by felid species.

Toxoplasmose Leptospirose Leishmaniose
Sample 50 49 49
Nao Nao Nao
Espécie Reagent Reagent Reagent Reagent Reagent Reagent
e e e
Puma concolor 5 5 1 9 2 8
Puma . 1 2 1 2 0 3
yagouaroundi
Leopardus tigrinus 1 5 0 7 0 6
Leopardus 2 0 0 2 0 2
geoffroyi
Leopardus wiedii 1 1 0 1 0 2
Leopardus pardalis 2 3 2 3 2 3
Panthera onca 14 3 4 12 3 13
Panthera leo 0 1 0 1 1 0
Panthera tigris 3 1 0 4 1 3

Total 29 21 8 41 9 40
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Table 3. Distribution of seropositive samples by felid species and serological titer for

Toxoplasma gondii (n = 29).

Titer 1:64

Species Titer 1:16 Reagent
Puma concolor 4 1 5
Puma yagouaroundi 1 0 1
Leopardus tigrinus 1 0 1
Leopardus geoffroyi 2 0 2
Leopardus wiedii 1 0 1
Leopardus pardalis 1 1 2
Panthera onca 12 2 14
Panthera tigris 3 0 3
Total 25 4 29

Table 4. Distribution of seropositive samples by felid species and serological titer for

Leishmania spp. (n = 9).

Espécie

Titulacao 1:40

Puma concolor 2
Leopardus pardalis 2
Panthera leo i
Panthera onca 3
Panthera tigris 1
Total 9




Table 5. Felid species and respective reactive serovars for leptospirosis (n = 8).

Species

Sorovar reagent

Puma concolor

Icterohaemorrhagiae:

100

Puma yagouaroundi

Icterohaemorrhagiae:

Pomona: 200

100

Leopardus pardalis

Icterohaemorrhagiae:

100

Icterohaemorrhagiae:

100

Panthera onca

Pomona: 200

Autumnalis: 200
Cynopteri: 200
Pomona: 1600

Canicola: 100

Icterohaemorrhagiae:

Pomona: 200

100

Canicola: 100
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ABSTRACT

Background: Species-specific information regarding blood cell morphology in nondomestic
felids remains limited, and hematologic interpretation is frequently based on reference data
from domestic cats.

Objectives: To describe and compare blood cell morphometry and morphology among
domestic and wild felid species.

Methods: Peripheral blood smears from Panthera leo, Panthera onca, Puma concolor,
Leopardus pardalis, Leopardus tigrinus, and Felis catus (n = 5/species) were evaluated
using light microscopy. Morphometric measurements were obtained from erythrocytes,
neutrophils, lymphocytes, monocytes, and eosinophils. Cell area, perimeter, minimum axis,
maximum axis, and nuclear measurements were recorded.

Results: Morphometric variation was observed among species for all evaluated cell
populations. Panthera onca presented the highest mean measurements for erythrocytes,
neutrophils, lymphocytes, and eosinophils, whereas Felis catus exhibited the smallest
erythrocytes. Leopardus pardalis exhibited the largest monocytes. Eosinophils
demonstrated the greatest morphologic diversity among species, particularly regarding
cytoplasmic granule size, staining intensity, and intracellular distribution.

Conclusions: Domestic and wild felids exhibit substantial variation in blood -cell
morphometry and eosinophil morphology. These findings provide baseline information for
species-specific hematologic interpretation and may assist veterinary clinical pathologists
evaluating blood smears from nondomestic felids.

Keywords
Blood Cells; Eosinophils; Felidae; Hematology; Morphometry; Wildlife.
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Introduction

The complete blood count is one of the most commonly used diagnostic tests in
veterinary medicine because it provides essential information regarding erythrocytes,
leukocytes, and platelets. In addition to quantitative measurements, microscopic evaluation
of blood smears remains a fundamental component of hematologic assessment and
contributes substantially to clinical interpretation.

Reference hematologic information is widely available for domestic animal species,

particularly dogs and cats. In contrast, morphologic and morphometric descriptions of
peripheral blood cells remain limited for many wild felid species. As a result, interpretation
of hematologic findings in nondomestic felids often relies on information derived from
domestic cats, despite potential interspecific differences in blood cell morphology.
Wild felids are important from both conservation and clinical perspectives. The growing
need for veterinary care in captive populations has increased the demand for species-
specific diagnostic information. Accurate characterization of blood cell morphology may
improve interpretation of hematologic findings and support clinical management,
conservation programs, and health monitoring of these species.

Previous studies have reported hematologic parameters for selected felid species;
however, comparative evaluations of blood cell morphometry across multiple domestic and
wild felids remain scarce. Furthermore, information regarding species-specific leukocyte
morphology, particularly eosinophil morphology, is limited.

The objective of this study was to describe and compare morphometric and
morphologic characteristics of peripheral blood cells among domestic and wild felid
species, emphasizing potential interspecific differences that may influence hematologic
interpretation.

Materials and Methods

Study Design and Blood Smear Evaluation. A descriptive comparative
morphometric and morphologic study was conducted using peripheral blood smears
obtained from six felid species, including lion (Panthera leo), jaguar (Panthera onca), puma
(Puma concolor), ocelot (Leopardus pardalis), oncilla (Leopardus tigrinus), and domestic
cat (Felis catus). Five blood smear preparations from each species were evaluated.

Blood smears were stained using a rapid panoptic staining method. The staining
protocol consisted of sequential immersion in a methanol-based fixative solution containing
triarylmethane dyes, followed by immersion in a xanthene-containing solution and a
thiazine-containing solution. Slides remained in each solution for 5 minutes, followed by
rinsing with distilled water and air drying.

Microscopy and Image Acquisition

Blood smears were examined using a BX60 microscope (Olympus Corporation,
Tokyo, Japan). Digital photomicrographs were obtained using an Opticam HD imaging
system (Opticam®, Sao Paulo, Brazil). Images were acquired from the monolayer region
of each blood smear using 400x and 1000x (oil immersion objective) magnification.
Morphometric Analysis

Morphometric measurements were performed on erythrocytes, neutrophils,
lymphocytes, monocytes, and eosinophils. For each species, 200 erythrocytes, 50
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neutrophils, 10 lymphocytes, 5 monocytes, and 5 eosinophils were evaluated, resulting in
measurements from 1200 erythrocytes, 300 neutrophils, 60 lymphocytes, 30 monocytes,
and 30 eosinophils overall.

For erythrocytes, the following parameters were measured:

* Cell area (um?)

* Cell perimeter (um)

* Minimum axis length (um)

» Maximum axis length (um)

For nucleated cells (neutrophils, lymphocytes, monocytes, and eosinophils),
measurements included:

* Cell area (um?)

* Cell perimeter (um)

* Minimum axis length (um)

* Maximum axis length (um)

* Nuclear area (um?)

* Nuclear perimeter (um)

Morphologic Evaluation

Morphologic assessment was performed concurrently with morphometric analysis.
Particular attention was given to overall cellular morphology, nuclear characteristics,
cytoplasmic  features, and eosinophil granule morphology. Representative
photomicrographs were obtained to document species-specific morphologic findings.

Results

Blood Cell Morphometry

Morphometric measurements of blood cells are summarized in Tables 1 and 2.

Variation in cell dimensions was observed among the evaluated felid species. Jaguar
(Panthera onca) erythrocytes exhibited the largest mean cellular area (29.01 + 3.37 um3),
whereas domestic cat (Felis catus) erythrocytes displayed the smallest mean area (23.61
+ 2.33 pm?). Similar patterns were observed for leukocyte populations, with Panthera onca
presenting the largest neutrophils (156.70 + 27.02 pm?), lymphocytes (116.29 + 13.32 um?),
and eosinophils (183.72 + 25.10 ym?) among the evaluated species (Table 1).

Monocyte measurements differed from this pattern. The largest monocytes were observed
in Leopardus pardalis (180.53 + 10.38 um?), whereas Panthera leo exhibited the smallest
monocyte area (138.08 + 36.48 um>).

Measurements of minimum and maximum cellular axes generally paralleled findings
observed for cellular area and perimeter. Panthera onca consistently demonstrated larger
dimensions for most cell populations, whereas Leopardus tigrinus frequently exhibited
smaller measurements, particularly among lymphocytes and eosinophils (Supplementary
Table S1).

Nuclear Morphometry

Nuclear morphometric measurements are summarized in Table 2.

Among neutrophils, Panthera onca exhibited the largest mean nuclear area (69.33 £ 19.59
um?), whereas Panthera leo exhibited the smallest (44.53 + 17.06 um?). Similar variation
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was observed among lymphocytes, with Panthera onca presenting the largest nuclei (75.59
+ 8.38 um?) and Leopardus tigrinus presenting the smallest (54.33 £ 8.50 um?).

Monocyte nuclear dimensions varied among species, with Leopardus tigrinus (103.16 +
20.56 um?) and Felis catus (102.48 £ 24.57 um?) exhibiting the largest mean nuclear areas.
Morphologic Findings

Erythrocytes from all evaluated species exhibited the expected mammalian morphology,
characterized by anucleate, discoid cells. Central pallor was most apparent in Puma
concolor erythrocytes and was less evident in the remaining species (Figure 1A).
Neutrophils exhibited typical segmented nuclear morphology across all species. Nuclear
segmentation varied from nonsegmented forms to cells containing multiple nuclear lobes
connected by thin chromatin filaments (Figure 1B).

Lymphocytes demonstrated the characteristic morphology of small mononuclear cells with
a round nucleus occupying most of the cellular area and a narrow rim of cytoplasm (Figure
1C).

Monocytes exhibited variable nuclear conformations, including kidney-shaped and
irregularly folded nuclei. Representative monocyte morphology is illustrated in Leopardus
pardalis (Figure 1D).

Eosinophils demonstrated the greatest degree of morphologic variation among species
(Figures 1 and 2). Puma concolor eosinophils contained large, prominent cytoplasmic
granules that resembled the morphology described in equine eosinophils (Figure 1F).
Leopardus pardalis eosinophils displayed smaller barrel-shaped granules (Figure 2A),
whereas Panthera leo eosinophils exhibited abundant densely staining granules distributed
throughout the cytoplasm (Figure 2B). In Panthera onca, granules appeared larger and
less uniformly distributed, leaving portions of peripheral cytoplasm devoid of granules
(Figure 2C).

Discussion

The present study provides a comparative morphometric and morphologic
description of peripheral blood cells from domestic and wild felid species. The principal
finding was the existence of substantial interspecific variation in blood cell dimensions,
affecting both cellular and nuclear morphometry. Additionally, eosinophils exhibited marked
species-specific morphologic characteristics, representing the leukocyte population with
the greatest observable variation among the evaluated species.

Among all species studied, Panthera onca consistently exhibited the largest
erythrocytes, neutrophils, lymphocytes, and eosinophils. This pattern was observed across
multiple morphometric variables, including cell area, perimeter, and cellular axes,
suggesting that the differences were not restricted to a single morphometric parameter. In
contrast, Felis catus generally exhibited smaller erythrocytes, whereas Leopardus tigrinus
presented the smallest lymphocytes and eosinophils. These findings support the concept
that blood cell size is influenced by species-specific biological characteristics and may
reflect evolutionary divergence within the family Felidae.

Variation in cell size among species has long been recognized as a biologic
phenomenon associated with evolutionary history, metabolic adaptations, and cellular
physiology. Cavalier-Smith proposed that cellular dimensions are influenced by
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evolutionary and ecological factors that shape species-specific requirements. Although the
present study was not designed to investigate the mechanisms underlying these
differences, the consistent variation observed among felid species suggests that blood cell
morphology may represent another manifestation of phylogenetic diversification within the
group.

The erythrocyte findings are particularly relevant from a clinical pathology
perspective. Hematologic interpretation in nondomestic felids frequently relies on
information derived from domestic cats because detailed species-specific descriptions
remain scarce. However, the present results demonstrate that erythrocyte size differs
among felid species, with Panthera onca exhibiting substantially larger erythrocytes than
Felis catus. These observations indicate that extrapolation of morphologic expectations
from domestic cats to wild felids may not always be appropriate.

Leukocyte morphometry also varied considerably among species. Jaguar
neutrophils and lymphocytes consistently exhibited larger dimensions than those observed
in the remaining species, whereas Leopardus pardalis presented the largest monocytes.
Interestingly, the species exhibiting the largest cells were not necessarily those exhibiting
the largest nuclei, suggesting that cytoplasmic and nuclear compartments may vary
independently among felid species. This finding highlights the importance of evaluating
both cellular and nuclear measurements when describing morphologic variation.

The most distinctive morphologic findings involved eosinophils. Differences in
granule size, staining intensity, granule distribution, and overall cellular appearance were
readily observed among species. Puma concolor eosinophils exhibited large, prominent
cytoplasmic granules that resembled the characteristic appearance described for equine
eosinophils. In contrast, Leopardus pardalis eosinophils displayed smaller granules similar
to those commonly reported in domestic cats. Eosinophils from Panthera leo and Panthera
onca demonstrated distinct granule patterns that further emphasized species-specific
morphologic variation.

From a diagnostic perspective, these findings are particularly important because
eosinophils are frequently evaluated during routine blood smear examination. Recognition
of normal species-specific eosinophil morphology may help prevent misinterpretation of
cytoplasmic granulation patterns as evidence of cellular activation, toxic change, or staining
artifacts. The results therefore reinforce the importance of considering species identity
when evaluating leukocyte morphology in nondomestic felids.

Another noteworthy observation was the relative morphologic conservation of
erythrocytes, neutrophils, lymphocytes, and monocytes across species. Although
measurable differences in size were identified, these cell populations generally maintained
the expected mammalian morphologic characteristics described in veterinary hematology
references. In contrast, eosinophils displayed conspicuous qualitative differences,
suggesting that this leukocyte population may be particularly useful for comparative
hematologic studies within the Felidae.

Several limitations should be acknowledged. First, the study included a relatively
small number of individuals per species. Second, monocyte and eosinophil morphometric
analyses were based on fewer measured cells than erythrocyte and neutrophil analyses.
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Third, inferential statistical comparisons were not performed; therefore, the findings should
be interpreted as descriptive observations rather than statistically validated differences.
Future studies incorporating larger sample sizes and formal statistical analyses will
be important to further characterize interspecific variation in felid hematology.
In conclusion, domestic and wild felids exhibit substantial variation in blood cell
morphometry. Panthera onca consistently presented the largest dimensions for most
evaluated cell populations, whereas eosinophils demonstrated the greatest degree of
species-specific morphologic variation. These findings provide baseline information that
may assist veterinary clinical pathologists in the interpretation of blood smears from
nondomestic felids and support the use of species-specific morphologic references
whenever possible.

Conclusions

The results of this study demonstrate that blood cell morphometry varies among
domestic and wild felid species. Panthera onca consistently presented the highest mean
measurements for most evaluated cell populations, whereas Felis catus and Leopardus
tigrinus generally exhibited smaller cellular dimensions. Among all leukocytes evaluated,
eosinophils displayed the greatest degree of species-specific morphologic variation.

These findings highlight the importance of considering species-specific
characteristics during blood smear evaluation and provide baseline morphologic
information that may contribute to clinical pathology, zoological medicine, and conservation
programs involving nondomestic felids.
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Tables and Figure Legends

Table 1.

Mean + SD cell area and perimeter measurements of peripheral blood cells from
domestic and wild felid species.

Abbreviations: SD, standard deviation.

Data are expressed as mean = SD. Measurements were obtained from five individuals of
each species.
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Célula Mensuracao Ledo (.Jm;a- Onga- Jaguatirica Gato-do- Ga}to-
pintada parda mato doméstico
drea (um?) 26,7 29,01 25,69 28,94 28,43 23,61
. B + 4,35 + 3,37 + 3,11 +4.1 + 3,39 +2,33
Hemacias perimetro 18,32 19,10 18,11 18,99 18,88 17,22
(um) + 1,47 1,11 + 2,28 + 1,41 +1,12 + 0,84
srea (um?) 100,26 156,7 120,41 156,05 124,63 113,09
N i K + 14,58 + 27,02 + 13,6 + 22,39 + 14,67 + 15,92
eutrofilos perimetro 35,5 44 .4 39,04 43,77 39,69 37,36
(um) + 2,66 + 3,76 + 2,23 + 5,43 + 2,34 + 3,99
drea (um?) 101,05 116,29 82,58 80,06 76,08 100,19
Linfoc K + 10,64 +13,32 + 15,74 +18,22 113,43 + 23,11
intocitos perimetro 36,11 39,05 33,5 32,18 31,17 35,39
(um) +2,05 +2,35 + 3,35 1+ 458 + 253 +4.05
area (um?) 138,08 172,77 146,46 180,53 168,11 163,68
N H + 28,1 + 29,31 + 16,98 + 10,38 + 21,02 + 16,46
Mondcitos perfmetro 41,75 46,54 44,74 47,74 46,04 45,9
(um) + 4,04 + 3,99 +214 11,39 + 2,96 £1,75
drea (um?) 175,44 183,72 138,77 170,52 128,33 135,8
o K + 11,79 + 251 £ 19,38 + 40,25 £ 7,42 +£9,93
Eosindfilos perimetro 47,19 48,36 41,75 46,11 40,26 41,38
(um) + 1,49 + 2,83 + 2,95 + 5,23 +1,23 + 1,48

Table 2.

Mean £ SD minimum and maximum axis measurements of peripheral blood cells from
domestic and wild felid species.

Abbreviations: SD, standard deviation.

Data are expressed as mean + SD. Axis measurements are reported in micrometers

(Hm).

. " . Onga- Onga- . Gato-do- Gato-
Célula Mensuragio LeSo pintada parda Jaguatirica mato doméstico
o min um) 5,53 5,81 5,48 5,83 5,31 5,29
Elxo min tpm +0,48 +0,37 £0,37 £0,43 £0,36 +0,28
Hemacias o 6,12 6,33 5,94 6,28 6,2 5,66
eixa méx (um) +0,51 +0,39 +0,37 +0,46 +0,39 +0,3
Iy 10,72 13,23 11,53 13,18 11,71 11,98
Newtrdfi eixo min (m) +0,78 +1,32 +0,8 £1,11 10,82 +8,74
i
eutromios eixo mé (um) 11,87 14,99 13,81 15,56 13,47 12,77
" +1,07 +1,32 +4,08 +3,91 +0,99 +1,02
cixo min (um) 10,72 11,55 9,25 9,53 9,23 10,6
. M +0,93 +1,16 +1,35 +1,11 +0,98 +1,2
INTOCITOS
ixo méx (] 11,79 13,21 11,27 10,43 10,38 11,9
S Max tHm +0,74 +0,94 £1,52 £1,3 £0,86 +1,47
o 12,09 14,14 12,12 14,3 13,78 13,89
Moncit eixo min (Lm) +1,56 +1,4 +1,87 +0,49 +0,79 +1,13
onNocitos
o 14,42 15,47 15,22 16,05 15,5 14,87
eixa méx (um) +1,08 +1,26 +0,7 +0,58 +1,31 +0,59
o min {um} 13,88 14,56 12,66 14,11 121 12,67
" o min {pm +0,95 +1,27 +1,03 +1,82 +0,43 +0,74
Eosing
osinohios ixo méx (um) 16,1 16,06 13,89 15,23 13,49 13,75
W +0,79 +0,78 +0,93 +1,52 +0,76 +0,54
Table 3.

Mean £ SD nuclear area and perimeter measurements of leukocytes from domestic and
wild felid species.
Abbreviations: SD, standard deviation.
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Data are expressed as mean + SD. Nuclear measurements are reported in square
micrometers (um?) and micrometers (um).

B N - Onga- Onga- .. Gato-do- Gato-
Célula Mensuragio Leio pintada parda Jaguatirica mato doméstico
(e el . 4453 69,33 65,23 60,34 68,71 50,3
areanicleo (um?) 'y +87 +8,84 16,31 +6,97 +4,83
Neutréfilos ” 47,15 56,58 60,03 47,55 57,16 49,57
per. nicleo (um) /o +9,61 +8,96 +8,58 +7,63 +7,89
freanicleo (um) %3 75,59 59,64 56,95 54,33 62,59
infcis area nucieo tkm +6,08 +9,33 +11,11 +12,15 16,38 +11,35
intocitos sdeo(um) 2276 33,09 28,78 27,38 27,4 29,23
perntceotml 4167 +3,81 £3,24 +3,4 +2,47 +2,89
sreanicleo (um) 5598 91,64 89,21 101,95 103,16 102,48
Monsit Hm +9,31 +12,72 +10,69 +11,13 +15,93 +12,66
onoCitos
e (um) 3578 44,87 43,55 47,47 44,26 a2
PERMUEEOTHM 4 904 +4,77 +5,91 +5,96 +9,02 +4,
(ea il . 59,33 60,18 56,84 52,91 56,64 47,94
» sreandeleo (um) 509 $10,2 £7,87 +4,89 £2,79 5,65
Eosindfilos ” 39,87 49,42 46,32 39,94 44,56 45,07
per.nicleo (um) 5 og +38,64 +4,23 +5,87 +5,12 +4,04
Figure1.

Representative blood cell morphology in domestic and wild felids. (A) Erythrocyte field
from Panthera onca. (B) Eosinophil (arrow) and neutrophil (arrowhead) from Panthera
leo. (C) Lymphocyte from Leopardus tigrinus. (D) Monocyte and rouleaux formation from
Leopardus pardalis. (E) Degranulated eosinophil from Felis catus. (F) Eosinophil from
100x oil immersion objective. Scale bars = 10 um.
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Figure2.
Comparative eosinophil morphology among felid species. (A) Leopardus pardalis. (B)
Panthera leo. (C) Panthera onca. Rapid panoptic stain. 100x oil immersion objective.

Scale bars = 10 ym.
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