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EPIGRAFE

Ha Momentos

“Ha momentos na vida em que sentimos tanto a falta
de alguém que o que mais queremos € tirar esta

pessoa de nossos sonhos e abracga-la.

Sonhe com aquilo que vocé quiser. Seja o que vocé
quer ser, porque vocé possui apenas uma vida e nela

s6 se tem uma chance de fazer aquilo que se quer.

Tenha felicidade bastante para fazé-la
doce. Dificuldades para fazé-la forte. Tristeza para
fazé-la humana. E esperanca suficiente para fazé-la

feliz.

As pessoas mais felizesndo tém as melhores
coisas. Elas sabem fazer o melhor das oportunidades

que aparecem em seus caminhos.

A felicidade aparece para aqueles que choram. Para
aqueles que se machucam. Para aqueles que buscam
e tentam sempre. E para aqueles que reconhecem a

importancia das pessoas que passam por suas vidas.

O futuro mais brilhante € baseado num passado
intensamente vivido. Vocé s tera sucesso na
vida quando perdoar os erros e as decepg¢des do

passado.

A vida é curta, mas as emogdes que podemos
deixar duram uma eternidade. A vida ndo €& de se

brincar porque um belo dia se morre.”

Clarice Lispector
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CAPITULO 1 — Consideragdes gerais

Revisao de literatura

Animais pertencentes a ordem Artiodactyla e a familia Cervidae, possuem ampla
distribuicdo, ocorrendo principalmente no norte e sul da América, Europa e Asia. No
continente africano, esses animais ocorrem apenas no norte do Saara. Nao ha
registros da ocorréncia de cervideos na Australia ou Nova Zelandia, exceto nas
regides em que foram introduzidos pelo homem (EISENBERG; REDFORD, 1999).

No Brasil, existem oito espécies de cervideos reconhecidas atualmente:
Blastoceros dichotomus, Mazama gouazoubira, Mazama americana, Mazama nana,
Mazama nemorivaga, Mazama bororo, Odocoileus virginianus e Ozotoceros
bezoarticus (DUARTE; MERINO, 1997).

Atualmente, sdo reconhecidas trés subespécies de veado-campeiro
(Ozotoceros bezoarticus, Linnaeus 1758) com base em suas caracteristicas
taxondémicas: O. b. bezoarticus, O. b. leucogaster e O. b. celler (CABRERA, 1943).
Entretanto, ha indicios genéticos da existéncia de mais duas subespécies: O. b.
uruguayensis e O. b. arerunguaensis (GONZALEZ et al., 1998). O veado-campeiro
possui estatura um pouco maior do que os animais do género Mazama, porém,
diferencia-se por sua coloragcdo castanha avermelhada e partes internas dos
membros, cauda, orelhas, anel perioftamico, labios e ao redor das narinas com
pelagem branca (DUARTE; MERINO, 1997). O peso dos animais varia de 28 a 35
kg, dependendo da subespécie em questdo e do periodo do ano. Os machos séo
um pouco maiores do que as fémeas e possuem chifres trirramificados que sao
renovados anualmente. As fémeas ciclam o ano todo e parem um filhote por
gestacédo, havendo possibilidade de gestagdes gemelares (UNGERFELD et al.,
2008).

No passado, o veado-campeiro era distribuido por todo o territério leste da
América do Sul (DUARTE; MERINO, 1997). A distribuicdo atual dessa espécie vai
desde a Argentina central até o meio-oeste e nordeste do Brasil, leste da Bolivia,
Paraguai e Uruguai, havendo preferéncia dessa espécie por areas abertas como

campos, pampas, planicies com regime sazonal de inundacao e cerrados (MERINO



et al., 1997). No Brasil, ocorrem duas subespécies: O. bezoarticus bezoarticus e O.
bezoarticus leucogaster, sendo as maiores popula¢cdes encontradas no Parque
Nacional das Emas (GO) e no Pantanal mato-grossense (MT e MS),
respectivamente (GONZALEZ et al., 1998; RODRIGUES et al., 2007). Em paises
como a Argentina e o Uruguai, esses animais sdo mantidos em cativeiro, entretanto,
no Brasil, com exceg¢do de um macho mantido pelo Nucleo de Pesquisas e
Conservacao de Cervideos Neotropicais (NUPECCE) da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, desde a década de 1980, ndo ha registros de veados-
campeiro em cativeiro (GONZALEZ et al., 2010).

Atualmente, o veado-campeiro é considerado um dos cervideos mais ameagados da
América Latina, de acordo com o apéndice | da lista da Conveng¢do de Tratados
Internacionais para Espécies Ameacadas da Fauna e Flora (CITES, 2008), levando-
se em consideragcdo paises como Argentina, Uruguai e algumas regides do Brasil
central. Recentemente, essa espécie foi classificada como vulneravel em publicagao
do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio), uma
autarquia em regime especial vinculada ao Ministério do Meio Ambiente, que integra
o Sistema Nacional do Meio Ambiente (Sisnama) (DUARTE et al., 2012). Além
disso, o veado-campeiro é classificado como quase ameacado (“Near Threatened”)
na lista vermelha de espécies ameacadas (GONZALEZ; MERINO, 2008) da Unido
Internacional para Conservagcdo da Natureza (IUCN). Essas classificacbes foram
estabelecidas principalmente devido a perda de habitat por acado antropica, caca e
transmissao de doengas pelo gado (MERINO et al., 1997). Entretanto, populagdes
de aproximadamente 60.000 individuos (MOURAO et al., 2000) e densidades de
9,81 + 3,8 individuos/km? (TOMAS et al., 2001) ainda podem ser encontradas no
Pantanal brasileiro.

Devido ao risco de tornar-se uma espécie ameacada em seu habitat natural
(GONZALEZ; MERINO, 2008), muitos estudos envolvendo histéria natural, genética,
ecologia e doencgas infecciosas de veado-campeiro foram realizados nas ultimas
décadas para o desenvolvimento de estratégias de manejo para sua conservagao.
No entanto, alguns ramos da medicina da conservagao ainda sao pouco estudados
nessa espécie de cervideo.

A imobilizacdo de animais selvagens, especialmente cervideos



(GASPARINNI; DUARTE; NUNES, 1997), geralmente ¢é conduzida sob
circunstancias dificeis (FAHLMAN, 2005). O acesso e melhoria das técnicas de
captura e contengdo quimica s&o importantes ferramentas para conservagédo e
manejo desses animais. Levando-se em considerag&o o contexto multidisciplinar dos
projetos de conservagao, estudos na area da anestesiologia de animais selvagens
tornam-se necessarios, visando, sobretudo, 0 manejo seguro com minimo estresse
aos animais (KARESH; COOK, 1995). Dentro dessa perspectiva, pode-se observar
poucas informagdes sobre protocolos de imobilizagéo viaveis para veados-campeiro,
havendo apenas alguns estudos relacionados com a captura e contengdo quimica
da espécie em questdo (GONZALEZ; DUARTE, 2003; PIOVEZAN; ZUCCO:;
ROCHA, 2006).

Em cativeiro, a contencdo quimica de cervideos pode facilitar uma série de
procedimentos, como exames fisicos, diagnésticos, tratamento de doencas,
reprodugdo assistida, entre outros (PINHO, 2000, 2004; MUNERATO, 2007;
MUNERATO et al., 2008). Em vida livre, cervideos geralmente s&o imobilizados para
translocacao, resgate, inquéritos epidemioldgicos, marcag¢ao ou colocagao de radio-
colares para fins de pesquisa (NUNES, 2001).

Os métodos de captura utilizados em vida livre devem minimizar o estresse e os
riscos de injurias aos animais. O uso de redes fixas ou de armacgao rapida com
auxilio de veiculos ja foi utilizado para captura de veados-campeiro (RODRIGUES;
MONTEIRO-FILHO, 2000), porém, esses métodos dependem de equipe numerosa e
treinada, além de apresentar riscos de injuria aos animais, com indices de
mortalidade chegando a 12,5% (GONZALEZ; DUARTE, 2003). Sistemas remotos de
injegdo de farmacos, que utilizam dardos, como rifles e pistolas, sdo uma vantagem
por permitir a administracdo de farmacos por via intramuscular com certa acuracia a
longas distancias (BUSH, 1992), entretanto, zarabatanas também podem ser
utiizadas para a mesma finalidade a curtas distancias (PIOVEZAN; ZUCCO;
ROCHA, 2006).

O uso de farmacos com rapida inducao e de antagonistas, em contengdes quimicas
realizadas em animais de vida livre, sdo desejaveis em casos de emergéncia, como
depressao respiratoria, e para uma recuperagéo anestésica mais rapida (FAHLMAN,

2005). As principais complicagbes descritas durante a contengcdo quimica de



cervideos s&o: hipertermia ou hipotermia (BOESCH et al.,, 2011), acidose
respiratoria, metabdlica ou ambas (MUNERATO, 2007; BOESCH et al., 2011),
miopatia de captura (BERINGER et al.,, 1996; PATERSON, 2007) e traumas
(GASPARINNI; DUARTE; NUNES, 1997). Além disso, a ocorréncia de hipoxemia,
caracterizada por valores de presséo parcial de oxigénio (PaO;) abaixo dos valores
considerados de referéncia para ruminantes domésticos, também vém sendo
descrita como uma frequente complicagao durante tais procedimentos em cervideos
(CAULKETT, 1997; MURRAY et al., 2000; CAULKETT 2001; READ et al., 2001;
READ, 2003; MICH et al.,, 2008; PATERSON; CAULKETT; WOODBURY, 2009;
RISLING et al., 2011).

Ha duas décadas, o correto diagnéstico de quadros de hipoxemia em animais
anestesiados a campo geralmente ndo era realizado devido as limitacbes dos
métodos n&o invasivos de monitoracdo, como a oximetria de pulso (TREMPER,
1989), utilizados em muitos estudos com cervideos em vida livre. Entretanto, desde
a década de 90, com a melhoria dos equipamentos de mensuragdo dos gases
sanguineos, como os analisadores sanguineos portateis (WAHR et al., 1996;
VERWAERDE et al.,, 2002), exames de hemogasometria arterial podem ser
realizados a campo para mensuragcao da PaO, de maneira acurada (MOSLEY;
GUNKEL, 2007). Desse modo, como mencionado anteriormente, desde a década de
90 houve um, consequente, aumento no numero de publicagcdes que reportam a
ocorréncia de hipoxemia durante a contengcao quimica em cervideos.

Em animais domeésticos, mantidos em altitudes proximas ou ao nivel do mar (760
mmHg), os valores considerados normais de PaO, variam de 80 a 100 mmHg. A
hipoxemia é considerada presente em mamiferos domésticos quando a PaO;
encontra-se abaixo dos valores considerados normais para a espécie. Em animais
domésticos, valores de PaO; abaixo de 80 mmHg diagnosticam a hipoxemia,
entretanto, seu tratamento € recomendado quando estes encontram-se abaixo de 60
mmHg, caracterizando hipoxemia severa (McDONELL, 1996).

O ritmo respiratério é originado na medula e modificado por sinais do centro
respiratorio cerebral, atividade de quimiorreceptores e de receptores pulmonares e
das vias respiratérias. Quimiorreceptores centrais (como os encontrados na medula

espinhal, os quais estdo banhados pelo liquido cérebro-espinhal) prontamente



respondem a elevagdes na concentracdo de CO,, aumentando o volume alveolar
(Va) e o volume minuto (V) (McDONELL, 1996). Além disso, quimiorreceptores
periféricos, localizados na carétida e nos corpos adrticos, também respondem as
elevacdes na presséao parcial de diéxido de carbono arterial (PaCO,), elevando o0 Vy,,
entretanto, parecem exercer tal efeito de maneira significativa apenas quando a
PaO; esta abaixo de 60 mmHg (MUIR; MORE; HAMLIN, 1975). Outros mecanismos,
como o sistema de ativag&o reticular, centros apnéusticos e pneumotaxicos e 0s
receptores pulmonares e das vias respiratorias, sdo primariamente responsaveis
pelo ajuste da frequéncia respiratéria e volume corrente (Vi) para, por meio desse
mecanismo modificar, o V,, usualmente de uma maneira que reduza o custo
energético da respiracao (McDONELL, 1996).

O desenvolvimento de hipoxemia pode ter diferentes causas, incluindo
hipoventilacdo, baixa concentracdo de oxigénio inspirado e acréscimo da mistura
venosa (resultado de alteragdes na ventilacdo-perfusdo alveolar, doencas do
parénquima pulmonar e/ou no “shunt” absoluto) (HASKINS, 1996). Farmacos
anestésicos e alguns pré-anestésicos alteram a resposta dos quimiorreceptores ao
CO; e ao O, de forma dose-dependente (MARSHALL; WYCHE, 1972; McDONELL,
1996). Assim, como em outras espécies domésticas, a contengcdo quimica de
cervideos geralmente resulta em quadros de hipoxemia, predispondo a hipdxia
tecidual, caracterizada pela reducdo na disponibilidade de oxigénio aos tecidos,
isquemia do miocardio e faléncia dos érgaos (CAULKETT, 1997; MURRAY et al.,
2000; READ et al., 2001, READ, 2003).

Dentre os principais farmacos utilizados para contengcédo quimica de cervideos
encontram-se o0s tranquilizantes, como o midazolam, diazepam, zolazepam,
acepromazina e azaperone; 0s agonistas a-2, como a xilazina, romifidina e
detomidina; os dissociativos, como a cetamina e tiletamina e os opioides potentes,
como a etorfina e carfentanil, sendo os ultimos nao disponiveis comercialmente no
Brasil (CAULKETT; HAIGH, 2007; PINHO et al., 2010).

Os tranquilizantes ou farmacos antipsicotropicos, como as fenotiazinas e os
benzodiazepinicos, geralmente reduzem a frequéncia respiratéria, especialmente em
animais excitados, mas nao alteram a presséo parcial dos gases do sangue arterial
(PaO, e PaCO,), resultando em boa estabilidade respiratéria (KLEIN; KLIDE, 1989;



McDONELL, 1996; RANG et al., 2007). No caso dos farmacos agonistas a-2, estes
podem causar hipoxemia em ruminantes por hipoventilagdo, alteracées na relagéo
ventilacdo/perfusdo, decréscimo da complacéncia do sistema respiratorio (parede
toracica e pulmbes simultaneamente), dentre outras potenciais alteragbes
mecénicas, hemodindmicas e celulares no pulmdo (CAULKETT; DUKE; CRIBB,
1996; McDONELL, 1996; CAULKETT, CRIBB, HAIGH, 2000; LEMKE, 2004).

A cetamina, por sua vez, difere-se da maioria dos farmacos anestésicos, por néo
promover depressao da resposta ventilatéria a hipoxemia. O tébnus da musculatura
esquelética é preservado ou mesmo aumentado e, portanto, a oxigenacao arterial e
a capacidade residual funcional sdo mantidas durante a anestesia com cetamina
(WRIGHT, 1982; McDONELL, 1996). Os opioides potentes, assim como os farmacos
agonistas a-2, promovem depressao respiratoria em cervideos e usualmente
causam hipoxemia severa em animais anestesiados em vida livre (CAULKETT,
2001; PATERSON; CAUKETT; WOODBURY, 2009; RISLING et al., 2011). A
depressao respiratéria decorrente do uso de opioides potentes € mediada
primariamente por receptores p-2, que causam depressdo direta dos centros
respiratérios no cérebro reduzindo a sensibilidade desses centros ao CO,, o que,
consequentemente, eleva a PaCO, (GRIM; LAMONT, 2007).

Embora cada farmaco possua diferentes mecanismos que alteram a mecanica
ventilatoria, a anestesia geral normalmente promove alteragbes significativas na
relacdo ventilagao/perfuséo, reduzindo os valores de PaO, em decorréncia ao
decubito e, no caso dos ruminantes, a mecanica ventilatoria ainda é prejudicada pela
distensdo do rumen em fungdo do acumulo de gases (timpanismo ruminal)
(McDONELL, 1996; CAULKETT, 1997; CAULKETT, 2001).

Além disso, a hipoxemia prolongada, uma vez que aumenta a demanda metabdlica,
pode também contribuir para o desenvolvimento de uma sindrome conhecida como
miopatia de captura (BERINGER et al.,, 1996; PATERSON, 2007). Esta, parece
ocorrer devido a anaerobiose metabdlica, como resultado de atividade muscular
intensa e consequente acumulo de acido latico no tecido muscular, levando, por sua
vez, a acidose metabdlica e necrose muscular secundaria (WALLACE; BUSH;
MONTALI, 1987; PATERSON, 2007). Na forma aguda desta sindrome, a demanda

de oxigénio do animal excede sua disponibilidade (CAULKETT, 2001) e os animais



apresentam hipertermia, cianose, acidose, taquicardia e hipotensdo. Os animais
podem morrer durante a anestesia ou logo ap6s a mesma. Caso o0s animais
sobrevivam a forma aguda, geralmente ocorre a manifestagédo subaguda ou crénica
da miopatia de captura, com sinais clinicos de paraplegia, ruptura de fibras
musculares, mioglobinuria e oliguria (SPRAKER, 1993). Essas alteragdes, uma vez
iniciadas, geralmente sao irreversiveis (WALLACE; BUSH; MONTALI, 1987;
PATERSON, 2007).

O tratamento ou prevencao da hipoxemia em animais submetidos a captura e
contencédo quimica pode ser realizado por meio da suplementac&o intranasal de
oxigénio. Recentemente, as vantagens dessa terapia foram demonstradas em
publicagcdes com cervideos norte-americanos, elevando a PaO; nos casos em que
0s animais apresentam inabilidade em manter ventilagdo minimamente adequada e
troca gasosa normal pelos alvéolos (READ et al. 2001; CAULKETT; HAIGH, 2007;
MICH et al., 2008; PATERSON; CAULKETT; WOODBURRY, 2009; RISLING et al.,
2011). Entretanto, as vantagens da suplementacao intranasal de oxigénio nao foram
testadas em cervideos neotropicais.

Além da contengdo quimica, outra importante questdo na manipulagédo e captura de
cervideos é o estresse causado por tais procedimentos. Dentro dessa perspectiva, o
estresse pode ser definido como o estado no qual a homeostase € perdida. Os
eventos que causam a interrupcdo desse equilibrio sdo denominados estimulos
estressores, 0s quais podem ser de origem fisica, psicoldégica ou ambas (REEDER,;
KRAMER, 2005). As reagbes correspondentes a defesa do animal sdo denominadas
resposta ao estresse, sendo que o cérebro atua como mediador entre os estimulos
estressores e a resposta ao estresse (MOSTL; PALME, 2002).

Cervideos, por serem animais de comportamento reconhecidamente agil e violento
frente a um estimulo estressor (GASPARINNI; DUARTE; NUNES, 1997),
frequentemente sofrem alteragbes fisiologicas severas em procedimentos que
resultem em sua manipulagdo. Segundo Moberg (1987), a resposta fisiolégica ao
estimulo estressor é dependente, primariamente, do comportamento da espécie e,
posteriormente, da ativacdo dos sistemas nervoso autbnomo e enddcrino. No
entanto, devido a existéncia de inumeras alteragcdes associadas ao estresse, muitas

questdes continuam a respeito de como mensurar sua resposta (MOSTL; PALME,



2002).

Como a ativagéo da resposta ao estresse é dependente do contexto (por ex.: 0 eixo
hipotalamo-adrenal-hipofise pode ser ativado em circunstancias benéficas ou
maléficas), a mensuragéo de um unico parametro isoladamente muitas vezes pode
se tornar equivocado. Portanto, € recomendado que a combinagcéo de diferentes
mensuragdes (por ex.: fisiolégicos e comportamentais) para avaliagdo do estresse
seja considerada (PALME, 2012).

Os parametros endocrinos sao indicadores potenciais da resposta ao estresse e
podem ser utilizados para deteccao dos disturbios pds-estresse (TOUMA; PALME,
2005). As catecolaminas e os glicocorticoides (secretados pela medula e cértex das
adrenais, respectivamente) séo liberados no sangue de segundos a minutos apés o
estimulo estressor. Estes podem ser considerados a linha de frente na batalha para
superar situacdes estressantes. Ambos os hormdnios mencionados sao rapidamente
metabolizados e excretados via urina ou fezes (PALME, 2012). A mensuragédo de
glicocorticoides no plasma ou soro e de seus metabdlitos na saliva, urina ou fezes,
vém sendo utilizada como ferramenta para deteccéo da resposta ao estresse em
cervideos (WESSON et al. 1979b; INGRAM et al., 1997; INGRAM; CROCKFORD;
MATTEWS, 1999; DEHNHARD et al., 2001; HUBER; PALME; ARNOLD, 2003). A
utilizacdo de amostras fecais para mensuracéo da resposta enddcrina ao estresse
oferece vantagem pela facilidade de colheita, pois n&do promove estresse adicional
aos animais (TOUMA; PALME, 2005; KEAY et al., 2006).

A captura e a contencgao fisico-quimica de cervideos podem ser consideradas um
dos momentos mais estressantes na vida desses animais (WESSON et al., 1979a,b;
MARCO; LAVIN, 1999). O uso de diferentes farmacos, como os agonistas a-2 e
benzodiazepinicos, isoladamente ou em associacdo a outros farmacos para
imobilizacdo, parecem contribuir para redugdo da resposta ao estresse
(DESBOROUGH et al.,, 1991; CATTET et al.,, 2004; MUNERATO et al., 2010).
Entretanto, existem poucos estudos avaliando a resposta ao estresse da captura e
contengdo fisico-quimica em espécies de cervideos sul-americanos, dificultando,
assim, melhorias no manejo para redugéo do estresse de animais cativos e em vida
livre.

Portanto, devido ao fato do estresse da captura de animais em vida livre e do uso de



farmacos para contengdo quimica em cervideos predisporem o desenvolvimento de
hipoxemia e, consequentemente, contribuirem para a ocorréncia de miopatia de
captura, o presente estudo foi realizado a fim de compreender melhor os efeitos da
captura e contengdo quimica nesses animais. Como o veado-campeiro € uma
espécie abundante em algumas regides do Brasil (Pantanal sul-mato-grossense) e
ha grande interesse em ser conservado devido a perda intensa de habitat,
especialmente nas demais regides de ocorréncia, essa espécie foi escolhida como
modelo experimental.

Assim, com este estudo, objetivou-se avaliar tanto os efeitos da contencao
quimica e da suplementacgao intranasal de oxigénio em veados-campeiro capturados
em vida livre como os efeitos da captura e contengcédo quimica nos parametros
hematoldgicos, bioquimicos, eletroliticos, comportamentais e hormonais na referida
espécie. Para tanto, o estudo foi dividido em trés etapas, as quais serao
apresentadas na forma de capitulos com os seguintes objetivos especificos:

. 12 Etapa: Avaliar os efeitos cardiorrespiratorios das associagbes tiletamina-
zolazepam/xilazina e cetamina/midazolam/xilazina em veados-campeiro de vida livre
e a eficacia da suplementacgao intranasal de oxigénio em elevar a PaO..

. 22 Etapa: Avaliar o efeito do estresse da captura e contengdo quimica nos
parametros hematoldgicos, bioquimicos e eletroliticos do sangue venoso de veados-
campeiro de vida livre.

. 32 Etapa: Avaliar as respostas hormonal e comportamental ao estresse da

captura e marcagao com radio-colar de veados-campeiro de vida livre.
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CAPITULO 2 - Efeitos da suplementagdo intranasal de oxigénio durante a
anestesia com tiletamina-zolazepam/xilazina ou cetamina/midazolam/xilazina

em veados-campeiro (Ozotoceros bezoarticus) de vida livre

Resumo - Uma das principais complicagdes durante a conteng&o quimica de
animais selvagens € a hipoxemia. O objetivo com este estudo foi avaliar o efeito da
suplementagado intranasal de oxigénio (SIO) durante a anestesia com tiletamina-
zolazepam/xilazina (TZ/X) e cetamina/midazolam/xilazina (C/M/X) em veados-
campeiro (Ozotoceros bezoarticus) de vida livre. Quarenta animais adultos, 21
fémeas (26,8 + 3,2 kg (média £ DP) e 19 machos (27,8 + 5,0 kg) foram capturados
no Pantanal sul-mato-grossense, Brasil. Dois protocolos anestésicos, com e sem
SIO, foram aleatoriamente administrados via intramuscular de acordo com os
grupos: TZ/X - tiletamina-zolazepam (2,9 + 0,8 mg/kg) / xilazina (1,2 £ 0,3 mg/kg),
sem SIO; TZ/X-0O, - TZ/X (2,9 £ 0,8 mg/kg / 1,2 + 0,3 mg/kg), com SIO em fluxo de
3L/min durante 60 minutos; C/M/X - cetamina (8,8 + 2,0 mg/kg) / midazolam (0,7 +
0,2 mg/kg) / xilazina (0,4 + 0,1 mg/kg), sem SIO; e C/M/X-O, - C/M/X (8,8 + 2,0
mg/kg / 0,7 £ 0,2 mg/kg / 0,4 £ 0,1 mg/kg), com SIO conforme mencionado em TZ/X-
O,. Durante a anestesia, foi colhido sangue arterial a cada 20 min (TO, T20, T40 e
T60) para hemogasometria. Os dados foram analisados pela ANOVA, seguido pelo
teste de Tukey. Valores de P < 0,05 foram considerados significativos. Todos os
animais desenvolveram timpanismo ruminal durante a anestesia. A presséo parcial
de oxigénio arterial (PaO;) foi maior que 60 mmHg no TZ/X e C/M/X, entretanto,
ocorreu hipoxemia com valores de PaO, < 60 mmHg em cinco animais do TZ/X e em
oito do C/M/X. A SIO aumentou significativamente (P = 0,01) a PaO2 em TO, T20,
T40 e T60 do TZ/X-O, (286 + 99; 234 + 113; 234 + 112 e 177 £ 71 mmHg) e C/M/X-
O, (194 £ 63; 171 + 96; 143 £ 102 e 140 £+ 83 mmHg) quando comparado,
respectivamente, com os mesmos tempos do TZ/X (64 + 8; 66 + 11; 68 + 10 e 70
12 mmHg) e C/M/X (70 £ 18; 68 + 11; 65 + 15 e 59 + 24 mmHg) e, por essa razdo, é
recomendada durante a anestesia com TZ/X e C/M/X em veados-campeiro.
Palavras-chave: agonista alfa-2 adrenérgico, benzodiazepinico, anestésico

dissociativo, hipdxia, ruminante
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Effects of intranasal oxygen supplementation during anesthesia with
tiletamine-zolazepam/xylazine or ketamine/midazolam/xylazine in free-ranging

pampas deer (Ozotoceros bezoarticus)

Abstract - A relevant complication of chemical restraint in wild animals is
hypoxemia. The aim of this study was to evaluate the effects of intranasal oxygen
supplementation (IOS) during anesthesia with tiletamine-zolazepam/xylazine (TZ/X)
and ketamine/midazolam/xylazine (K/M/X) in free-ranging pampas deer (Ozotoceros
bezoarticus). Forty adults deer, 21 females ((Mean + SD) 26.8 + 3.2 kg) and 19
males (27.8 + 5.0 kg) were captured in the South Pantanal wetland, Brazil. Two
anesthetic protocols, with and without 10S, were randomly administrated (i.m.): TZ/X
— tiletamine-zolazepam (2.9 £ 0.8 mg/kg) / xylazine (1.2 + 0.3 mg/kg), without IOS;
TZ/X-O, — TZ/X (2.9 £ 0.8 mg/kg / 1.2 £ 0.3 mg/kg), with IOS at a rate of 3 L/min
during 60 minutes; K/M/X — ketamine (8.8 £ 2.0 mg/kg) / midazolam (0.7 + 0.2 mg/kg)
/ xylazine (0.4 £ 0.1 mg/kg), without 10S; and K/M/X-O, — K/M/X (8.8 + 2.0 mg/kg /
0.7 £ 0.2 mg/kg / 0.4 + 0.1 mg/kg), with IOS as TZ/X-O,. Arterial blood was collected
each 20 minutes (TO, T20, T40 and T60) during anesthesia, for blood gas analysis.
The data were analyzed by repeated measures ANOVA followed by Tukey test and P
values < 0.05 were considered significant. All deer developed ruminal tympany
during anesthesia. Oxygen arterial tension (PaO;) was higher than 60 mmHg on the
TZ/X and K/M/X, however hypoxemia with values of PaO, < 60 mmHg occurred in
five deer of TZ/X and eight deer of K/M/X. The 10S significantly increases (P = 0,01)
the PaO, at TO, T20, T40 and T60 of TZ/X-O; (286 + 99; 234 + 113; 234 + 112 and
177 £ 70 mmHg) and K/M/X-O, (194 + 63; 171 + 96; 143 + 102 and 140 + 83 mmHg)
when compared, respectively, with the same times of TZ/X (64 £ 8; 66 £+ 11; 68 + 10
and 70 £ 12 mmHg) and K/M/X (70 + 18; 68 £ 11; 65 + 15 e 59 + 24 mmHg); and for
this reason is recommended during TZ/X and K/M/X anesthesia in pampas deer.

Key words: a-2 adrenergic agonist, benzodiazepine, dissociative anesthetics,

hypoxia, ruminant



20

Introducgao

Aproximadamente metade das espécies de cervideos existentes no mundo é
considerada quase ameacada, vulneravel, ameacada ou criticamente ameagada
segundo a lista vermelha de espécies ameacadas da Unidao Internacional para
Conservacao da Natureza (IUCN, 2012). Essas classificagdes, devem-se,
principalmente, a caca e a fragmentagdo e perda de habitat por agdo antrépica
(KARESH; COOK, 1995; DELGIUDICE et al., 2005). Assim, tendo em vista a
necessidade crescente de intervengbes para conservagdo das espécies de
cervideos, o desenvolvimento de técnicas de captura e protocolos de contengao
quimica se torna desejavel no intuito de tornar tais procedimentos mais seguros,
eficazes e menos empiricos.

Os farmacos mais utilizados mundialmente para contencdo quimica de
cervideos incluem os tranquilizantes (fenotiazinicos, butirofenonas e
benzodiazepinicos), agonistas a-2 adrenérgicos, anestésicos dissociativos e o0s
opioides potentes (JANOVSKY et al., 2000; PINHO et al., 2010), sendo os ultimos
nao disponiveis comercialmente no Brasil.

Os farmacos benzodiazepinicos, mais comumente associados aos
anestésicos dissociativos e agonistas a-2 para contengdo quimica de animais
selvagens, sao o midazolam, o diazepam e o zolazepam (KLEIN; KLIDE, 1989).
Estes atuam no sitio benzodiazepinico dos receptores GABAa, facilitando e
potencializando a agao do neurotransmissor inibitorio acido y-aminobutirico (GABA)
nestes receptores, levando a hipnose, sedag¢ao, amnésia e ao relaxamento muscular
(RANG et al., 2007b).

Receptores a-2 pré-sinapticos e pds-sinapticos podem ser encontrados em
tecidos neuronais e ndo neuronais e receptores a-2 extra-sinapticos podem ser
encontrados na musculatura vascular (LEMKE, 2004). Os farmacos agonistas a-2,
como a xilazina e a detomidina, atuam por meio da estimulagdo de receptores a-2
adrenérgicos pré-sinapticos, inibindo a liberagdo de noradrenalina em funcdo da
inibicdo do influxo de Ca*? na vesicula sinaptica, promovendo sedagéao, relaxamento
muscular, reduzindo o ténus simpatico e, consequentemente, causando bradicardia
e hipotensao (KLEIN; KLIDE, 1989; MAZE; TRANQUILLI, 1991; LEMKE, 2004). A
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estimulacdo de receptores poés-sinapticos promove alteragbes na pressao
sanguinea, sendo que a administragao intravenosa resulta em breve periodo de
hipertensdo, por estimulagdo de receptores o-1, e bradicardia, seguida por
hipotensdo em fungdo da estimulagdo de receptores a-2 (CARVALHO; LEMONICA,
1998).

Os anestésicos dissociativos, cetamina e tiletamina, possuem essa
denominagéo por serem farmacos que dissociam eletrofisiologicamente o talamo-
neocortical do sistema limbico. O mecanismo de acédo dos farmacos desse grupo
ainda nao esta totalmente elucidado, entretanto, acredita-se que a agédo analgésica
esteja relacionada aos receptores excitatérios N-metil-D-aspartato (NMDA),
opioidérgicos e monoaminérgicos (WRIGHT, 1982; OLIVEIRA et al., 2004; RANG et
al., 2007a), os efeitos anticolinérgicos associados a receptores muscarinicos
(HIROTA; LAMBERT, 1996) e os cardiovasculares relacionados a inibicdo da
recaptacédo de noradrenalina (WRIGHT, 1982; MASSONE, 2003). Devido aos efeitos
indesejaveis (convulsdes, tremores e excitagdo) da administracdo isolada dos
farmacos dissociativos, alguns destes, como a tiletamina, sdo comercializados ja em
associagéo a benzodiazepinicos (zolazepam), ou entéo utilizados, como no caso da
cetamina, em associacao a farmacos agonistas a-2 adrenérgicos.

A associacao tiletamina-zolazepam ja foi utilizada com sucesso para
imobilizagdo de diversas espécies de cervideos norte-americanos, geralmente
associada a xilazina (GALKA et al., 1999; FERNANDEZ-MORAN; PALOMEQUE;
PEINADO, 2000; JANOVSKY et al., 2000; MURRAY et al., 2000; READ et al., 2001;
WALTER et al., 2005; JANICKI et al., 2006) ou detomidina (GALKA et al., 1999;
FERNANDEZ-MORAN; PALOMEQUE; PEINADO, 2000).

De acordo com Kilpatrick e Spohr (1999), a associagéao tiletamina/zolazepam
(4,8 mg/kg) e xilazina (3,8 mg/kg) reduz a distancia de fuga de animais em vida livre
apos a injecdo remota com dardos quando comparada a associagdo cetamina (4,8
mg/kg) e xilazina (3,8 mg/kg), diminuindo, consequentemente, a area de busca dos
animais apés inducdo da anestesia. Os principais efeitos dessa associagdo em
cervideos incluem rapida indugdo anestésica com bom relaxamento muscular,
reducéo da frequéncia cardiaca, além de hipoxemia (READ et al., 2001; MILLER et
al., 2004).
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Alguns autores reportaram recuperacao prolongada com o uso da associagao
tiletamina/zolazepam e xilazina em cervideos. A recuperacdo satisfatoria da
anestesia com essa associagao pode se tornar mais rapida com o uso do cloridrato
de ioimbina como antagonista (MILLAPAUGH et al., 1995). Entretanto, Miller et al.
(2004) observaram que, em Odocoileus virginianus, tanto a ioimbina, como o
atipamezole e a tolazolina (2 dose IM e "2 dose V), séo eficazes para reversao dos
efeitos da xilazina na associagédo anteriormente citada, porém, a tolazolina pareceu
ser mais efetiva por reduzir significativamente o tempo de recuperacao anestésica
em comparacéo com os demais antagonistas mencionados. No estudo de Miller et
al. (2004), o flumazenil também foi testado para reverséo dos efeitos do zolazepam,
entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas no tempo de recuperagéo
de animais tratados somente com tolazolina e com esta em associacédo ao
flumazenil. Em veados-campeiro anestesiados com tiletamina/zolazepam e xilazina,
ja foi descrito que a administracdo de ioimbina foi eficiente para promover boa
recuperacao anestésica (LACERDA, 2008), sem relatos de excitacao (PIOVEZAN,
ZUCCO; ROCHA, 2006).

A associagdo cetamina e xilazina é também muito utilizada em cervideos
(McKELVEY; SIMPSON, 1985; KREEGER et al.,, 1986; DELGIUDICE; SEAL;
KREEGER, 1988; NUNES, 1997; GALKA et al., 1999; NUNES, 2001; MUNERATO,
2007; PINHO et al., 2010), principalmente devido ao baixo custo e facilidade de
acesso aos referidos farmacos. Porém, geralmente promove conteng¢des quimicas
rapidas e reaplicacdes dos farmacos s&o necessarias para prolongar o tempo de
manipulagéo. A associagao cetamina, xilazina e midazolam foi descrita como mais
eficiente para contencdo quimica de diferentes espécies de cervideos neotropicais,
como Mazama gouazoubira (PINHO, 2000; MUNERATO et al.,, 2008), Mazama
bororo (VOGLIOTTI, 2003) e Blastocerus dichotomus (NUNES, 2001), do que a
associagao cetamina e xilazina.

A adicdo do midazolam a associagéo cetamina e xilazina aumenta o tempo de
manipulagcéo dos animais, promove maior estabilidade cardiovascular (PINHO, 2000;
PINHO et al. 2010), facilita a intubagdo endotraqueal (MUNERATO et al., 2008),
melhora o relaxamento muscular promovido pela xilazina e torna a recuperacéo da
anestesia mais tranquila (NUNES, 2001; VOGLIOTTI, 2003). A reversao dos efeitos
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da xilazina com o cloridrato de ioimbina também pode ser utilizada com sucesso em
veados-catingueiro (Mazama gouazoubira) ap6s uma hora de anestesia com a
associagcao mencionada (PINHO et al., 2010).

Levando-se em consideragdo que a imobilizacdo de animais selvagens,
especialmente cervideos, geralmente é conduzida sobre circunstancias dificeis,
pode-se ressaltar a dificuldade em reconhecer a ocorréncia de quadros de
hipoxemia utilizando apenas técnicas de monitoragdo n&o invasivas como oximetria
de pulso (TREMPER, 1989). Além disso, a correta avaliagdo da ocorréncia de
hipoxemia, ou da pressao parcial de oxigénio (PaO;) no sangue arterial quando
abaixo dos valores de referéncia, depende de fatores como a disponibilidade de
valores de referéncia para as diferentes espécies e a corre¢cdo desses valores para
as diferentes altitudes, ja que a altitude pode implicar aos animais valores de
referéncia consideravelmente menores para a PaO, (MICH et al., 2008).

Quadros de hipoxemia predispdem os animais a hipdxia tecidual, isquemia do
miocardio, faléncia dos 6rgaos (READ et al., 2001; CAULKETT; HAIGH, 2007; MICH
et al., 2008; PATERSON; CAULKETT; WOODBURRY, 2009; RISLING et al., 2011)
e quando prolongados, podem contribuir para o desenvolvimento de miopatia de
captura por aumentar a demanda metabdlica (PATERSON, 2007). O tratamento ou
prevencao desta condigdo pode ser realizado por meio da suplementacéo intranasal
de oxigénio (READ et al., 2001).

Ja foi descrito que a administragdo de xilazina em cervideos pode levar a
hipoxemia por causar hipoventilagdo, alterar a relagdo ventilagdo/perfusédo e por
potencializar mudangas mecanicas, hemodinadmicas e celulares nos pulmdes
(CAULKETT; CRIBB; HAIGH, 2000; READ et al., 2001; AUER et al., 2010). Quadros
de hipoxemia ndo foram descritos durante a monitoracdo da anestesia com a
associagao cetamina, xilazina e midazolam em Mazama gouazoubira (MUNERATO
et al., 2008), Mazama bororo (VOGLIOTTI, 2003) ou Blastocerus dichotomus
(PINHO et al., 2010), porém, a hemogasometria arterial ndo foi realizada. Dentre os
estudos conduzidos em cervideos, utilizando a associagéo tiletamina-zolazepam e
xilazina para a contencdo quimica, n&o foi descrita a ocorréncia de hipoxemia,
entretanto, na maioria deles a hemogasometria arterial ndo foi realizada (GALKA et
al., 1999; JANOVSKY et al., 2000; MURRAY et al., 2000; WALTER et al., 2005), ou



24

esta se restringiu a apenas uma avaliacdo do sangue arterial apés 35 minutos de
anestesia (FERNANDEZ-MORAN; PALOMEQUE; PEINADO, 2000). Dessa forma,
apenas Read et al. (2001) diagnosticaram a hipoxemia em Cervus elaphus
anestesiados com essa associagéao.

Tendo em vista a possibilidade de ocorréncia de hipoxemia durante
contengbes quimicas em cervideos, especialmente em vida livre, a importancia de
sua correta identificacao e tratamento e a necessidade de protocolos de contengéo
quimica viaveis para esses animais, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos
cardiorrespiratorios das associagdes tiletamina-zolazepam/xilazina e
cetamina/midazolam/xilazina em veados-campeiro (Ozotoceros bezoarticus) de vida
livre e a eficacia da suplementagao intranasal de oxigénio (SIO) para elevacao da

pressao parcial de oxigénio arterial (PaO,).

Material e métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Bem Estar Animal (CEBEA)
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV - Unesp), sob protocolo
namero 015077/09 e obteve licenga do ICMBio, numero 21491-1, para captura dos

animais e colheita de material biolégico expedida em novembro de 2009.

Pilotos

Quatro veados-campeiro, uma fémea e trés machos, foram considerados
pilotos para ajuste das doses dos farmacos utilizados nesse estudo. Trés animais
(uma fémea e dois machos) pilotos foram anestesiados para ajuste das doses dos
farmacos tiletamina-zolazepam e xilazina utilizados nos grupos experimentais sem
(TZ/X) e com (TZ/X-O3) SIO. O ajuste destas doses foi necessario, uma vez que as
doses iniciais propostas para esse estudo, baseadas no protocolo anestésico
tiletamina-zolazepam (1 mg/kg) em associagcao a xilazina (0,1mg/kg) citado por
Lacerda (2008) em veados-campeiro, nao foram suficientes para indu¢do anestésica
dos animais. Um animal piloto (macho) foi anestesiado com o protocolo

cetamina/midazolam/xilazina (C/M/X) nas doses de 6mg/kg, 0,45 mg/kg e 0,3 mg/kg,
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respectivamente, de acordo com o descrito por PINHO et al. (2010) em outras
espécies de cervideos neotropical, resultando em rapida indugao da anestesia com
adequado tempo de manipulagédo. Portanto, as doses iniciais preconizadas para o
protocolo com (C/M/X) e sem (C/M/X-O) SIO foram mantidas.

Animais

Foram capturados 40 veados-campeiro adultos, 21 fémeas e 19 machos.
Estes foram aleatoriamente anestesiados com dois protocolos anestésicos com e
sem SIO, divididos em quatro grupos experimentais (TZ/X, TZ/X-O,, C/M/X, C/M/X-
0O,), totalizando 10 animais por grupo, conforme descrito abaixo. As doses dos
farmacos foram inicialmente calculadas para um peso estimado de 30 kg.

TZ/X — Administragéo intramuscular (IM) da associacéo tiletamina-zolazepam?
/ xilazinaZz (TZ/X) nas doses de 2,5 mg/kg e 1,0 mg/kg, respectivamente, sem SIO.

TZ/X-O, — Administracao IM da associacao TZ/X como descrito em TZ/X, com
SI0 utilizando fluxo de 3 L/min de oxigénio a 100%, logo apds a indugao anestésica,
por um periodo de 60 minutos.

C/M/X — Administracdo IM da associagéo cetamina3/ midazolam*/ xilazina
(C/M/X) nas doses de 6 mg/kg, 0,45 mg/kg e 0,3 mg/kg, respectivamente, sem SIO.

C/M/X-O; — Administracao IM da associacao C/M/X como descrito em C/M/X,
com SIO utilizando fluxo de 3 L/min de oxigénio a 100%, logo apds a indugao

anestésica, por um periodo de 60 minutos.

Area de estudo

Foram realizadas duas campanhas a campo (de 27/05/2010 a 22/06/2010 e
de 15/07/2010 a 04/08/2010) para a captura dos animais. Estas foram realizadas em
uma regido conhecida como Nhecolandia (18° 59’ 15” S; 56° 37’ 03” O) no Pantanal
sul-mato-grossense, municipio de Corumba-MS, Brasil, abrangendo a fazenda da
Nhumirim (campo experimental da Embrapa Pantanal) e a fazenda Alegria (retiros

do Manduvi e Chatel6do).

1 Zoletil® 50, Virbac, Jurubatuba, Sdo Paulo, Brasil.

2 Sedomin, Kénin, Buenos Aires, Argentina.

3 Vetaset, Ford Dogde Saude Animal Ltda., Campinas, S&ao Paulo, Brasil.
4+ Dormonid®, Roche, Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil.
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As areas de pastejo da Fazenda Nhumirim s&o subdivididas em invernadas
de aproximadamente 500 ha, numeradas de 1 a 10. O retiro do Manduvi,
pertencente a fazenda Alegria, também & subdividido em invernadas, porém, de
extensdo maior (2.000 — 3.000 ha, aproximadamente). A invernada da fazenda
Nhumirim, onde ocorreram as capturas, foi a de numero 10 e as invernadas onde
ocorreram as capturas no retiro do Manduvi da fazenda Alegria foram: Invernada de
boi, Acupari, Inga, Cambara, Caceres e Caraguateiro. Também ocorreram capturas

dos animais, no retiro do Chatel6do, pertencente a fazenda Alegria (Figura 1).

Figura 1 — Esquema representativo da area de estudo no Pantanal sul-mato-

grossense (Fazendas Nhumirim e Alegria).

Os retiros e suas respectivas invernadas, em ambas as fazendas, sao
destinados a criagcdo extensiva de gado de corte, mantendo as areas de pastagem

nativas do Pantanal da Nhecolandia. A Nhecolandia possui regime de cheias
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durante o verdo (novembro a margo) e regime de seca durante o inverno (abril a
outubro). Durante a estag&o chuvosa, praticamente todo o Pantanal fica submerso.
Durante a seca, apenas alguns rios perenes e lagoas persistem, ficando a fauna
silvestre concentrada ao redor destes corpos d’agua (MOURAO et al., 2000). As
capturas foram realizadas durante a estacéo seca para facilitar o deslocamento dos
pesquisadores na area de estudo. Os valores médios de temperatura, umidade
relativa do ar e precipitagdo registrados® na area de estudo, durante os dias de

captura, foram: 19,9 + 4,3 °C, 81,2 + 8,3% e 3,6 mm, respectivamente.

Meétodo de captura

As capturas foram realizadas durante o periodo de luminosidade dos dias
experimentais, de preferéncia nos horarios com temperaturas mais amenas (inicio
da manha e final da tarde), com intuito de capturar dois animais por dia. Os animais
foram capturados utilizando-se dois métodos de aproximacgao: com veiculo e a pé.

Uma caminhonete foi utilizada para percorrer a area de estudo, até a
localizagdo de veados-campeiro, que permitiam a aproximacao do veiculo. Apds a
aproximacao inicial, eram realizadas manobras circulares com o veiculo ao redor do
animal a ser capturado, diminuindo progressivamente a distancia entre o animal e o
veiculo (GONZALEZ; DUARTE, 2003). Quando os animais se mostravam muito
reativos ao veiculo, dificultando a aproximagao adequada, o atirador aproximava-se
dos animais a pé. Para facilitar a aproximacado, o atirador caminhava na diregao
contraria ao vento, sempre em movimentos circulares fazendo “pausas” (momento
em que o atirador mantinha-se abaixado e imdvel), para que os animais se
habituassem com a sua presenca em distancias cada vez menores. Quando uma
distdncia de aproximadamente 15 a 25 metros era alcangada, os protocolos
anestésicos eram aleatoriamente administrados aos animais, utilizando-se dardos de
3 e 5 ml, agulhas de 35 mm com “fisgas” e contrapeso e rifle de ar comprimido® para
injegdo remota dos farmacos.

A administracdo dos farmacos foi, em sua maioria, realizada no membro

pélvico (musculos gluteo superficial, semimembranoso ou semitendinoso) do animal

5 Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia — INMET.
6 Dist-Inject®, Modelo 50, Basel, Switzerland.
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por via IM. Apoés a injecao IM do dardo anestésico, os animais foram observados,
com auxilio de um binoculo, até que os primeiros sinais de sedagao se iniciassem e
0 animal assumisse o decubito esternal ou lateral, com a cabeca baixa, sem sinais
de movimentagéo. O tempo compreendido entre o inicio da aproximagao do atirador
para realizagédo da injecao remota dos farmacos anestésicos em ambos os métodos
de captura e da completa inconsciéncia do animal foi registrado e considerado como
tempo de estresse. O tempo compreendido entre a aplicagdo do primeiro dardo
anestésico (nos casos em que foi necessaria dose adicional) e a completa
imobilidade do animal foi considerado como tempo de indugéo.

Quando o dardo ndo era totalmente injetado por via IM, resultando em
indugdo inadequada da anestesia, ou quando a dose inicial proposta ndo era
suficiente para indugdo anestésica com decubito lateral ou esternal, era realizada
reaplicagcédo de %; 2 ou Y2 das doses de cada um dos farmacos inicialmente
aplicados, de acordo com a necessidade. Em geral, animais que, apds aparente
indugdo da anestesia, reagiram a aproximacao do atirador (anestesista) se
distanciado do mesmo de forma descoordenada, mas como capacidade de levantar-
se e correr por curtas distancias, receberam reaplicagdo de % das doses de cada
um dos farmacos inicialmente aplicados. Animais que regiram com movimentagao
dos membros, ou movimentavam-se descoordenadamente, alternando o decubito
lateral, porém, com ataxia significativa para conseguir se levantar e correr,
receberam %2 das doses iniciais de cada um dos farmacos. Os animais que apenas
reagiram a aproximagao do atirador com leve movimentacdo dos membros ou da
cabeca receberam apenas a reaplicacado de %2 das doses iniciais dos farmacos, de
acordo com o protocolo em questdo. Quando necessaria, a reaplicagcdo dos
farmacos foi realizada manualmente no musculo gluteo superficial, utilizando-se
seringa e agulha hipodérmica?, exceto em dois animais que receberam a reaplicagcao
dos farmacos utilizando-se mais um dardo por via IM (utilizando-se projetor de
dardos).

N&o foram realizadas reaplicagbes dos farmacos, utilizados nos protocolos
anestésicos citados, durante ou ap6s o periodo de monitoragcado da anestesia. Assim,

caso o animal ndo permanecesse em plano anestésico adequado durante o periodo

7BD PrecisionGIide®, S3ao Paulo, Brasil; 25 X 0,7 mm.
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de 60 minutos, proposto para monitoragdo da anestesia, este recebia a
administragdo do antagonista e era colocado em local afastado, por meio de
contencéo fisica, para recuperagdo da anestesia. Nos casos em que a reaplicagao
dos farmacos se fazia necessaria durante a indugdo anestésica, a dose total dos
mesmos era calculada ao final das anestesias. Quando o conteudo do dardo n&o era
totalmente injetado, a quantidade de farmaco remanescente no dardo era registrada

para o calculo da dose total administrada.

Instrumentagéo

Logo apoés a indugdo, o atirador e outro membro da equipe se aproximavam
lentamente para iniciar a instrumentagdo do animal com a colocagdo de venda e
protetores auriculares, no intuito de diminuir os estimulos visuais e sonoros. Em
seguida, uma sonda intranasal® foi introduzida, paralela ao meato ventral da narina,
até aproximadamente metade da distancia entre a narina externa esquerda e o
canto medial do olho, para administracdo imediata de oxigénio nos animais
pertencentes aos grupos suplementados com o mesmo (TZ/X-O, e C/M/X-Oy).
Concomitantemente, foram colhidas as primeiras amostras de sangue venoso por
venopungdo da jugular esquerda. Durante essa instrumentagado inicial, os outros
membros da equipe se aproximavam do animal anestesiado com o veiculo
(caminhonete). Em ato continuo, os animais eram pesados, utilizando-se saco
confeccionado em tecido para envolver o animal na posicdo esternal e balancga®
sustentada em cabo de madeira e elevada por dois membros da equipe. O dardo era
entdo retirado da musculatura dos animais e estes eram posicionados em decubito
lateral direito. Foi aplicado pomada oftalmical® nos olhos dos animais para prevenir
ressecamento da cérnea. Em seguida, a artéria auricular era cateterizadall para
colheita de sangue arterial e mensuragéo da pressao arterial invasiva por meio de

transdutor de pressao!? do monitor multiparamétricols.

8 MedSonda Produtos e Comércio de Produtos Hospitalares Descartaveis LTDA., Arapoti, Parana,
Brasil; numero 12.

9 Visor tipo relégio e escala de 200g.

10 Acetato de retinol (10.000Ul), aminoacidos (25 mg), metionina (5 mg), cloranfenicol (5 mg) e
excipiente qg.s.p. (Epitezan®, Allergan Produtos Farmacéuticos LTDA, Guarulhos, Sdo Paulo, Brasil).
11 Angiocath®, BD, Sao Paulo, Brasil; 22G ou 24G.

12 | ogical®, Medex™, Smiths Medical, Kent, United Kingdom.

13 jPM — 9800, Shenzhen Mindray Bio-Medical Electronics Co. Ltd., Shanghai, China.
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O transdutor de pressao invasiva utilizado possui duas vias. Uma delas foi
acoplada no cateter arterial por meio de torneira de trés vias e extensores de equipo,
preenchidos previamente com solu¢cdo heparinizada, contendo 20 Ul heparina
sodica por ml de solu¢do de NaCl a 0,9%. A outra extremidade foi acoplada a equipo
também preenchido com solugédo heparinizada e conectado, por sua vez, a bolsa
pressurizadal* (300 mmHg) contendo a referida solu¢ao, para lavagem do circuito
(luxo de 3 ml/min), antes e apos a colheita de sangue arterial, visando evitar a
formacao de coagulos. O transdutor de presséo foi calibrado a presséo atmosférica,
tendo como ponto zero de referéncia o esterno do animal. Ao mesmo tempo, outros
sensores do monitor multiparamétrico foram acoplados ao animal. O sensor de
oximetria de pulso foi acoplado na lingua do animal; o sensor para registro da
temperatura, no reto; e os eletrodos para o registro eletrocardiografico foram
acoplados nos membros toracicos e pélvicos.

O tempo necessario para instrumentacdo descrita acima também foi
registrado. Este foi estipulado entre o inicio da manipulacdo do animal, para
colocacao da venda, até estabelecimento do acesso arterial, correta conexdo dos
sensores do monitor multiparamétrico e calibracdo do transdutor de pressao

invasiva.

Monitoragdo anestésica

Os parametros cardiorrespiratérios e a temperatura retal foram registrados
apo6s a instrumentacdo (T0) e a cada 5 minutos apdés TO, durante 60 minutos de
monitoragdo anestésica (T5, T10, T15, T20, T25, T30, T35, T40, T45, T50, T55 e
T60), totalizando 13 tempos de monitoragdo. A colheita da primeira amostra de
sangue venoso foi considerada como sendo colhida em TO para facilitar as analises
dos dados.

A frequéncia cardiaca (FC) foi monitorada utilizando-se o sensor do oximetro
de pulso do monitor multiparamétrico e checada por meio da auscultacdo dos
batimentos cardiacos por minuto antes de ser registrada. O tragcado
eletrocardiografico foi registrado na derivacédo I, em papel milimetrado, para

avaliacao de possiveis disturbios na condugao elétrica do coragéo. A pressao arterial

14 C-Fusor Pressure Infusion, Medex™, Smiths Medical, Kent, United Kingdom.
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sistolica (PAS), média (PAM) e diastolica (PAD), foram monitoradas pelo método
invasivo, por meio de transdutor de pressdo acoplado ao cateter'’ introduzido no
liumen da artéria auricular. A saturagdo de oxihemoglobina foi mensurada por meio
de oximetria de pulso (SpO2) e a frequéncia respiratoria (f) pela contagem das
excursdes toracicas por minuto.

A temperatura retal (TR) foi monitorada utilizando termémetro digital do
monitor multiparamétrico, sendo considerado hipotermia valores de TR abaixo de 35
°C e hipertermia acima de 40 °C. Para tratamento da hipotermia, os animais foram
aquecidos com bolsas de agua quente e envoltos em cobertores e, para o
tratamento da hipertermia, barras de gelo reciclavel protegidas por compressa foram
colocadas em contato com a regido inguinal dos animais.

Para mensuracédo do pH arterial (pHa), pressbées parciais de dioxido de
carbono (PaCO;) e de oxigénio (PaO,), estes corrigidos para temperatura retal do
animal, concentracdo de bicarbonato ([HCOs')a), excesso/déficit de bases (BEa),
saturacdo de oxihemoglobina (Sa0,), concentragdo de ions Na*, K* e Ca?* ionizavel
do sangue arterial, foram realizadas colheitas de sangue em TO e a cada 20 minutos
apo6s TO, durante os 60 minutos de monitoracdo anestésica (T20, T40 e T60). Para
colheita do sangue arterial, aproximadamente 5 ml de sangue foram retirados da
linha arterial estabelecida no lumen da artéria auricular, por meio de torneira de trés
vias, visando evitar hemodiluicdo pela solugdo heparinizada utilizada nos extensores
de equipo da linha arterial. Em ato continuo, 1 ml de sangue arterial foi colhido de
forma anaerobia, utilizando seringas previamente heparinizadas. Os 5 ml de sangue,
previamente retirados da amostra utilizada na hemogasometria arterial, foram
imediatamente administrados na linha arterial apds colheita da mesma para evitar
hemodiluicdo. A mensuragdo dos gases sanguineos e os demais parametros
mencionados foram obtidos imediatamente apds a colheita de cada amostra de
sangue arterial, utilizando analisador sanguineo portatil's e cartdes de leitura EG7"16.
O referido analisador sanguineo portatil foi utilizado para mensuragcéo da pressao
atmosférica do local de cada captura realizada.

15 i-STAT, Abbott Point of Care Inc., IL, EUA.
16 Abbott Point of Care Inc., IL, EUA.



32

Em T20, T40 e T60, também foram colhidas amostras de sangue venoso para
mensuragao de lactato plasmatico e de ions cloreto e cortisol no soro sanguineo. A
colheita de sangue venoso foi realizada sempre por venopungéo da jugular esquerda
utilizando-se tubos Vacutainers® de 2 e 10 ml contendo fluoreto de sddio para
determinacdo do lactato plasmatico e sem anticoagulante para determinagao da
concentragdo de cortisol e cloretos. Todas as amostras de sangue venoso foram
refrigeradas (4 °C) até o final de cada dia experimental e processadas no mesmo dia
da colheita para armazenagem de plasma e soro em nitrogénio liquido (-196°C).

A concentragdo de ions cloretos do soro sanguineo foi determinada
utilizando-se  kits comerciais da marca Labtest e posterior leitura
espectrofotométrical’. O lactato plasmatico foi mensurado em duplicata por método
eletroenzimatico, utilizando-se lactimetro™®.

O cortisol sérico foi mensurado por meio de ensaio imunoenzimatico (EIA). O
anticorpo policlonal cortisol-3-carboxymethyl-oxime:BSA foi obtido de coelhos. A
Cortisol-3-CMO-DADOO-biotina (cortisol marcado por biotina) foi utilizada como
marcador. Detalhes sobre o EIA utilizado, incluindo a descricdo das reacgdes
cruzadas estédo disponiveis em Palme e Méstl (1997). As amostras de soro foram
descongeladas e 0,5 ml soro liofilizado 1 por 24h, para serem enviados ao
laboratério de Bioquimica da “University of Veterinary Medicine” de Viena, Austria,
responsavel pela dosagem do cortisol. As amostras liofilizadas foram dissolvidas em
0,5 ml de tampé&o de diluicado e extraidas em 5 ml de éter dietilico. Apds agitagdo em
vortex (15 min) e centrifugacdo (2500g; 10 min), as amostras foram congeladas. O
éter dietilico (contendo o cortisol) foi entdo transferido para tubos limpos e
evaporado, utilizando sistema de ventilagdo contendo ar comprimido, e 0,5 ml de
tampao de diluigdo foram adicionados aos tubos. ApoOs nova agitagdo em vortex (15
min), os extratos foram diluidos (1:10) em tampéao de diluicdo e dosados (10 ul) em
duplicata. Os coeficientes de variacdo dentro dos ensaios (intra-assay) foram < 10%
e os coeficientes de variagcao entre os ensaios (infer-assay) foram de 5,1% e 18,8%
(n = 5 placas) para pool de amostras com alta e baixa concentragcdo de cortisol,

respectivamente. O limite de detecc¢ao do EIA foi de 0,3 ng/ml de soro.

17 L abquest, modelBIO-2000, Labtest Diagnéstica S. A., Lagoa Santa, MG, Brazil.
'8 2300 Yelow Springs Instrument Co., Yelow Springs, Ohio, EUA.
19 Model LGA05, Web LMW Medizintechnik, Leipizig, Germany
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A qualidade da anestesia também foi monitorada a cada 10 minutos (TO, T10,
T20, T30, T40, TS50 e T60) por meio de registros dos seguintes sinais clinicos:
rotacdo do globo ocular; presengca ou auséncia dos reflexos auricular, palpebral,
corneal, pupilar, interdigital; relaxamento muscular e sensibilidade cutanea. Os
reflexos auricular e palpebral foram avaliados por meio de um leve toque no interior
da orelha e nos cilios do animal, sendo a movimentagcdo das orelhas e leve
fechamento das palpebras considerados como reflexos presentes. O reflexo corneal
foi avaliado com um leve toque sobre a palpebra dos animais, conferindo um
estimulo de pressao contra a coérnea; caso houvesse leve movimentacdo das
palpebra, esse era considerado presente. O reflexo pupilar foi avaliado utilizando
uma lanterna para estimular a contratilidade da pupila em resposta a luz e caso uma
leve contracéo fosse observada, esse reflexo era considerado presente.

Para avaliar a presenca de relaxamento muscular, foram estabelecidos
movimentos de flexdo e extensdo dos membros pélvicos, caso fosse observada
rigidez, considerava-se como auséncia de relaxamento muscular. Para avaliagdo da
sensibilidade cutanea, foi utilizada a ponta de uma caneta para verificagcdo de
sensibilidade existente nas regibes do dorso, membros e perineo, caso nao
houvesse movimentacdo, a sensibilidade era considerada ausente. O reflexo
interdigital foi verificado pingando-se a regido interdigital dos membros pélvicos com
uma pin¢ca hemostatica com dente de rato até o primeiro estagio da cremalheira
(EGER II; SAIDMAN; BRANDSTATER, 1965). Caso o animal movimentasse o
membro, o reflexo interdigital era considerado presente. Durante esse teste, uma
gaze foi utilizada para proteger a regido interdigital, evitando, assim, possiveis

injurias pelo instrumental cirurgico utilizado.

Marcacéao

Durante a monitoragdo anestésica, todos os animais foram marcados com
brincos plasticos numerados. As fémeas receberam brincos na orelha esquerda e os
machos, na orelha direita. Os 20 animais anestesiados no periodo da tarde dos dias
experimentais receberam radio-colares de sistema VHF2°, para serem monitorados

no dia pos-captura (3% etapa). Além disso, outros trés animais, capturados no

20 TXE-335C, Telenax, Playa Del Carmen, México.
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periodo da manh& dos dias experimentais, receberam radio-colares com GPS e
sistema “drop off” integrado?l, como parte de um estudo piloto para monitoragao do

deslocamento dos animais no dia pos-captura.

Antagonista

O cloridrato de ioimbina foi utilizado como antagonista da xilazina nos
protocolos anestésicos utilizados. Para isso, este antagonista foi previamente
preparado em laboratério, com a diluicdo do sal do cloridrato de ioimbina2Z, na
concentragdo de 5 mg/ml, em agua miliQ, com posterior filtragem da solugédo em
filtro bioldgico?3. A ioimbina foi administrada pela via intravenosa (IV) ao final de 60
minutos de monitoragdo nos quatro animais pilotos e nos primeiros seis animais do
grupo experimental na dose de 0,2 mg/kg. Nos demais animais dos grupos
experimentais (34 animais), a dose de 0,2 mg/kg de ioimbina passou a ser
administrada por duas vias diferentes (metade da dose por via IV e a outra metade

por via IM): a veia jugular e o musculo gluteo superficial.

Recuperagédo anestésica

Apds a administragdo do antagonista, os animais foram posicionados em
decubito esternal em local protegido pela vegetacéo para a recuperacéo anestésica.
O tempo total de manipulagdo do animal foi considerado entre o intervalo de tempo
da imobilidade do animal (correta indugédo da anestesia), ap6s administracdo dos
protocolos anestésicos, até a administragdo do cloridrato de ioimbina.

Os animais foram observados pelo anestesista até o final da recuperacao
anestésica (animal em posicédo quadrupedal e apto a fugir com a aproximacéo do
observador). A qualidade da recuperagdo anestésica foi avaliada por meio de
etograma comportamental, semelhante ao descrito por Pinho (2000), considerando-
se o0s seguintes escores: 1 - Excelente (levanta apds a primeira tentativa sem
nenhuma ataxia); 2 - Boa (levanta ap6s uma ou duas tentativas sem ou com pouca
ataxia); 3 - Satisfatoria (levanta apds uma a trés tentativas com ataxia prolongada); 4

- Moderada (mais de trés tentativas para levantar, com ataxia prolongada, sem ou

21 Televilt Tellus, Lindesberg, Suécia.
22 Sigma Aldrich, Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil.
23 Millex®, Durapore® membrane 0,22 um, Millipore Ireland Ltd., Tullagreen, Corrigwohill, CO, Ireland.
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com pouca excitagdo); 5 - Ruim (mais de trés tentativas para levantar com evidente
excitac&o e alto risco de injurias).
O tempo de recuperacéo foi registrado, considerando-se o periodo entre a

administragdo da ioimbina e a estagao do animal.

Anélise estatistica

Os dados referentes a monitoragéo anestésica foram analisados pelo teste de
analise de variancia de medidas repetidas (ANOVA) com delineamento em parcelas
subdivididas (Split-plot), tendo como principal fonte de variagdo os grupos
experimentais (TZ/X, TZ/X-O,, C/M/X e C/M/X-O,) e fonte secundaria de variagcao os
tempos de registros (TO a T60) e a interacdo dos grupos com os tempos. Essa
analise foi seguida da aplicacdo do teste de Tukey. Quando os desvios padréao de
diferentes observagdes foram proporcionais as suas médias, foi realizado teste de
normalidade Saphiro-Wilk para testar a normalidade dos dados, sendo a
transformacao logaritmica (observagéao + 1) utilizada para normalizar os dados. Os
escores de recuperacao anestésica foram analisados pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis. Para verificar possiveis diferencas entre o peso estimado para os
animais e o peso real dos mesmos, aferido ap6s indugao da anestesia, foi realizado
um teste-t pareado. As analises estatisticas foram realizadas usando o software SAS
9.124, Os valores foram expressos como média + DP e valores de P < 0,05

considerados significativos.

Resultados

N&o foram observadas diferencas significativas entre o peso de fémeas e
machos. O peso médio das 21 fémeas e dos 19 machos utilizados nesse estudo
foram 26,8 + 3,2 kg e 27,8 + 5,0 kg, respectivamente. A dose média dos farmacos
utilizados, calculada para o peso real dos animais, para a associacao tiletamina-
zolazepam (2,9 £ 0,8 mg/kg) e xilazina (1,2 £ 0,3 mg/kg) e cetamina (8,8 + 2,0
mg/kg), midazolam (0,7 £ 0,2 mg/kg) e xilazina (0,4 + 0,1 mg/kg) nao diferiu

24 SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA.
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significativamente entre os grupos suplementados ou ndo com oxigénio por via
intranasal. Apenas quatro, dos 20 animais submetidos ao protocolo TZ/X,
necessitaram de doses extras para indugao da anestesia, enquanto 16 animais, dos
20 submetidos a associagdo C/M/X, receberam reaplicagcdo de farmacos durante a
indugao.

O tempo de inducao anestésica foi maior (P = 0,04) em veados-campeiro
anestesiados com a associagdo C/M/X (18,4 £ 12,4 min) quando comparado aos
animais anestesiados com TZ/X (11,7 = 6,8 min). Porém, nao foram observadas
diferencas significativas no tempo de estresse entre os protocolos anestésicos TZ/X
e C/M/X (35,7 £ 18,8 min; 46,2 £ 14,1 min, respectivamente). Nao houve diferencas
entre o tempo de instrumentagdo, manipulacdo e recuperagdo entre os grupos
experimentais (Tabela 1). Também nao foram observadas diferencas significativas
entre os escores de qualidade de recuperagcdo anestésica entre os grupos

experimentais (Figura 2).
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Tabela 1 — Valores médios £+ SD do tempo de instrumentagdo, manipulagéo e
recuperacao anestésica de veados-campeiro (Ozotoceros bezoarticus) de vida livre

para cada grupo experimental.

Resultados (Média + DP)

TZ/X TZ/X-0, C/M/X C/M/X-0,
Instrumentacdo (10) 15,1 + 6,8 (10) 18,6 = 3,2 (10) 151 + 59 (10) 13,7 + 4,1
Manipulagéo (10) 853 + 4,0 9) 863 + 6,2 (10) 81,6 = 12,9 (10) 80,9 + 10,6
Recuperacao (10) 399 + 19,7 (10) 44,1 £ 283 (9) 529 + 41,8 (10) 46,2 + 309

Tempos (min)*

:rA transformacéo logaritmica foi utilizada.

Numero de registros para cada média (10 animais por grupo).

TZ/X = tiletamina-zolazepam/xilazina; TZ/X-O; = tiletamina-zolazepam/xilazina com suplementacéo intranasal de
oxigénio; C/M/X = cetamina/midazolam/xilazina; C/M/X-O, = cetamina/midazolam/xilazina com suplementagéo
intranasal de oxigénio.

Escores de recuperacao anestésica
01 -Excelente B2-Boa 0O3-Satisfatoria 04 - Moderada 85 - Ruim

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Frequéncia de ocorréncia (%)

TZIX TZ/X-0, CIMIX CIM/X-0,

Figura 2 — Frequéncia de ocorréncia dos escores de recuperagdo anestésica em
veados-campeiro  (Ozotoceros bezoarticus) anestesiados com tiletamina-
zolazepam/xilazina (TZ/X) e cetamina/midazolam/xilazina (C/M/X) sem e com

suplementacgao intranasal de oxigénio (TZ/X-O, e C/M/X-Oy).

Durante os 25 primeiros minutos (T25) da monitoragdo anestésica com TZ/X
e C/M/X, todos animais apresentaram globo ocular semirrotacionado, pupila
responsiva ao estimulo luminoso, reflexos corneal, palpebral e auricular presentes,
auséncia de reflexo interdigital, bom relaxamento muscular e auséncia de

sensibilidade cutanea. Em T25, um animal do grupo C/M/X-O, apresentou
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timpanismo ruminal severo e recebeu a dose do antagonista para reversao dos
efeitos da xilazina. Outro animal do C/M/X-O2 exibiu reflexo interdigital presente no
T45 e, por essa razdo, também recebeu a dose do antagonista, sendo transportado
por dois membros da equipe, por meio de contengao fisica manual, para local
protegido por vegetacdo para recuperagcdo da anestesia. Trés animais do grupo
C/M/X também receberam o antagonista, por apresentarem reflexo interdigital,
sendo que um deles recebeu o antagonista no T45 e dois no T55. Portanto, com a
associagdo C/M/X, com ou sem SIO, excetuando-se o animal que apresentou
timpanismo severo, dois animais exibiram sinais de superficializacdo da anestesia
em T45 e dois em T55 (Tabela 2).

Além disso, um animal do C/M/X apresentou apneia durante o T5, havendo a
necessidade de se proceder a ventilagdo assistida por meio de intubacao
orotraqueal. Este animal apresentou recuperagao anestésica prolongada (acima de
8h), com movimentos de “pedalagem” e inUmeras tentativas para se levantar, sendo
eutanasiado trés dias ap6s a captura em decorréncia de miopatia de captura,
diagnosticada por meio de exames pés-morte. Os dados referentes a esse animal
foram retirados da analise, uma vez que a ventilagdo assistida pode ter interferido
nas variaveis cardiorrespiratérias.

Um macho adulto que recebeu radio-colar de sistema GPS, quebrou o chifre
durante a recuperacdo da anestesia e teve o radio retirado, por meio de sistema

remoto de abertura da coleira (“drop off system”), no dia seguinte a captura.
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Tabela 2 - Veados-campeiro (Ozotoceros bezoarticus) que receberam
administragdo de ioimbina antes de completar 60 minutos de monitoragdo

anestésica.

Animal Sexo Ocorrencia Grupo Tempo Dose total dos farmacos anestésicos’

Cetamina - 11,4 mg/kg
11 Fémea Timpanismo severo C/M/X-0, T25 Midazolam - 0,9 mg/kg
Xilazina - 0,6 mg/kg

Cetamina - 6 mg/kg
31 Macho Reflexo interdigital presente  C/M/X-O,  T45 Midazolam - 0,45 mg/kg
Xilazina - 0,3 mg/kg

Cetamina - 12,3 mg/kg
19 Macho Reflexo interdigital presente ~ C/M/X T45 Midazolam - 0,9 mg/kg
Xilazina - 0,6 mg/kg

Cetamina - 5 mg/kg
16 Macho Reflexo interdigital presente  C/M/X T55 Midazolam - 0,4 mg/kg
Xilazina - 0,25 mg/kg

Cetamina - 8,9 mg/kg
21 Fémea Reflexo interdigital presente  C/M/X T55 Midazolam - 0,7 mg/kg
Xilazina - 0,5 mg/kg

TDose total calculada para o peso real dos animais.
CIM/X = cetamina/midazolam/xilazina; C/M/X-O, = cetamina/midazolam/xilazina com suplementag&o intranasal
de oxigénio.

Para facilitar a apresentacéo dos resultados referentes a interagcao dos grupos
com os tempos de monitoragéo, estes foram agrupados a cada 10 min (TO, T10,
T20, T30, T40, T50 e T60) na tabela 3. Nao foram observadas diferengas
significativas para as variaveis FC, PAS, PAM, PAD, f, SpO; e TR, na interagdo dos
grupos com os tempos. A PAS foi significativamente maior (P < 0,02) nos primeiros
30 minutos de monitoracdo anestésica para os animais do grupo TZ/X-O,
comparado ao grupo C/M/X.

Foi observado hipotermia (TR < 35 °C) durante a monitoragcao anestésica em
quatro animais capturados, quando temperaturas ambientes baixas (9 a 20 °C)
foram registradas. Os animais hipotérmicos foram aquecidos com bolsas de agua
quente e envoltos em cobertores. Esse tratamento nao foi suficiente para reverter a
hipotermia em nenhum animal tratado, mas em dois animais a temperatura n&o
reduziu abaixo 34,2 °C. Além disso, trés animais apresentaram hipertermia com TR
entre 40 e 40,7 °C, foram tratados com barras de gelo em contato com a regido

inguinal, por aproximadamente 15 minutos.
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A presséao atmosférica registrada na area de estudo foi de 759 + 4,5 mmHg.
As variaveis obtidas na hemogasometria arterial referentes a interagdo dos grupos
com os tempos de monitoracdo estdo disponiveis na tabela 4. Em todos os tempos
avaliados, os animais submetidos a SIO em ambos os protocolos anestésicos (TZ/X-
02 e C/M/X-O3) apresentaram valores médios de PaO; significativamente maiores (P
= 0,01) quando comparados aos respectivos tempos dos protocolos sem SIO (TZ/X
e C/M/X) (Tabela 4 e Figura 3).

Nos animais que apresentaram hipoxemia com valores de PaO, < 60 mmHg
no TO, T20, T40 e T60, os intervalos de variacao da PaO, foram de 45 — 57 mmHg
(n=7),34 -58 mmHg (n =7),43 — 59 mmHg (n = 7) e 37-57 mmHg (n = 7) para
cada tempo de monitoragdo, respectivamente. No grupo TZ/X 30% dos animais
presentaram PaO, < 60 mmHg nos primeiros 20 min (TO e T20) de anestesia, ja no
C/M/X em todos os tempos de monitoragéo foi possivel observar que 30 a 50% dos
animais apresentaram PaO; < 60 mmHg. Também foi possivel observar que em 3
animais do C/M/X-0O; os valores de PaO, foram abaixo de 60 mmHg em pelo menos
um dos tempos de monitoragéo (Figura 4).

A Sa0O; em TO, calculada com base na hemogasometria arterial, também foi
significativamente maior (P = 0,01) em animais submetidos a SIO (TZ/X-O; e C/M/X-
O;) quando comparada aos animais anestesiados com TZ/X e C/M/X sem SIO. No
T60 os animais submetidos ao grupo C/M/X tiveram valores significativamente
menores (P < 0,01) de SaO; do que os animais submetidos aos demais grupos no
tempo em questéo (Tabela 4).

O pHa, PaCO,, [HCOs]a e o BEa ndo apresentaram diferencas significativas
na interacdo dos grupos com os tempos de monitoracdo. O pHa ficou dentro dos
limites de 7,35 a 7,45. Foi observado valores médios de PaCO; > 45 mmHg em
todos os grupos estudados, entretanto, no grupo C/M/X apenas em T20 os valores
médios de PaCO, estiveram acima de 45 mmHg. Foi observado aumento
significativo (P < 0,01) no excesso/déficit de bases (BEa) nos animais submetidos ao
grupo TZ/X-Oz apdés 60 minutos (T60) de monitoragdo anestésica quando
comparado a TO (Tabela 4).

Nao foi observado diferencas significativa nas concentragbes de cortisol

sérico, eletrdlitos ou lactato plasmatico na interagdo dos grupos com os tempos de
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monitoragcdo. Entretanto, o lactato plasmatico reduziu significativamente (P < 0,01)

apos 40 minutos de monitoracédo anestésica (T40) em todos os grupos estudados.
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Tabela 4 - Valores médios + SD da hemogasometria arterial, cortisol sérico,
eletrodlitos e lactato plasmatico de veados-campeiro (Ozotoceros bezoarticus) de vida

livre na interag&o dos grupos com os tempos de monitoragdo anestésica.

Resultados (Média = DP)

Variaveis Grupos 0 T30 T40 T60

TZIX  (10)F 7.35 £ 0,03 (10) 7,36 = 0,03 (10) 7.40 = 0,04 (10) 7.42 = 0,03
oHa TZ/X-0.  (10) 736 = 0,05  (10) 7,39 £ 0,06  (10) 742 + 0,06  (10) 743 + 0,05
C/M/X (9) 7,36 = 0,04 (9) 7,40 = 0,04 ©9) 745 £ 0,06 6) 745 £ 0,05
CM/X-0,  (10) 7,37 + 005  (10) 740 £ 0,07 ©) 740 £ 0,10 (8) 741 £ 0,10
T7IX 10y 77507576 {0y 5L {10y A ET (10) TAETG
TZ/X-0,  (10) 51 + 7 (10) 52+ 9 (10) 49 £ 7 (10) 49 + 7
PaCO; (mmHg) C/M/X 9) 44+ 7 (9) 46 £ 5 9 4l £6 6 42+5
CM/X-0, (10) 49 + 4 (10) 49 + 8 9 53+ 16 (8) 51 + 14
TZIX (10) 764 ETEE (10) 776 E TR {10y 7TTETETTONTTTTT0) 0 L T
TZ/X-0,  (10) 286 £ 99%  (10) 234 + 113®  (10) 234 = 112°  (10) 177 + 71°
PaO; (mmHg)! C/M/X 9) 70 £ 18* (9) 68 £ 114 ©9) 65 + 15 6) 59 + 24
CM/X-0, (10) 194 + 63®  (10) 171 + 96" (9) 143 + 102° (8) 140 + 838
TZIX (10) TEE L SR (10) 7TE LS 10y 7T ES (10) 793R
$a0; (%) TZ/X-0,  (10) 99 + 1B (10) 99 + 1 (10) 99 = 1 (10) 99 + 14
CM/X (9) 88 £ 94 (9) 90 + 5 © 90 + 7 6) 86 = 12%
CM/X-0, (10) 99 + 1B (10) 95 = 10 © 93 =9 (8) 94 £ 10°
TZIX (10) 37 £ 3 (10) 29 % 2 {10 30 £ 3 0 33
TZ/X-0,  (10) 28 + 3 (10) 31 + 3 (10 31 + 3 (10) 32 +3
[HCO3]a (mmoll) v (9) 25«3 (9) 28 +2 9 28 +£3 6 29 + 2
CM/X-0, (10) 28 + 2 (10) 30 + 3 9 31 +2 (8) 31 + 3
TZIX (10)7T9E3H (10) "IEE 6 (10) TEAEEG (1) 7763E %
TZ/X-0,  (10) 2.8 £ 3,5  (10) 59 + 3.6°  (10) 69 = 3,0  (10) 7,6 + 2,8
BEa (mmol/l) C/M/X 9) -0 £ 3,1 9) 3,7 £ 20 (9) 43 £ 30 6 50+ 18
CM/X-0, (10) 27 + 28 (10) 51 + 3,0 ) 66 £ 2,1 8) 7,0 + 27
TZIX (10) 768 E48 (10) 15,4 €796 10y TIETES7 10y 785 EEs
. TZ/X-0,  (10) 69 + 38 (10) 18,1 + 16,1  (10) 13,1 + 12,6  (10) 10,1 = 10,8
Cortisol (ng/m)" "y 9) 11,6 £ 11,3 (9) 159 + 134 (9) 145 + 122 6 96+ 71
CM/X-0, (10) 64 + 49 (10) 12,9 + 13,1 9) 112 + 108 (8) 11,4 + 102
TZIX (0 7732 ET A0 LA TE O 70 LA TE 04T 0y L0 E 0.3
TZ/X-0,  (10) 3,7 25  (10) 09 % 03" (10) 12 + 04°  (10) 1,0 £ 02°
Lactato (mmol/)" "o/ ©) 49 + 37° © 18 + 1,0° ©) 13+ 04 6) 11+ 03
CM/X-0,  (10) 4,1 + 34°  (10) 1,7 = 1.2 ©) 12 £ 0,7° (8) 09 £ 04°
TZIX (10) 1414 £ 2.8 (10) 1424 = 2.8 (10) 1438 £ 3.0 (10) 144.6 = 33
Na* (mmol/) TZ/X-0,  (10) 1409 + 1,3 (10) 142,0 = 1,7 (10) 1434 + 1,5 (10) 1443 + 1,7
C/M/X (9) 140,7 = 3,5 (9) 1413 £ 32 ©9) 1420 + 3.4 (5) 1436 + 1,5
CM/X-0,  (9) 1417 + 17 (10) 1424 + 2,1 ©9) 141,8 £ 1,8 (9) 141,8 + 2.2
TZX (10) E3ET04 0y TE2ET03 0 EET05 0y ETE 04
K* (mmol) TZ/X-0,  (10) 42 + 04 (10) 43 £ 05 (10) 4,1 = 0,8 (10) 42 + 09
CM/X (9) 40 = 05 (9) 42 + 04 9) 40 £ 05 6) 39 + 04
CM/X-0, (9) 39+ 05 (10) 40 + 0,7 9) 42 £ 05 (9) 42 + 07
TZIX 10y "TIE01 10y T ET0,0 ) T E 02 0y T E0.0
e TZ/X-0,  (10) 1,0 £ 0,1 (10) 1,0 £ 0,1 (10) 1,0 £ 0,1 (10) 1,0 + 0,1
Cai™ (mmol/l) C/M/X 9 09 £ 02 9 1,1 £ 0,1 ) 1,0 + 0,1 8 09+ 0,1
CM/X-0, (10) 09 + 0,1 (10) 1,0 £ 02 6) 1,0+ 02 (9) 1,0 £ 02
TZIX (10 1124 5782 (10) 14,7 75,7 (10) 11325794 (10) "T12.8" 741
I (amol) TZ/X-0,  (10) 1144 + 6,4 (10) 113,7 £ 7,6 (10) 1121 + 69 (10) 1142 + 3.8
CIM/X (9) 1152 = 83 (9) 1147 = 9.7 ) 1182 + 7,0 6) 1168 + 52
CM/X-0, (10) 1134 + 100  (10) 1159 = 7.7 9) 1145 = 85 (8) 1109 + 1,0

PaCO, = Pressdo parcial de diéxido de carbono; PaO, = pressdo parcial de oxigénio; [HCOzla = concentragdo ions

bicarbonato; BEa = excesso/déficit de bases; SaO, = saturacdo de oxihemoglobina calculada a partir da hemogasometria

arterial.

TZ/X = tiletamina-zolazepam/xilazina; TZ/X-O, = tiletamina-zolazepam/xilazina com suplementagdo intranasal de oxigénio;

C/M/X = cetamina/midazolam/xilazina; C/M/X-O, = cetamina/midazolam/xilazina com suplementagéo intranasal de oxigénio.
Numero de registros realizados para cada valor médio (4 tempos em 10 animais por grupo).

Valores médios seguidos por letras maiusculas diferentes nas colunas séo significativos ao nivel de 5% pelo teste de Tukey e

indicam diferengas entre grupos em determinado tempo. Valores médios seguidos por letras minusculas diferentes nas linhas

sdo significativos ao nivel de 5% pelo teste de Tukey e indicam diferencas entre os tempos de monitoracdo em determinado
rupo.

?A transformagéo logaritmica foi utilizada.
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Figura 3 - Valores médios + SD de pressao parcial de oxigénio arterial (PaO,) em

veados-campeiro submetidos a suplementagdo intranasal de oxigénio (SIO) em
funcdo do tempo de monitoragdo (TO, T20, T40 e T60) com as associagdes (A)
tiletamina-zolazepam/xilazina (TZ/X) e (B) cetamina/midazolam/xilazina (C/M/X),

comparando-se 0s animais submetidos as respectivas associagbes com e sem

suplementagédo intranasal de oxigénio (SIO). Os asteriscos indicam diferencas

significativas entre os grupos experimentais em um determinado tempo.
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Figura 4 — Frequéncia de ocorréncia de veados-campeiro (Ozotoceros bezoarticus)
anestesiados com as associagdes tiletamina-zolazepam/xilazina (TZ/X) ou cetamina/
midazolam/xilazina (C/M/X), submetidos ou ndo a suplementagdo intranasal de

oxigénio (SIO), que apresentaram valores de PaO, < 60 mmHg em cada um dos
tempos de monitoragéo.

Em todos os animais submetidos a captura, independente do protocolo
anestésico utilizado, foi observado a ocorréncia de timpanismo ruminal. O
timpanismo foi tratado com o posicionamento do animal em decubito esternal e
massagem no flanco para alivio dos gases e, consequente, eructacdo. Cinco
animais do grupo experimental TZ/X, seis do TZ/X-O,, quatro do C/M/X e sete do
C/M/X-O,, foram posicionados em decubito esternal e submetidos a massagem do
flanco para alivio dos gases dos rumen. Durante a manobra para alivio dos gases
do rumen, um animal do TZ/X-O,, dois do C/M/X e dois do C/M/X-Og, regurgitaram
pequena quantidade de conteudo ruminal. Todos os animais que regurgitam
receberam administracdo de pentabidtico na dose de 40.000 Ul/kg de penicilina

benzatina por via intramuscular durante a recuperagao anestésica.
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Discussao

Este estudo, além de conter a primeira descrigdo dos efeitos
cardiorrespiratérios da associagdo C/M/X em veados-campeiro de vida livre, também
€ o primeiro estudo realizado nessa espécie no intuito de avaliar os referidos
parametros durante a anestesia com TZ/X utilizando métodos de monitoragéo
invasiva. Os principais resultados obtidos foram ocorréncia de bradicardia sem
hipotensdo em ambos os protocolos utilizados e hipoxemia principalmente nos
animais submetidos ao C/M/X. Ademais, foi possivel observar que a SIO elevou
significativamente a PaO, e contribuiu para manter a oxigenacdo adequada na
maioria dos animais suplementados, mesmo com o timpanismo ruminal
desenvolvido durante a anestesia.

Doses de TZ/X utilizadas em veados-campeiro por Lacerda (2008), foram
consideravelmente menores (1 mg/kg / 0,1 mg/kg, respectivamente), e as descritas
por Piovezan, Zucco e Rocha (2006), consideravelmente maiores (4,5 — 3,0 mg/kg /
2,25 — 1,5 mg/kg), do que as necessarias para indugdo anestésica no presente
estudo. Além das doses descritas para associagdo TZ/X em veados-campeiro serem
conflitantes, nos estudos mencionados ndo ha dados disponiveis a respeito da
indugdo, qualidade ou recuperacdo anestésica ou sobre os efeitos
cardiorrespiratérios das associagdes de farmacos utilizadas, dificultando, por essas
razdes, a comparagao dos dados.

O tempo de indugado da anestesia com TZ/X foi significativamente menor que
o observado com C/M/X. A associagdo TZ/X em doses similares em Cervus elaphus
adultos de vida livre (READ et al., 2001; JANICKI et al., 2006) resultaram menores
variagdes no tempo de indugéo anestésica, que as observadas no presente estudo.
Isto pode estar relacionado tanto ao menor numero de animais utilizados nos
estudos mencionados (n = 7 e 9, respectivamente) como a possiveis diferencas
entre espécies no efeito dose-resposta desses farmacos. De acordo com nosso
conhecimento, até o presente momento, ndo ha dados disponiveis na literatura a
respeito do uso da associagdo C/M/X para indu¢ao anestésica via intramuscular em
cervideos de vida livre, dificultando a comparagéo dos resultados. No entanto, ja foi

descrito que a associagéo cetamina (4,35 mg/kg; n=6) e xilazina (1,19 mg/kg; n = 6)
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administrada por via IM em veados-campeiro de vida livre (CHRISTOFOLETTI,
2010) resultou em tempo de inducdo anestésica (18 + 10,9 min; n = 6) similar ao
observado no presente estudo, porém, com menor tempo de manipulagao (40,4 +
13,8 min; n = 5). A maior necessidade de reaplicacbes das doses iniciais de
farmacos durante a indugao anestésica no protocolo C/M/X (18 animais, contra seis
animais no protocolo TZ/X) provavelmente contribuiu para o maior tempo de indugéo
observado.

Uma vez que ambos os protocolos utilizados (TZ/X e C/M/X) resultaram em
bradicardia e, com excecdo de um animal, auséncia de hipotensdo ou bloqueios
atrioventriculares no tracado eletrocardiografico, tornou-se desnecessario o uso de
farmacos acetilcolinérgicos, como a atropina ou glicopirrolato, para reversdao da
bradiacardia observada, uma vez que estes predispdéem a arritmias cardiacas e ao
aumento da demanda de oxigénio tecidual (MUIR, 1978; SHORT et al., 1986). O uso
da associacdo TZ/X em Cervus elaphus em doses similares as utilizadas neste
estudo também resultaram em bradicardia (JANOVSKY et al., 2000; READ et al.,
2001), mesmo apds SIO (READ et al.,, 2001), contudo, dados sobre a pressao
arterial ndo foram descritos nos referidos estudos.

O uso de farmacos agonistas a-2, como a xilazina, conhecidamente causa
bradicardia em ruminantes selvagens (KLEIN; KLIDE, 1989). O mecanismo pelo qual
farmacos agonistas a-2 causam bradicardia ainda n&o é totalmente compreendido.
Entretanto, acredita-se que esse efeito seja devido a estimulagdo de receptores a-2
adrenérgicos pré-sinapticos, localizados no sistema nervoso central, que,
consequentemente, promovem inibicdo da liberacdo de noradrenalina na fenda
sinaptica com reducdo no fluxo simpatico periférico e, por sua vez, acdo vago
mimética indireta sobre o coragdao (MAZE; TRANQUILLI, 1991). Em mamiferos, n&o
ha relatos sobre a existéncia de receptores a-2 adrenérgicos pds-sinapticos no
coragao (MAZE; TRANQUILLI, 1991), porém, alguns autores ja reportaram que a
bradicardia mediada por farmacos agonistas a-2 € iniciada por estimulagcdo de
adrenoceptores pré-sinapticos periféricos (DEJONGE; TIMMERMANS; VAN
ZWIETEN, 1983). Portanto, assim como ja discutido por Celly et al. (1997), embora a
xilazina atravesse a barreira hematoencefalica e cause bradicardia

predominantemente por estimulagdo de receptores a-2 adrenérgicos centrais,
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decréscimos na frequéncia cardiaca seguido da administragdo de ST-91
(SCRIABINE et al., 1977), um agonista a-2 que nao atravessa a barreira
hematoencefalica, reforcam a possibilidade da contribuicdo de receptores a-2
adrenérgicos periféricos no desenvolvimento da bradicardia.

Era esperado que os valores significativamente menores de PAM observados
nos animais anestesiados com a associagdo C/M/X estivessem relacionados a um
efeito dose-dependente da xilazina, uma vez que os demais farmacos utilizados
causam boa estabilidade cardiovascular (WRIGHT, 1982; RANG et al., 2007b).
Entretanto, doses superiores de xilazina foram utilizadas na associagao TZ/X. Assim,
€ possivel sugerir que os menores valores de PAM tenham relagdo com o
timpanismo ruminal, que apesar de ter sido observado em todos os animais,
independente do grupo experimental, pode ter ocorrido de forma mais severa nos
animais submetidos a associacdo C/M/X. A distensdo do rumen em pequenos
ruminantes leva a compressédo de grandes vasos, reducéo do débito cardiaco e,
consequentemente, reducéo da PAM (GALATOS, 2011).

Além disso, contengdo quimica resultou em desenvolvimento de hipoxemia
em ambos os protocolos anestésicos utilizados sem a SIO. Como descrito em outras
espécie de cervideos, a hipoxemia pode ter diversas causas durante a contengao
quimica, sendo a mais comumente descrita, alteragbes na relagao
ventilacao/perfusdo pulmonar (READ et al., 2001; MICH et al., 2008; PATERSON,;
CAUKETT; WOODBURY, 2009). Alteragdes nesta relacdo podem ser causadas
tanto por reducdo na perfusdo dos alvéolos em fungdo do decubito, timpanismo
ruminal ou tromboembolia, como por redugéo na ventilagdo dos mesmos, levando a
aumento na fragdo do “shunt” pulmonar, decorrente de hipoventilagéo, redugéo na
fracdo de oxigénio inspirado, edema pulmonar, atelectasia, aspiracdo de liquido
ruminal ou obstrugcédo das vias aéreas (McDONELL, 1996). Entretanto, na auséncia
de alteragbes na relagdo ventilagdo/perfusdo, farmacos agonistas a-2, como a
xilazina, podem causar alteragcbes no parénquima pulmonar de ruminantes que
contribuem para o desenvolvimento de hipoxemia (CELLY et al., 1997). Dessa
forma, a hipoxemia observada pode tanto ser resultado da alteracdo na relagdo

ventilagdo perfusdo decorrente do decubito lateral, timpanismo ruminal e
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hipoventilacdo, como em fungdo do uso da xilazina em ambos os protocolos
anestésicos.

A SIO elevou a PaO; média tanto nos animais submetidos a associagao TZ/X
como na C/M/X, no entanto, n&o foi eficiente para manter os valores de PaO, acima
de 80 mmHg em um animal do TZ/X-O, e em trés animais do C/M/X-O,. Em Cervus
elaphus anestesiados com TZ/X (READ et al.,, 2001) e em Rangifer tarandus
anestesiados com a associacdo etorfina/xilazina (RISLING et al., 2011), a SIO
também resultou em grandes variagbes nos valores de PaO,, porém, sem
ocorréncia de valores de PaO, abaixo de 80 mmHg. Todavia, nesses estudos nao foi
observado timpanismo ruminal durante a anestesia.

A maior frequéncia de ocorréncia de animais com PaO, abaixo de 60 mmHg
em animais submetidos aos grupos C/M/X e C/M/X-O, reforca a ideia que um
timpanismo mais acentuado ocorreu nos animais submetidos ao protocolo C/M/X,
dificultando elevacéo da PaO; nos animais submetidos a C/M/X com SIO. Embora o
timpanismo ruminal observado possa ter contribuido para ocorréncia de hipoxemia
nos animais submetidos a SIO, em dois dos trés animais do C/M/X-O, que
desenvolveram hipoxemia durante a SIO, foram observados, durante a auscultagao,
estertores respiratérios. Estes podem ser indicativos de acumulo de fluido intersticial,
edema pulmonar ou mesmo sinal de aspiracdo de conteudo ruminal, nao
diagnosticados durante a anestesia (GREENE; HARVEY, 1996). Os estertores
respiratorios podem indicar comprometimento da ventilagcao alveolar, pela presenca
de liquidos e, apesar da SIO, também pode ter contribuido para o desenvolvimento
de hipoxemia.

Em animais submetidos a associacdo C/M/X-O2, embora nao tenha sido
detectado diferencas estatisticas na PaCO; na interagdo dos grupos com os
momentos, foi possivel observar uma tendéncia a elevagdo da PaCO,; em animais
desse grupo quando comparada aos animais anestesiados com a mesma
associagcdo sem SIO (C/M/X). Resultados semelhantes foram descritos para outras
espécies de cervideos (READ et al.,, 2001; MICH et al.,, 2008; PATERSON;
CAULKETT; WOODBURY, 2009; RISLING et al.,, 2011). A referida hipercarbia,
observada durante a SIO, pode ser explicada pela inibicdo central da resposta

ventilatoria a hipoxemia, decorrente da SIO ou pelo efeito Haldane, um fendmeno
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relacionado a redugédo da afinidade da hemoglobina ao dioxido de carbono a medida
em que ocorre uma elevacdo de oxigénio ligado a hemoglobina (BECKER et al.,
1996; McDONELL, 1996). Entretanto, era esperado que uma tendéncia a elevagdes
na PaCO,, em fung¢do da SIO, também fossem observadas em animais submetidos
a associagao TZ/X, uma vez que no TZ/X-O, os valores médios de PaO, foram
discretamente mais elevados que no C/M/X-O,. Portanto, parece razoavel que os
maiores valores de PaCO, observados estejam novamente mais relacionados a uma
maior alteracdo na relagédo ventilagao-perfuséo alveolar, em fun¢cdo do timpanismo
ruminal, provavelmente mais severo, em animais submetidos a associagc&o
cetamina-midazolam/xilazina, comparados aos animais submetidos a tiletamina-
zolazepam/xilazina.

Embora os valores médios de pHa em todos os grupos experimentais
observados estejam dentro do limite de 7,35 e 7,45, foi possivel observar hipercarbia
(PaCO; > 45 mmHg), aumento da concentracdo de HCO3 e do BEa no decorrer da
monitoracdo anestésica, porém, com excecado do grupo TZ/X-O, para a variavel
BEa, sem diferencas significativas. Este desequilibrio acido-basico provavelmente
reflete um quadro compensatério de acidose respiratoria aguda, uma vez que houve
tendéncia a reducédo da PaCO; e elevagédo da [HCO3] no decorrer da monitoragao
anestésica (T20, T40 e T60) quando comparado a TO, associado a um quadro
também compensatério de acidose metabodlica, tendo em vista as altas
concentragbes de lactato em TO. No exercicio muscular anaerdbio o metabolismo
oxidativo, no qual ions [H'] sdo liberados na quebra de adenosina trifosfato (ATP)
em adenosina difosfato (ADP) e quando a nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH) é oxidada em nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD®) na
mitocdndria para produgao do lactato, ocorre a reducdo do pHa. A metabolizacdo do
lactato apds a cessacgdo do exercicio muscular permite que os ions [H'] sejam
consumidos elevando o pHa e causando elevacdo do BEa, através do
restabelecimento de acidos fixos ndo-volateis como os fosfatos (DIBARTOLA, 2007).
Esse mecanismo, provavelmente contribuiu para tendéncia de elevacdo do pHa e
reducao significativa do lactato apos TO.

Achados similares aos obtidos no presente estudo para o pHa e BEa foram

descritos em bisbdes anestesiados com tiletamina-zolazepam/xilazina e tiletamina-
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zolazepam/medetomidina (CAULKETT et al., 2000), entretanto, nestes animais foi
observado aumento da PaCO; no decorrer da monitoragcdo anestésica e ndo uma
tendéncia de redugdo da mesma. As diferengas observadas para PaCO;, no estudo
de Caulkett et al. (2000) em relagao ao presente estudo, podem estar relacionadas a
uma hipoventilagdo mais acentuada devido ao maior peso corpéreo de bisdes ou
mesmo a uma menor eficiéncia em compensar a acidose respiratéria quando
comparados aos veados-campeiro.

No presente estudo nao foi possivel observar aumento significativo na PAM
em animais submetidos a TZ/X ou C/M/X sem SIO como resultado da hipoxemia,
assim como previamente descrito em Rangifer tarandus (RISLING et al., 2011). Isso,
apesar de poder estar relacionado ao menor estresse induzido por valores
superiores de PaO; no presente estudo, quando comparado ao estudo de Risling et
al. (2011), ndo descarta a possibilidade do timpanismo ruminal observado em todos
0s grupos possa ter mascarado possiveis elevagdes na PAM em resposta ao
estresse hipoxémico.

O tempo de recuperacédo anestésica nao diferiu significativamente entre os
protocolos utilizados, nem reduziram significativamente em funcdo da SIO, como
previamente observado por Risling et al. (2011), em cervideos suplementados com
O, por via intranasal. Também n&o foi observado que a SIO melhora a qualidade de
recuperagcao anestésica, com base nos escores de qualidade de recuperagéo
anestésica utilizados. Isto pode estar relacionado ao fato de terem sido utilizados
antagonistas especificos para reversdo dos efeitos de todos os farmacos
anestésicos utilizados no estudo de Risling et al. (2011) e, no presente estudo,
somente os efeitos da xilazina terem sido antagonizados com o uso da ioimbina.
Assim, os outros farmacos ndo antagonizados neste estudo podem ter contribuido
para mascarar uma possivel redugdo no tempo ou na melhoria da qualidade de
recuperacao anestésica em funcéo da SIO.

A dose da ioimbina passou a ser administrada por duas vias diferentes
(metade da dose por via IM e a outra metade por via IV) durante o experimento.
Essa alteragao de protocolo foi motivada por medidas de seguranga, apds o episodio
de fratura do chifre de um animal durante a recuperagéo anestésica, embora sinais

aparentes excitagcéo central em fungado da administracéo IV da ioimbina, ndo tenham
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sido observados e também pode ter dificultado a interpretacdo dos resultados de

qualidade e tempo de recuperagéo da anestesia.

Conclusoes

Podemos concluir que, apesar da bradicardia, ndo houve hipotenséao arterial
em ambos os protocolos utilizados. Tanto a associagédo TZ/X como a associagao
C/M/X resultaram em hipoxemia (valores de PaO, abaixo de 80 mmHg) em veados-
campeiro. O decubito esternal e o timpanismo ruminal provavelmente contribuiram
para menor oxigenag&o observada no sangue arterial no decorrer da contencéo
quimica com TZ/X e C/M/X. A SIO elevou significativamente a PaO, nos dois
protocolos anestésicos utilizados, sendo, portanto, recomendada durante a

contencao quimica em veados-campeiro anestesiados com TZ/X ou C/M/X.
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CAPITULO 3 - Hematologia e bioquimica sérica de veados-campeiro
(Ozotoceros bezoarticus) de vida livre anestesiados com tiletamina-
zolazepam/xilazina ou cetamina/midazolam/xilazina submetidos ou nao a

suplementacao intranasal de oxigénio

Resumo - Alteragdes nos constituintes celulares e bioquimicos do sangue
séo indicativos dos efeitos da captura e da contencdo quimica. O objetivo com o
presente estudo foi avaliar os efeitos das associagbes tiletamina-zolazepam/xilazina
(TZ/X) ou cetamina/midazolam/xilazina (C/M/X), com e sem suplementagcéo
intranasal de oxigénio (SIO), nas variaveis hematologicas e bioquimicas de veados-
campeiro (Ozotoceros bezoarticus) de vida livre. Foram capturados 40 animais
adultos, 21 fémeas e 19 machos no Pantanal sul-mato-grossense, Brasil. Estes
foram aleatoriamente anestesiados, conforme os seguintes grupos: TZ/X -
tiletamina-zolazepam (2,9 £ 0,8 mg/kg) / xilazina (1,2 £ 0,3 mg/kg), sem SIO; TZ/X-
O, -TZ/X (2,9 £ 0,8 mg/kg / 1,2 £ 0,3 mg/kg), com SIO em fluxo de 3L/min durante
60 minutos; C/M/X - cetamina (8,8 + 2,0 mg/kg) / midazolam (0,7 + 0,2 mg/kg) /
xilazina (0,4 £ 0,1 mg/kg), sem SIO; e C/M/X-O, - C/M/X (8,8 + 2,0 mg/kg / 0,7 £ 0,2
mg/kg / 0,4 £ 0,1 mg/kg), com SIO conforme mencionado em TZ/X-O,. A colheita de
sangue venoso foi realizada logo apds a indugao anestésica (T0) e a cada 20 min
durante a anestesia (T20, T40 e T60). Os constituintes hematolégicos e bioquimicos
foram obtidos por métodos manuais ou automatizados o cortisol por meio de ensaio
imunoenzimatico. A  concentracdo de glicose plasmatica  aumentou
significativamente ap6s TO (P < 0,01) nos grupos TZ/X e TZ/X-O,. A concentragao
de lactato reduziu significativamente apds T40 (P < 0,01) em todos os grupos. A SIO
ndo resultou em alteragbes em nenhum parametro avaliado. A redugao do lactato e
elevacdo da dglicose plasmatica durante a anestesia provavelmente foram
decorrentes da cessacgéo do exercicio muscular apos a indugéo anestésica e do uso
de maiores doses de xilazina nos animais dos grupos anestesiados com a
associagao TZ/X, respectivamente.
Palavras-chave: Anestesia, eletrolitos, lactato, Ozotoceros bezoarticus, ruminante,

veado
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Hematology and serum chemistry of free-ranging pampas deer anesthetized
with tiletamine-zolazepam/xylazine or ketamine/midazolam/xylazine with and

without intranasal oxygen supplementation

Abstract — Alterations on blood chemistry and cellular constituents are
consequences of capture stress and chemical restraint in cervids. Thus, the aim of
this study was to evaluate the effects of tiletamine-zolazepam/xylazine (TZ/X) or
ketamine/midazolam/xylazine (C/M/X) combinations with and without intranasal
oxygen supplementation (IOS) on hematologic and biochemical analytes in free-
ranging pampas deer (Ozotoceros bezoarticus). Forty adults deer, 21 females (mean
+ SD; 26.8 + 3.2 kg) and 19 males (27.8 £+ 5.0 kg) were captured in the South
Pantanal wetland, Brazil. Two anesthetic protocols, with and without 10S, were
randomly administrated (i.m.): TZ/X — tiletamine-zolazepam (2.9 + 0.8 mg/kg) /
xylazine (1.2 £ 0.3 mg/kg), without 10S; TZ/X-O, — TZ/X (2.9 £ 0.8 mg/kg / 1.2 + 0.3
mg/kg), with IOS at a rate of 3 L/min during 60 minutes; K/M/X — ketamine (8.8 £ 2.0
mg/kg) / midazolam (0.7 £ 0.2 mg/kg) / xylazine (0.4 £ 0.1 mg/kg), without 10S; and
KIM/X-O, — KIM/X (8.8 £ 2.0 mg/kg / 0.7 £ 0.2 mg/kg / 0.4 £ 0.1 mg/kg), with 10S as
TZ/X-O2. Venous blood was collected after induction (TO) and with 20 minutes of
intervals (T20, T40 and T60). Hematologic and biochemical constituents were
determined using manual methods or automated analyzers, with cortisol measured
by enzyme immunoassay. The plasma glucose significantly increased after TO (P <
0.01) in TZ/X and TZ/X-O, groups. The lactate concentration significantly reduced (P
< 0,01) after T40 in all groups. Hematology and blood chemistry were not altered due
to I0S in TZ/X-O, and K/M/X-O,. The decrease of lactate and increases of glucose
values observed during anesthesia monitoring in all groups were probably
consequences of exercise cessation after anesthesia induction and the use of higher
doses of xylazine in deer anesthetized with TZ/X combination, respectively.

Key words: Anesthesia, deer, electrolytes, lactate, Ozofoceros bezoarticus,

ruminant
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Introducgao

Cervideos, por serem animais de comportamento reconhecidamente agil e
violento frente a um estimulo estressor (GASPARINNI; DUARTE; NUNES, 1997),
frequentemente sofrem alteragdes fisiologicas severas em procedimentos que
resultem em sua manipulacdo. Por esta razdo, a imobilidade e a inconsciéncia s&o
desejaveis e, desde de 1953 (SEAL; BUSH, 1987), inumeros protocolos de
contenc&o quimica vém sendo propostos em diversas espécies, visando melhorar a
contenc&o quimica e minimizar os riscos durante a manipulagéo.

A captura e contenc&o quimica de cervideos geralmente sdo conduzidas sob
circunstancias dificeis (FAHLMAN, 2005) e complicagdes como hiper ou hipotermia
(CAULKETT, 1997; BOESCH et al., 2011), hipoventilacdo, hipoxemia (MURRAY et
al., 2000; READ et al, 2001, READ, 2003; RISLING et al.,, 2011), acidose
respiratoria e/ou metabdlica (MUNERATO, 2007; BOESCH et al., 2011), miopatia de
captura (BERINGER et al., 1996; PATERSON, 2007) e traumas (GASPARINNI;
DUARTE; NUNES, 1997) ja foram descritas. Além disso, alteracbes hematoldgicas e
bioquimicas do sangue refletem os efeitos da captura e/ou contencao fisico-quimica
nesses animais.

Os dados disponiveis na literatura indicam que cervideos e ungulados
selvagens, submetidos a contencao fisica manual, possuem concentragcéo sérica de
proteinas totais e hematécrito mais elevados que animais submetidos a contencéo
quimica (SEAL et al., 1972; PRESIDENTE et al., 1973; WESSON et al., 1979;
RIETKERK et al., 1994; MARCO; LAVIN, 1999; MUNERATO et al., 2010).

Veados-galheiros (Odocoileus virginianus) de vida livre, capturados com
armadilhas do tipo Clover, apresentaram, além de acidose metabdlica, maior
elevacdo de lactato e ions sddio e menor pH e déficit de bases do que animais
submetidos a perseguicédo terrestre seguida de injecdo remota dos farmacos
anestésicos por dardos utilizando rifle de ar comprimido (BOESCH et al., 2011),
indicando que a captura por armadilhas promove maior estresse aos animais. Além
disso, ja foi descrito hiperglicemia em resposta ao uso de farmacos agonistas a-2 e

redugdo da contagem de linfocitos e cortisol plasmatico com uso de
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benzodiazepinicos durante a contencdo quimica de cervideos neotropicais
(MUNERATO et al., 2010).

Embora varios relatos sobre os constituintes do sangue de cervideos tenham
sido publicados até o momento, diferencas na colheita de sangue, sexo, idade,
sazonalidade, estado nutricional e farmacos utilizados na contengcdo quimica
dificultam a comparacao e compreenséo dos resultados disponiveis, principalmente
nas espécies neotropicais, cujos os dados sao escassos. Atualmente, apenas estao
disponiveis dados sobre trés das oito espécies de cervideos neotropicais, sendo um
estudo em Blastocerus dichotomus (SZABO et al., 2005), outro em Ozotoceros
bezoarticus celer de vida livre (UHART et al., 2003) e dois em Mazama gouazoubira
mantidos em cativeiro (HOPPE et al.,, 2010; MUNERATO et al., 2010). Destes,
apenas o estudo de Munerato et al. (2010) correlaciona os efeitos da contengao
fisico-quimica utilizando colheitas de sangue seriadas de modo padronizado.

Assim, devido a existéncia de inumeras alteragcbes associadas ao estresse,
muitas questbes continuam a respeito de como mensurar sua resposta,
especialmente em cervideos neotropicais. Portanto, os objetivos com este estudo
foram: avaliar o efeito do estresse da captura e contengcédo quimica nos parametros
hematolégicos, bioquimicos, eletroliticos e cortisol sérico de veados-campeiro
(Ozotoceros bezoarticus) de vida livre e gerar valores de referéncia para animais
desta espécie capturados com diferentes protocolos de contengdo quimica,
tiletamina-zolazepam/xilazina (TZ/X) ou cetamina/midazolam/xilazina (C/M/X), com e

sem suplementacao intranasal de oxigénio (SIO).

Material e métodos

Animais

Foram capturados 40 veados-campeiro adultos, 21 fémeas (26,8 + 3,2 kg;
média + DP) e 19 machos (27,8 + 5,0 kg), em uma regido conhecida como
Nhecolandia (18° 59 15” S; 56° 37 03” W) no Pantanal sul-mato-grossense,
municipio de Corumba, Brasil. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Bem
Estar Animal (CEBEA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV -
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Unesp, protocolo 015077/09) e obteve licenga do ICMBio (numero 21491-1) para

captura dos animais e colheita de material biolégico.

Meétodo de captura e protocolos anestésicos

As capturas foram realizadas utilizando-se dois métodos de aproximacao:
com veiculo e a pé. Quando a distancia de aproximadamente 15 a 25m era
alcancada, dois protocolos anestésicos, com e sem SIO, eram aleatoriamente
administrados aos animais via intramuscular (IM), utilizando-se dardos e rifle de ar
comprimido ! para injecdo remota dos farmacos. Assim, quatro grupos foram
formados, totalizando 10 animais por grupo: TZ/X — administragdo da associagcao
TZ/X2 (2,9 £0,8/1,2 £ 0,3 mg/kg) sem SIO; TZ/X-O, - TZ/X como descrito em TZ/X,
com SIO utilizando-se 100% de oxigénio em fluxo de 3 L/min, por um periodo de 60
minutos; C/M/X - C/M/X3 (8,8 +2,0/0,7 £0,2/0,4 £ 0,1 mg/kg) sem SIO e C/M/X-O,
- C/M/X como descrito em C/M/X, com SIO como descrito em TZ/X-O,. Ao final do
monitoragdo, os animais receberam 0,2 mg/kg de ioimbina (2 via IM e 2 via
intravenosa).

O periodo em que os animais permaneceram conscientes, desde o inicio da
aproximacéao, do veiculo ou do atirador a pé, até a completa inducao anestésica, foi
definido como tempo de estresse. O tempo decorrido entre a injegcéo total ou parcial
do dardo anestésico e o decubito esternal ou lateral do animal sem sinais de

movimentacéo foi definido como tempo de indugéo.

Colheita das amostras e analises laboratoriais

As amostras de sangue venoso foram colhidas imediatamente apds a indugéo
anestésica (T0). Logo apds a colheita de sangue venoso em TO, foi a realizada
instrumentacdo do animal, periodo compreendido entre o inicio da manipulagéo
deste, para colocacgéo de venda, protetores auriculares, pesagem e sonda intranasal
(TZ/X-O2 e C/M/X-O,), até o estabelecimento do acesso arterial, com a introdugao

do cateter na artéria auricular, correta colocacdo dos sensores do monitor

1 Dist-Inject®, Modelo 50, Basel, Switzerland.

2 Zoletil® 50, Virbac, Jurubatuba, Sado Paulo, Brasil / Sedomin, Kénin, Buenos Aires, Argentina.

3 Vetaset, Ford Dogde Saude Animal Ltda., Campinas, Sdo Paulo, Brasil / Dormonid®, Roche, Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil / Sedomin, Kénin, Buenos Aires, Argentina.
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multiparamétrico e calibragdo do transdutor de presséo arterial invasiva, utilizados
durante a monitoragcado da anestesia. O transdutor de pressao arterial acoplado no
cateter introduzido na artéria auricular foi calibrado a pressao atmosférica, tendo
como ponto zero de referéncia o esterno do animal, para monitoragdo continua e
registro a cada 5 minutos da presséao arterial.

Ao final da instrumentacdo, a monitoracao anestésica teve inicio. A primeira
amostra de sangue arterial foi colhida logo ap6s o estabelecimento do acesso
arterial, durante o periodo de instrumentacao, e, por isso, foi também considerada
como TO. A segunda amostra arterial foi colhida 20 minutos apés TO,
concomitantemente a colheita da segunda amostra de sangue venoso (T20). A partir
de T20, outras duas amostras de sangue venoso e arterial foram colhidas com
intervalos de 20 minutos durante a monitoracdo anestésica (T40 e T60). Ndo foram
administrados fluidos intravenosos durante a anestesia.

A colheita de sangue venoso foi realizada sempre por venopuncgéo da jugular
esquerda utilizando-se tubos Vacutainers® de 2, 5 e 10 ml contendo fluoreto de
sédio para determinacédo da glicose e lactato plasmatico; EDTA para contagem de
hemacias, hematécrito e preparacdo dos esfregacos sanguineos; e sem
anticoagulante para determinagdo da concentracdo de cortisol, ureia, creatinina,
albumina, cloretos e proteinas totais sérica. Todas as amostras de sangue venoso
foram refrigeradas (4 °C) até o final de cada dia experimental e processadas no
mesmo dia da colheita para realizagcdo da contagem de hemacias, hematdcrito,
preparagdao dos esfregacos sanguineos e armazenagem de plasma e soro em
nitrogénio liquido (-196°C) para dosagens bioquimicas e do cortisol. As dosagens
bioquimicas e contagem diferencial de leucécitos foram realizadas no laborat6rio de
patologia clinica da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - FCAV / Unesp.

Para a determinacdo da concentragdo de hemoglobina e de eletrolitos (Na”,
K" e iCa*®), 1 ml de sangue arterial foi colhido da artéria auricular, usando seringas
previamente heparinizadas. Tais amostras foram mensuradas imediatamente apds a
colheita em analisador sanguineo portatil i-STAT, utilizando-se cartdes de leitura
EG7+.

A contagem de hemacias e leucécitos foi realizada manualmente em camara

de Neubauer e o hematécrito foi obtido por centrifugagdo a 9500g por 5 minutos. O
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volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram calculados apos a
contagem de hemacias (He), determinagdo do hematécrito (Ht) e da hemoglobina
(Hb), segundo as féormulas: VCM = (Ht x 10) / [He]; HCM = ([Hb] x 10) / [He] e CHCM
= ([Hb] x 100) / [Ht]. As contagens diferenciais de leucécitos foram obtidas em
esfregacos sanguineos corados com panoético, realizadas por um técnico de
laboratério experiente, que enumerou 100 leucdcitos consecutivos em cada lamina.

A concentrac&o de ureia, creatinina, albumina, proteinas totais e cloretos do
soro sanguineo foi determinada utilizando-se kits comerciais da marca Labtest e
posterior leitura espectrofotométrica. A glicose e o lactato plasmatico foram
mensurados em duplicata por método eletroenzimatico, utilizando-se lactimetro®. Os
demais métodos utilizados na mensuracao da bioquimica sanguinea estéo descritos
na tabela 1. A osmolalidade foi calculada pela formula: Osmolalidade = 2 x ([Na™] +
[K*]) + 3 x [iCa*?] + [glicose] + [ureial.

O cortisol sérico foi mensurado por meio de ensaio imunoenzimatico (EIA). O
anticorpo policlonal cortisol-3-carboxymethyl-oxime:BSA foi obtido de coelhos. A
Cortisol-3-CMO-DADOO-biotina (cortisol marcado por biotina) foi utilizada como
marcador. Detalhes sobre o EIA utilizado, incluindo a descricdo das reacgdes
cruzadas estédo disponiveis em Palme e M&stl (1997). As amostras de soro foram
descongeladas e 0,5 ml soro liofilizado> por 24h, para serem enviados ao laboratério
de Bioquimica da “University of Veterinary Medicine” de Viena, Austria, responsavel
pela dosagem do cortisol. As amostras liofilizadas foram dissolvidas em 0,5 ml de
tampao de diluicdo e extraidas em 5 ml de éter dietilico. Apos agitagdo em vortex
(15 min) e centrifugacédo (2500g; 10 min), as amostras foram congeladas. O éter
dietilico (contendo o cortisol) foi entdo transferido para tubos limpos e evaporado,
utilizando sistema de ventilagdo contendo ar comprimido, e 0,5 ml de tampao de
diluicdo foram adicionados aos tubos. Apo6s nova agitacdo em vortex (15 min), os
extratos foram diluidos (1:10) em tampao de diluicdo e dosados (10 upl) em duplicata.
Os coeficientes de variacdo dentro dos ensaios (intra-assay) foram < 10% e os

coeficientes de variagao entre os ensaios (inter-assay) foram de 5,1% e 18,8% (n =5

42300 Yelow Springs Instrument Co., Yelow Springs, Ohio, EUA.
5 Model LGA05, Web LMW Medizintechnik, Leipizig, Germany.
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placas) para pool de amostras com alta e baixa concentracdo de cortisol,

respectivamente. O limite de detecgao do EIA foi de 0,3 ng/ml de soro.

Tabela 1 - Métodos analiticos utilizados para determinagdo dos constituintes
bioquimicos do plasma e do soro sanguineo de veados-campeiro (Ozotoceros

bezoarticus) de vida livre.

Constituintes Métodos

Creatinina (soro) Método quantitativo baseado na reagéo de Jaffe

Ureia (soro) Método fotométrico usando a reagao de urease - GLDH

Proteinas totais (soro) Método colorimétrico usando a reacgao de biureto

Albumina (soro) Verde de bromocresol

Lactato (plasma) Método eletro-enzimatico usando a reacao de oxidacao do lactato
Glicose (plasma) Método eletro-enzimatico usando a reacao de oxidacao da glicose
Na+ (plasma) Eletrodo lon-seletivo

K+ (plasma) Eletrodo lon-seletivo

iCa+2 (plasma) Eletrodo lon-seletivo

Cl- (soro) Método colorimétrico baseado na reacao com tiocianato de mercurio

Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio da analise de varidncia de medidas
repetidas (ANOVA), usando delineamento experimental em parcelas subdivididas,
com quatro grupos experimentais (TZ/X, TZ/X-Oz, C/M/X e C/M/X-O3) como fonte
principal de variagcdo. Os tempos de colheita (TO, T20, T40 e T60) e as interacdes
entre os grupos e tempos, foram usados como fonte secundaria de variagao,
seguidos da aplicacado do teste de Tukey. O teste de correlacdo de Spearman foi
utilizado para verificar possiveis correlacdes entre a concentragcédo de lactato em TO
e o tempo de estresse. As analises foram realizadas usando o Proc GLM do
programa SAS 9.0¢. Quando o desvio padrao (DP) foi proporcional a sua média, a
transformagao logaritmica log (observagcdo + 1) foi utilizada para estabilizar a
variancia. Os valores foram expressos como média (+ DP) e valores de P < 0,05
considerados significativos.

6 SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA.
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Resultados

N&o foram observadas diferengas significativas entre os pesos de fémeas e
machos. O tempo de indugao anestésica foi maior (P = 0,04) em veados-campeiro
anestesiados com a associagdo C/M/X (18,4 £ 12,4 min) quando comparado aos
animais anestesiados com TZ/X (11,7 = 6,8 min). Porém, nao foram observadas
diferengas significativas no tempo de estresse entre os protocolos anestésicos
mencionados (35,7 + 18,8 min; 46,2 + 14,1 min, respectivamente).

N&o houve diferencas no tempo de instrumentagdo entre os grupos
experimentais (TZ/ X =151 7; TZ/X-0, =19+ 3; C/IM/X=15+6 e C/IM/X-O, =14 t 4
min). Entretanto, trés animais do C/M/X tiveram um tempo de anestesia menor que
60 minutos, ndo sendo possivel colher trés amostras de sangue venoso no T60. Um
animal do C/M/X apresentou apneia durante o T20, impossibilitando a colheita de
sangue venoso nesse periodo, em virtude da necessidade de se proceder a
ventilacdo assistida por meio de intubacao endotraqueal. Dois animais do C/M/X-O,
também tiveram um menor tempo de anestesia, impossibilitando a colheita de uma
amostra de sangue venoso no T40 e de duas amostras no T60. O analisador
sanguineo portatil ndo mensurou a concentracao de hemoglobina do sangue arterial
em uma amostra (TO) de um animal do C/M/X-O,. Além disso, o aparelho também
demostrou erros na leitura de: ions Na*, em um animal do C/M/X e um do C/M/X-O,
referentes aos momentos T60 e TO, respectivamente; de ions K*, em uma animal do
C/M/X-O, em TO; de iCa*?, em dois animais do C/M/X referentes aos momentos TO e
T60, reduzindo também o numero de observagdes para o calculo da osmolalidade
nessas amostras.

Foi observada hipotensédo arterial (pressdo arterial média < 60 mmHg)
transitoria em cinco animais: um animal do TZ/X-O,, dois do C/M/X e dois do C/M/X-
Os.

N&o foram observadas diferengas significativas para a maioria das varaveis
hematoldégicas estudadas na interacdo dos grupos com os tempos (Tabela 2). No
estudo das interacdes foi possivel observar que a concentragcdo de ureia foi
significativamente mais elevada no TO e T60 do TZ/X-O, em comparagdo aos

mesmos tempos do C/M/X. A concentracdo de glicose aumentou ap6s TO apenas no
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TZ/X e TZ/X-O2, ndao havendo diferengas significativas entre os tempos para os
demais grupos. O lactato plasmatico reduziu significativamente apés TO em todos os

grupos experimentais (Tabela 3).
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Tabela 2 - Valores hematologicos de veados-campeiro (Ozotoceros bezoarticus) de

vida livre na interacédo dos grupos com os tempos de colheita de sangue.

Resultados (Média + DP)

Variaveis Grupos
TO T20 T40 T60
Hematologia
TZX (10 139 £ 19 (10) 165 + 5,1 (10) + 22 (10) 13,7 = 32
) ) TZ/X-0:  (10) 13,6 + (10) 146 + 55 (10) + 72 (10 13,5 + 5.1
Hemacias (10%/ul)"
CM/X  (10) 13,7 =+ ©9) 128 £ 12 (10) + 94 (7 129 = 15
CM/X-0: (10) 14,7 + (10) 12,9 + 2,0 ©9) + 21 (®) 127 = 20
"""" TZX (10) 120 (10) 12,1 + 14 (10) + 15 (10) 121 + 2,1
Hemoglobina («/dl TZ/X-0.  (10) 11,8 * 10) 12,0 £ 1,5 (10) £ 1,6 10) 123 = 25
emoglobina (g/dl) CMX  (10) 115 + © 117 = 16 (10) £ 1,5 M 11,6 + 16
CM/X-0:  (9) 11,6 + (10) 109 + 1,1 ©) + 12 8 105 + 12
TZ/X (10) 409 + (10) 412 + 36 (10) 33 (10) 121 + 2,1
) TZ/X-0,  (10) 404 =+ (10) 403 + 38 (10) 4,1 (10) 123 = 25
Hematocrito (%)
CM/X  (10) 393 =+ (9) 40,6 + 45 (10) 42 (M 1,6 = 16
C/M/X-0:  (10) 382 + (10) 3701 + 29 ©9) 2.8 ®) 105 = 12
TZ/X (10) 298 + (10) 275 + 5.1 (10) 47 (10) 40,0 + 34
VoM TZ/X-0:  (10) 30,1 + 38 (10) 298 + 7.2 (10) 6,5 (10) 396 + 4,1
@ CM/X  (10) 29,0 + 48 ©9) 319 + 46 (10) 10,8 (7) 406 + 46
CM/X-0; (10) 263 = 38 (10) 293 + 47 ©9) 38 (8) 370 = 26
TZ/X 0y 87 x 1,1 (10) 81 % 16 (10) 18 (10) 93 % 27
TZ/X-0:  (10) 88 = 15 (10) 89 + 2,1 (10) 1.9 (10) 99 + 30
HCM (pg)
CM/X  (10) 85 + L6 ©) 92 + 14 (10) 3,1 M 91 = 18
CM/X-0: (9) 80 = 14 (10) 86 + 1.2 ©9) 1,1 (®) 84 + 1,1
""" TZIX | (10) 293 £ 2,1 10) 293 + 16 (10) 23 (10) 303 % 53
TZ/X-0:  (10) 293 = 2.7 (10) 298 + 1,5 (10) 1.6 (10) 321 + 99
CHCM (%)
CM/X  (10) 295 + 42 () 288 + 13 (10) 1,5 (M 319 = 60
CM/X-0:  (9) 306 + 48 (10) 295 + 38 ©) 3,1 (8) 297 + 41
TZ/X 10) 56+ 11 a0y 55 17 (10) 1.4 (10) 55 + 18
Leucseitos (107" TZ/X-0.  (10) 56 = 29 (10) 50 + 2.6 (10) 24 (10) 43 + 14
eucdeitos (10°/ul) CM/X  (10) 53 + 16 ©9) 54+ 18 (10) 26 N 55 + 21
CM/X-0, (10) 49 + 22 (10) 49 + 19 ©9) 1,9 (®) 49 = 26
TZ/X 10) 0.0 £ 0,0 0y o 0.1 (10) 0,1 (10) 01 % 0,1
_ TZ/X-0,  (10) 0,0 % 0,1 (10) 0,0 + 0,0 (10) 0,1 (10) 0,0 % 0,0
Basofilo (10%/ul)’
CM/X  (10) 0,1 + 0,1 © 01 + 01 (10) 0,0 (M 00 % 00
CM/X-0:  (10) 00 % 0,1 (10) 01 + 0,1 ©9) 0,1 ® 01 = 01

Monécitos (10°/ul)*

C/M/X-0,

C/M/X-0,

0,1

HoH W

0,1

0,1

HoH W R

0,1

0,1

0,1

0,1

0,1

TO = Apés indugdo anestésica; T20, T40 e T60 a cada 20 minutos de intervalo apés TO.
cada valor médio (10 animais por grupo). ' A transformagao logaritmica foi utilizada.

"Numero de registros realizados para
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Tabela 3 - Valores bioquimicos de veados-campeiro (Ozotoceros bezoarticus) de

vida livre na interacédo dos grupos com os tempos de colheita de sangue.

Resultados (Média + DP)

Variaveis Grupos
TO0 T20 T40 T60
Bioquimica
TZ/X (10) 1,7+ 03  (10) 1,7 £ 03 (10 1,702  (10) 1,7 £ 03
Creatini Ay TZ/X-0.  (10) 18 £ 02 (10 1.8 £ 02 (10 1,8 + 02 (10 L7 + 02
t
reatinina (mg/dl) CM/X (10 1.8 £ 03 ©) 1,7 + 03 (10) 1,6 + 03 7 L5 + 02
C/M/X-0:  (10) L6+ 02  (10) 1,6 + 02 ©) 1,6 + 03 ®) 1,5 + 03
TZ/X (10) 388 + 88  (10) 387 = 103  (10) 396 = 92  (10) 387 + 88
A . TZ/X-0;  (10) 51,0 £ 92 (10) 47,9 = 83  (10) 486 = 80 (10) 488 = 9,0
Ureia (mg/dl)’ B B
CM/X (10 374 + 104°  (9) 394 + 89  (10) 343 + 95 (7 361 + 94
C/M/X-0:  (10) 382 + 123 (10) 40,6 + 125  (9) 381 + 13,1 8) 373 = 133
TZ/X (10) 56+ 21 (10) 55 + 20  (10) 58+ 1,9  (10) 61 + 18
Proteinas forais (o/dl) TZ/X-0:  (10) 65+ 09  (10) 65+ 07 (10 65+ 07 (100 67 + 07
rotefnas totais (g/dl) CMIX  (10) 63 = 13 © 61+ 14 (100 58+ 17 (1) 54+ 18
CM/X-0:  (10) 56+ 1,6 (10) 57 £ 1,6 ©) 55+ 1,8 ®) 54+ 19
TZ/X (10) 38 = 20  (10) 39+ 19 (10 36 £ 19  (10) 36 + 18
. _ TZ/X-0, (10 26 + 04  (10) 25+ 04 (10 26+ 04 (100 26 + 04
Albumina (g/dl)’
CMX (10 30 + 13 ©) 30 £ 13 (10 30 £ 14 7 33+ 17
CM/X-0,  (10) 3,1+ 13 (10) 3,1 £ 12 ©) 36+ 1,9 ® 37 =19
TZ/X (10) 32 = 23 (10) 1,2 £ 04®  (10) 1,0 £ 03° (10) 3,7 £ 2,5
TZ/X-0,  (10) 37 + 25 (10) 15 £ 07" (10 12 £ 04> (10) 1,0 + 02
Lactato (mmol/1) b b b
CM/X (10 47 + 3,6° ©) 18 + 1,00 (10) 13 + 04 ) 12 + 04
C/M/X-0;  (10) 41 £ 34 (10) 1,7 £ 1,2° ©) 1,2 £ 0,7° (8) 09 + 04°
TZ/X (10) 1359 = 247° (10) 1995 + 44,0° (10) 198,7 + 49,9° (10) 1963 = 533
) _ TZ/X-0,  (10)  122,1 + 27,6° (10) 1786 + 42,5° (10) 1724 + 448 (10) 162,9 + 33,7
Glicose (mg/dl)’
C/M/X  (10) 1629 + 328  (9) 1994 + 27,6 (10) 196,1 + 27,6  (7) 196,6 = 389
C/M/X-0. (10) 1382 + 323 (10) 1842 + 368  (9) 1841 + 429  (8) 187,6 + 415
TZ/X (10) 68 + 48  (10) 154 + 96  (10) 121+ 97  (10) 85 + 85
A TZ/X-0,  (10) 69 + 38  (10) 18,1 + 161 (10) 13,1 + 12,6 (10) 10,1 + 108
Cortisol (ng/ml)*
CM/X (10 108 + 11,0 (9 159 + 134  (10) 148 = 11,5 (7 13,1 = 112
C/M/X-0:  (10) 64 + 49 (100 129 = 13,1 9 112+ 108 (8 114 = 102
Eletrdlitos
TZ/X (10) 1414 + 28  (10) 1424 + 28  (10) 1438 + 30  (10) 1446 + 33
TZ/X-0:  (10) 1409 + 13  (10) 1420 = 1,7  (10) 1434 + 1,5  (10) 1443 + 17
Na* (mmol/l)
C/M/X  (10) 1407 £ 33 (10) 1413 + 30  (10) 1415 + 34 6) 1430 = 20
C/M/X-0:  (9) 141,7 = 1,7 (10) 1424 + 2,1 ©9) 1418 = 1.8 ©9) 1418 = 22
TZ/X (10) 4204 (10) 42103 (10) 40 £ 0,5  (10) 41 + 04
K’ y TZ/X-0:  (10) 42 £ 04 (10 43 £ 05 (10 41+ 08 (100 42 = 09
(mmol/l) CMX  (10) 40 £ 05 (100 41 + 04  (10) 40 £ 05 (7 39 + 04
CM/X-0:  (9) 39 £ 05 (10) 40 £ 0,7 ) 42 £ 05 © 42 + 07
TZ/X (10) L1 £ 0,1 (10 1,0 £ 0,1 ) 0= 02  (10) 1,0 + 0,1
' . TZ/X-0,  (10) L0+ 01  (10) 1,0 + 0,1 (10) 1,0 + 0,1 (10) 1,0 + 0,1
iCa?" (mmol/1)’
C/M/X ©) 09 = 02  (10) L1 £ 0,1 (10) 1,0 + 0,1 ©) 1,0 + 02
C/M/X-0;  (10) 09 + 01  (10) 1,0 + 02 ) 1,0 + 0.2 ©) 1,0 = 0.2
TZ/X (10) 1124 £ 82 (10) 1147 £ 57  (10) 1132 + 94  (10) 1128 + 4.1
o y TZ/X-0.  (10) 1144 + 64  (10) 1137 + 7,6 (10) 112, + 69  (10) 1142 + 3.8
(mmol/l) CM/X  (10) 1148 £ 7.9 9 1147 + 97  (10) 1188 + 6,7 (7 1169 + 48
C/M/X-0; (10) 1134 = 100 (10) 1159 = 7.7 9 1145 = 85 ® 1109 = 1,0
TZ/X (10) 3083 £ 50  (10) 3139 + 36 (7) 3162 = 39 (8) 3177 = 47
) TZ/X-0:  (10) 3084 + 48  (10) 3136 + 3,7  (10) 3158 + 32  (10) 3172 + 45
Osmolalidade (mOsmol/l)
C/M/X (9) 3082 % 53 9) 3119 =57  (10) 3106 = 63 6) 313,01 = 44
C/M/X-0:  (9) 3077 = 39  (10) 3126 + 3.6 ) 3116 + 35 8 3117 + 35

TO = Apés indugdo anestésica; T20, T40 e T60 a cada 20 minutos de intervalo apés TO. "Numero de registros realizados para
cada valor médio (10 animais por grupo). ' A transformacdo logaritmica foi utilizada. Valores médios seguidos por letras
maiusculas diferentes nas colunas séo significativos ao nivel de 5% pelo teste de Tukey e indicam diferengas entre grupos em
determinado tempo. Valores médios seguidos por letras minusculas diferentes nas linhas séo significativos ao nivel de 5% pelo
teste de Tukey e indicam diferengas entre os tempos de monitoragdo em determinado grupo.
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Discussao

De acordo com nosso conhecimento, ndo ha relados na literatura sobre
valores de contagem de He, concentracédo de Hb e de VCM, HCM e CHCM para
veados-campeiro. Isso dificulta a compreensdo desses valores. Porém, ja foi
descrito para outras espécies de cervideos (MAEDE et al., 1990; MARCO; LAVIN,
1999; SZABO et al., 2005; MUNERATO et al., 2010) que a contencéo fisica ou
captura causa hemoconcentragéo, principalmente por contragdo esplénica como
resultado da liberagdo de catecolaminas. No presente estudo, nao foi possivel
observar diferencgas significativas na contagem de He logo ap6s indugdo anestésica
(TO) comparado aos tempos de colheita durante a anestesia (T20, T40 e T60) nos
grupos estudados. Isto pode estar relacionado ao maior tempo para obtengao da
primeira amostra de sangue venoso apd0s o inicio da captura no presente estudo
quando comparado aos demais estudos realizados em Mazama gouazoubira (2,0 £
1,0 min) (MUNERATO et al., 2010), Blastocerus dichotomus (imediatamente apds
contencdo fisica) (SZABO et al., 2005) e Cervus elaphus (< 10 min) (MARCO;
LAVIN, 1999).

A contagem total de leucécitos e de eosindfilos em todos os protocolos
estudados foi menor do que a observada para outra subespécie de veados-campeiro
(O. bezoarticus celler) de vida livre (UHART et al., 2003). Os maiores valores de
leucocitos totais e eosindfilos no estudo de Uhart et al.,, 2003 podem estar
relacionados a acao de endoparasitos naquela populagdo ou mesmo ao estresse
emocional e fisico agudo em fungdo do método de captura utilizado (MARCO;
LAVIN, 1999), embora detalhes sobre a captura ndo tenham sido fornecidos no
referido estudo.

Quanto a bioquimica sérica, os valores de creatinina observados no presente
estudo s&o similares aos observados em Mazama gouazoubira (MUNERATO et al.,
2010) e Cervus elaphus (MARCO; LAVIN, 1999) durante a contencdo fisica e
quimica com diferentes protocolos de anestesia. A hipotenséo, devido ao uso de
farmacos anestésicos, com consequente reducdo na taxa de filtracado glomerular
(FETTMAN; REBAR, 2004) é considerada a principal razdo para o aumento de

creatinina durante a contencdo quimica de cervideos (MUNERATO et al., 2010).
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Porém, no presente estudo, embora farmacos agonistas alpha-2 tenham sido
utilizados, ndo foi observada hipotensdo, o que, consequentemente, justificaria a
auséncia de alteragdes significativas na concentragao sérica de creatinina durante a
monitorag&do anestésica nos grupos estudados.

Os resultados obtidos no presente estudo indicam uma diferenca significativa
na concentracdo de ureia sérica em animais submetidos a associacdo TZ/X que
receberam SIO, nos tempos, TO e T40, em relagdo aos mesmos momentos no
C/M/X. Isto provavelmente se deve a um aumento na variabilidade nesse grupo,
causada por concentragbes mais elevadas de um individuo no grupo em questao.
Embora os valores de ureia desse individuo tenha sido acima do observado para os
animais do grupo esse néo foi retirado das analises, por ndo apresentar valores de
creatinina que indicassem quadro de disfuncéo renal. Variagbes na concentracéo de
ureia também ja foram descritas em Mazama gouazoubira (MUNERATO et al.,
2010). Estes autores concluiram que a pré-medicagéo oral com midazolam foi capaz
de reduzir significativamente os valores de ureia ap6s a contencéo fisica, por reduzir
a concentracdo de glicocorticoides poOs-estresse, o que consequentemente inibe o
aumento do catabolismo proteico pés-estresse (WESSON et al., 1979). Os valores
médios de ureia observados foram mais elevados do que os descritos para O.
bezoarticus celer (UHART et al., 2003) e inferiores aos observados para Mazama
gouazoubira (MUNERATO et al., 2010). No estudo de Munerato et al. (2010) a
desidratagcéo causada pelo jejum prolongado (24h) provavelmente elevou os valores
de ureia devido ao aumento do catabolismo energético, justificando as diferencas
mencionadas. Ja no estudo realizado com O. bezoarticus celer, a auséncia de
informagdes sobre o tempo para captura e imobilizacdo, e também das doses dos
farmacos utilizados, dificulta a comparagao dos dados.

As concentragdes de proteinas totais e albumina, observadas em todos os
tempos e protocolos estudados, foram inferiores as descritas para O. bezoarticus
celer de vida livre (UHART et al., 2003), Odocoileus vriginianus (PRESIDENTE et al.,
1973; WESSON et al, 1979) e Cervus elaphus (MARCO; LAVIN, 1999)
anestesiados e sem sinais de desidratagao. Isso pode estar relacionado a diferencas

na dieta dos animais, como descrito em Odocoileus virginianus (BAHNAK et al.,
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1979), ou a diferengcas consideradas fisiologicas entre espécies ou mesmo
subespécies de cervideos.

O aumento significativo da glicose plasmatica, durante a anestesia (T20, T40
e T60) em relacédo a TO nos TZ/X e TZ/X-O,, pode estar relacionada a dose de
xilazina mais elevada comparada a dose utilizada na associagédo C/M/X. O uso de
farmacos agonistas a-2 inibe a secreg¢éo de insulina pelo pancreas, mobilizando os
estoques de glicose hepatica com, consequente, elevagdo das concentragdes de
glicose plasmatica (KLEIN; KLIDE, 1989). Assim, os resultados observados estédo de
acordo com outros estudos em cervideos (WOLKERS et al., 1994; MARCO; LAVIN,
1999; MUNERATO et al., 2010) apds uso de farmacos agonistas a-2. Além disso, é
importante, mencionar que as catecolaminas s&o agentes estimulantes no sistema
cardiovascular e causam elevacdo na concentracdo de glicose (WESSON et al.,
1979). Portanto, o tempo de estresse, compreendido entre o inicio da perseguicao
dos animais até a completa indugcéo da anestesia, pode ter estimulado a liberagéo
de glicose contribuindo para sua elevagdo. Dessa forma, os valores médios mais
elevados de glicose em TZ/X, C/M/X e C/M/X-O,, embora nao significativos, sao
compativeis com maiores tempos de estresse, 41,2 £ 19,2, 43,9 +19,0e 486 7,3
minutos, respectivamente, observados nesses grupos quando comparados aos
valores médios observados no grupo TZ/X-O, cujo tempo de estresse foi de 30,2 +
17,6 min.

Era esperado valores médios significativamente maiores de cortisol sérico em
TO em decorréncia a captura. A concentragdo de glicocorticoides aumenta na
circulacdo sanguinea devido a liberagdo de fatores de liberacdo de corticotrofinas
em resposta a um estimulo estressor que, por sua vez, estimulam a sintese e
liberagdo do horménio adenocorticotréfico (ACTH) na hipofise. Assim a auséncia de
diferengas significativas nos valores de cortisol sérico na interagdo dos grupos com
os tempos de monitoragao pode estar relacionada a rapida metabolizacdo deste na
circulagéo sanguinea (PALME, 2012), levando a valores proximos aos niveis basais
para espécie em TO0, devido ao prolongado tempo de estresse mencionado
anteriormente e, consequente, demora para colheita das primeiras amostras de
sangue venoso. Além disso, outras possibilidades como alta sensibilidade do

anticorpo utilizado no ensaio imunoenzimatico, que reduz incidéncia de reacdes
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cruzadas; e diferengas interespecificas de temperamento e habituagédo a disturbios
antropicos podem ter contribuido para os resultados observados.

A reducédo significativa do lactato plasmatico apés TO, provavelmente esta
relacionado a cessagdo do exercicio muscular apos indugdo anestésica. Os valores
médios de lactato observados em TO do grupo TZ/X e TZ/X-O, sao inferiores aos
observados em Cervus dama (4,5 + 0,8 mmol/L) (FERNANDEZ-MORAN et al.,
2000) anestesiados com o mesmo protocolo anestésico, porém prdéximos aos
valores obtidos no TO do C/M/X e C/M/X-O,. Segundo estes autores, os animais
apresentaram uma excitagdo considerada moderada durante a indugc&o anestésica
com a associagao TZ/X, podendo justificar os valores elevados de lactato
observados. No presente estudo nao foi possivel correlacionar os valores de lactato
em TO ao tempo de estresse nos grupos estudados. Em Rangifer tarandus (RISLING
et al., 2011) foi observado que a SIO, durante 30 minutos de anestesia com a
associacéo etorfina e xilazina, resultou em menores valores de lactato durante a
imobilizacéo, entretanto, no presente estudo, a SIO néo alterou significativamente os
valores de lactato durante a contencao quimica.

A auséncia de detalhes sobre o tempo e método de captura outras espécies
e subespécies de cervideos dificultam a discussdo dos resultados dos eletrolitos e
lactato. Os valores médios de sddio no decorrer da anestesia foram menores que os
observados para Mazama gouazoubira de cativeiro anestesiados com cetamina,
xilazina e atropina e mantidos em anestesia com isofluorano apds contencéo fisica
manual (MUNERATO et al.,, 2010). Os valores médios de cloretos foram mais
elevados que os registrados em Mazama gouazoubira (MUNERATO et al., 2010),
Cervus elaphus (MARCO; LAVIN, 1999) e Dama dama (ENGLISH; LEPHERD,
1981) e os valores de potassio discretamente menores que os observados em O.
bezoarticus celer (UHART et al., 2003).

Conclusoes

As principais alteragbes na bioquimica observadas foram a elevagdo da

glicose e redugao do lactato plasmatico durante a anestesia, provavelmente em
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decorréncia do uso de xilazina e cessagao do exercicio, respectivamente. A SIO nos
grupos TZ/X-O, e C/M/X-O, nédo resultou em alteragdes nos parametros
hematoldgicos ou bioquimicos do sangue quando comparada aos grupos sem SIO.
Portanto, podemos concluir que os valores obtidos na hematologia, bioquimica
sérica e cortisol plasmatico sdo uteis como valores de referéncia para veados-
campeiro de vida livre anestesiados com as associagbes TZ/X e C/M/X, com e sem
SIO.
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CAPITULO 4 - Resposta hormonal e comportamental de veados-campeiro
(Ozotoceros bezoarticus) de vida livre ao estresse da captura e marcagao com

radio-colares

Resumo — O objetivo com este estudo foi avaliar a resposta hormonal e
comportamental de veados-campeiro (Ozotoceros bezoarticus) ao estresse da
captura e marcagcao com radio-colares. Vinte animais adultos, 11 fémeas e 9
machos, foram capturados no Pantanal sul-mato-grossense (Brasil) e marcados com
radio-colares de sistema VHF (grupo marcado). Animais adultos do mesmo sexo,
que nao passaram pela captura e marcagao, foram escolhidos aleatoriamente como
grupo controle. No dia pos-captura um observador seguiu os animais para colheita
de fezes e avaliagdo do comportamento. As amostras fecais eram imediatamente
refrigeradas e congeladas, em até 12 horas pos-colheita, a -20 °C. Metabdlitos de
glicocorticoides fecais (MGF) foram mensurados usando o ensaio imunoenzimatico
11-oxoetiocholanolone. O acesso qualitativo do comportamento (QBA) e as
consequéncias da captura foram avaliados utilizando terminologias pré-
determinadas e escores. A distancia de fuga foi obtida utilizando um “rangefinder”.
Os MGF aumentaram 19-22 h pds-captura e a concentragdo dos picos foram cinco
vezes (média) maiores do que suas respectivas concentragdes basais. Os valores
de MGF dos animais marcados foram significativamente maiores nos intervalos de
22-25 h e 25-28 h pds-captura comparados aos controles. Machos, mas nao as
fémeas, do grupo marcado tiveram valores de MGF significantemente maiores 22-25
h e 25-28 h pds-captura comparados com seus valores basais. Animais marcados
foram significantemente mais amedrontados (P = 0,02), socialmente menos
ocupados (p = 0,02) e menos defensivos (P = 0,04) que os controles.
Palavras-chave: acesso qualitativo do comportamento, ensaio imunoenzimatico,

glicocorticoides, Ozotoceros bezoarticus, ruminante
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Hormonal and behavioral stress responses to capture and radio-collar fitting in

free-ranging pampas deer (Ozotoceros bezoarticus)

Abstract - The aim of this study was to evaluate hormonal and behavioral
responses to capture and radio-collar fitting in free-ranging pampas deer (Ozotoceros
bezoarticus). Twenty adult deer, eleven females and nine males, were captured at
South Pantanal wetland (Brazil) and received VHF radio-collars (marked deer).
Untreated adult deer of the same sex were randomly chosen as control group. At the
post-capture day an observer followed all deer for feces collection and behavior
evaluation. Fecal samples were immediately refrigerated and frozen at -20 °C within
a maximum of 12 hours. Fecal glucocorticoid metabolites (FGM) were measured
using an 11-oxoetiocholanolone enzyme immunoassay. A qualitative behavior
assessment (QBA) and the consequences of capture were evaluated using pre-
defined terminologies and scores. Flight distance was recorded using a range finder.
FGM increased from 19-22 h after capture onwards and peak concentrations were 5
times (mean) higher as the respective baseline. FGM values of marked deer were
significantly higher at 22-25 h and 25-28 h compared with control deer. Marked male
but not female deer had significantly higher FGM values at 22-25 h and 25-28 h
compared with their baseline values. Marked deer were significantly more frightful (P
= 0.02), less socially occupied (P = 0.02) and defensive (P = 0.04) than controls.

Key words: enzyme immunoassay, glucocorticoids, Ozotoceros bezoarticus,

qualitative behavior assessment, ruminant
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Introducgao

A captura e o manejo de animais selvagens vém se tornando mais frequentes
nas ultimas décadas, principalmente devido a fragmentagdo e perda de habitat,
resultantes da interferéncia antropica nos diversos ecossistemas. Como
consequéncia, também aumentou consideravelmente o desafio dos profissionais
ligados a conservagédo em realizar tais procedimentos com minimo risco de injuria ou
morte aos animais (DELGIUDICE et al., 2005).

Cervideos sdo animais considerados ageis e violentos em resposta a um
estimulo estressor e, por esta razao, frequentemente sofrem alteracdes fisioldgicas
severas durante sua manipulacdo (GASPARINNI; DUARTE; NUNES, 1997). Os
problemas mais comuns relacionados com a contencgao fisico-quimica incluem a
ocorréncia de traumas, hiper ou hipotermia (BOESCH et al., 2001), desequilibrio
acido-basico, hipoventilagdo, hipoxemia (CAULKETT, 1997; MURRAY et al., 2000;
READ et al., 2001; READ, 2003) e miopatia de captura (CONNER et al.; 1987;
BERINGER et al.; 1996; PATERSON, 2007). Procedimentos que envolvam a
captura e a contencédo de cervideos s&o, na maioria das vezes, conduzidos para
colheita de sangue, biometria e marca¢ado dos animais com brincos e radio-colares
(DELGIUDICE et al., 2005).

Desde 1953, as vantagens da inconsciéncia e imobilidade vém estimulando
estudos sobre diferentes associagbes de farmacos para contencédo quimica de
cervideos (SEAL; BUSH, 1987). Ademais, recentemente vem se observando maior
preocupacao por parte dos pesquisadores em reportar as possiveis consequéncias
da captura, através da inclusao de taxas de mortalidade p6s captura e/ou entre
métodos de captura (DELGIUDICE et al., 1990; DELGIUDICE et al., 2005; DUARTE,
2008). Entretanto, de acordo com nosso conhecimento, ndo ha até o momento
informagdes a respeito das consequéncias do estresse pods-captura na resposta
hormonal e comportamental de cervideos, especialmente em espécies neotropicais.

A dosagem de hormoénios relacionados ao estresse pode ser uma ferramenta
util para a avaliagdo do estresse pos-captura em cervideos de vida livre, uma vez
que quantifica as mudangas fisiol6gicas dos animais. Os métodos nao invasivos de

mensuragdo dos metabdlitos de glicocorticoides fecais (MGF) s&o vantajosos
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quando comparados aos métodos invasivos (por ex., sangue ou saliva), por
possibilitar que a amostragem seja realizada facilmente, sem estresse extra e por
refletirem mudangas no perfil endocrino em resposta a estimulos estressores de
curto, ou, até mesmo, longo prazo (TOUMA; PALME, 2005; SHERIFF et al., 2011).
Informagdes comportamentais também podem melhorar o conhecimento sobre o
modo como cervideos de vida livre lidam com o estresse da captura e marcagéo
com radio-colar, uma vez que os individuos podem diferir na sua capacidade de lidar
com os desafios ambientais ou mesmo nao serem capaz de se habituar a situacdes
com estimulos estressores imprevisiveis (KOOLHAAS et al., 1999).

Ha registros de veados-campeiro (Ozotoceros bezoarticus) desde a Argentina
central até o meio-oeste e nordeste do Brasil, leste da Bolivia, Paraguai e Uruguai
(CABRERA, 1943; 1960). Essa espécie tem preferéncia por areas abertas como
campos, pampas, savanas e cerrados (MERINO et al., 1997). No Brasil, ocorrem
duas subespécies: O. bezoarticus bezoarticus e o O. Bezoarticus leucogaster
(RODRIGUES et al., 2007), sendo as maiores populagdes encontradas no Parque
Nacional das Emas (RODRIGUES, 2003) e no Pantanal mato-grossense,
respectivamente (MOURAO et. al., 2000; TOMAS et al., 2001; TOMAS et al., 2011).
O veado-campeiro € considerado atualmente vulneravel segundo a lista brasileira de
espécies ameacadas (DUARTE et al., 2012) e quase ameagado de acordo com a
lista internacional (IUCN) de espécies ameacadas (GONZALEZ; MERINO, 2008).
Essas classificacbes podem ser atribuida a perda de habitat, causada pela
expansao da agricultura, a caca e as doencgas transmitidas pelo gado (MERINO et
al., 1997). Entretanto, populacdes com altas densidades (TOMAS et al., 2001) e
cerca de 60.000 individuos (MOURAO et. al., 2000) ainda podem ser encontradas
no Pantanal brasileiro.

Pesquisadores geralmente assumem que a captura e a marcagéo com radio-
colar causam efeitos insignificantes nos animais (MOLL et al., 2008). Entretanto, os
efeitos da captura no comportamento individual ou mesmo na resposta hormonal
raramente sao avaliados em animais de vida livre, principalmente devido a
dificuldade em seguir animais controles ndo marcados (COTE; FESTA-BIANCHET;

FOURNIER, 1998). Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a resposta hormonal
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e comportamental ao estresse da captura e marcacdo com radio-colar de veados-

campeiro (Ozotoceros bezoarticus) durante o dia pds-captura.

Material e métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Bem Estar Animal (CEBEA)
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV - Unesp, protocolo
015077/09) e obteve licenca do ICMBio (numero 21491-1) para captura dos animais

e colheita de material biologico.

Area de estudo

O Pantanal é uma planicie de inundagdo sazonal, localizado préximo ao
centro geografico da América do Sul, com aproximadamente 100 metros de altitude.
E drenado a oeste por tributarios do rio Paraguai, que fluem, por sua vez, ao sul, ao
longo da fronteira oeste do Pantanal (MOURAO et al., 2000). A area de estudo inclui
as fazendas da Nhumirim (campo experimental da Embrapa Pantanal) e da Alegria,
ambas localizadas em uma regido conhecida como Nhecolandia (18° 59’ 15” S; 56°
37’ 03” O), no Pantanal sul-mato-grossense, Brasil. A Nhecolandia possui estagao
chuvosa durante o verdo (novembro a margo) e periodos de seca que vao,
aproximadamente, de abril a outubro. Inundagbées sdo comuns de dezembro a maio
na area de estudo e estas submergem areas abertas de campos, cerrados e corpos
d’agua sazonais. Durante a seca, apenas alguns rios perenes, lagos e lagoas
persistem, ficando a fauna silvestre concentrada ao redor destes corpos d’agua
(MOURAO et al., 2000).

Animais

Vinte veados-campeiro adultos, 11 fémeas e nove machos, foram
aleatoriamente capturados e contidos quimicamente, por via intramuscular,
utilizando-se duas associa¢des anestésicas. As capturas ocorreram no periodo de
junho a julho de 2010. As associagbes tiletamina-zolazepam/xilazina (2,5 / 1,0

mg/kg, respectivamente) e cetamina/midazolam/xilazina (6,0 / 0,45 / 0,3 mg/kg,
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respectivamente), com e sem suplementacao intranasal de 100% de oxigénio em
fluxo de 3 L/min, foram utilizadas para contengédo quimica como parte de um estudo
de anestesiologia. As doses dos farmacos foram calculadas para um peso estimado
de 30 kg. Ap6s 60 minutos da administragdo da anestesia, todos os animais
receberam a administracdo de 0,2 mg/kg de cloridrato de ioimbina (2 da dose por
via intramuscular e Y2 via intravenosa) para antagonizar os efeitos da xilazina. Os
métodos de captura utilizados consistiram na aproximac¢do do atirador, utilizando
veiculo ou a pé, perfazendo manobras circulares ao redor dos animais, no intuito de
diminuir progressivamente a distadncia do atirador dos mesmos. Quando uma
distdncia de 15-25 metros era alcangada, os protocolos anestésicos eram
administrados usando dardos e rifle de ar comprimido!. Todos os animais foram
capturados no periodo da tarde dos dias experimentais e foram marcados com
radio-colares com sistema VHF2. Além disso, os animais foram marcados com
brincos para possibilitar a identificacao dos individuos em caso de problemas com os
radio-colares.

No dia pos-captura, durante o periodo de luminosidade, um mesmo
observador seguiu 0s animais marcados com radio-colares (grupo marcado), para
colheita de fezes e avaliagdo do comportamento. Veados-campeiro adultos e do
mesmo sexo, que ndo foram submetidos a captura, foram aleatoriamente escolhidos

(grupo controle) e também tiveram as fezes colhidas e o comportamento avaliado.

Colheita das amostras

Amostras fecais foram colhidas do reto dos animais durante as anestesias
(amostras basais — Oh). No dia péds-captura, apés a localizacdo dos animais
marcados, por meio da telemetria, um observador se aproximava a pé para
observacéo da defecacéo e colheita das fezes frescas. Fezes frescas também foram
colhidas de animais do grupo controle. Apos a colheita, as amostras foram
imediatamente colocadas em sacos plasticos, identificadas e refrigeradas em bolsa
térmica contendo gelo reciclavel (BT), até que pudessem ser congeladas a -20°C

(com no maximo 12h apds a colheita). Para facilitar as analises estatisticas, as

1 Dist-Inject®, Modelo 50, Basel, Switzerland.
2TXE-335C, Telenax, Playa Del Carmen, México.
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amostras fecais foram divididas em diferentes intervalos de tempo, baseados no
horario de defecacao (Oh, 16-19h, 19-22h, 22-25h e 25-28h) pds-captura.

Experimento de estocagem

Para avaliar a estabilidade dos MGF armazenados em BT e em temperatura
ambiente (TA), um experimento de estocagem foi conduzido de maneira semelhante
ao descrito por Rehnus, Hacklander e Palme (2009). Quatro amostras de fezes
foram utilizadas. Tais amostras foram colhidas frescas, em dias diferentes, de dois
machos e duas fémeas escolhidos aleatoriamente e que n&do foram submetidos a
captura. Cada uma das amostras foram homogeneizadas, divididas em 11 sub-
amostras e transferidas, individualmente, para tubos criogénicos. Uma sub-amostra
foi congelada, a -196°C, imediatamente apds a colheita (Oh), usando nitrogénio
liquido, enquanto as outras 10 sub-amostras foram armazenadas em BT e TA por 1,
2, 4, 8 e 16h, respectivamente e, entdo, congeladas a -196°C por 24h e

posteriormente armazenadas a -20°C até o momento das dosagens.

Dosagem dos MGF

As amostras fecais foram liofilizadas3 por 72h. As fezes secas foram entéo
pulverizadas e 0,5 g do po resultante foi pesado e extraido em 5 ml de metanol
(80%). Apo6s agitagao manual em vortex (30 seg), a mistura foi agitada por 12h em
temperatura ambiente, utilizando agitador de tubos, e agitada em vortex novamente
(30 seg) antes de ser centrifugada (1.075 g, 15 min). Uma aliquota do sobrenadante
dos extratos (0,5 ml) foi evaporada para ser enviada ao laboratério de Bioquimica da
Universidade de Viena, Austria, responsavel pelas dosagens. Os extratos secos
foram reconstituidos em 0,4 ml de metanol (100%), seguido de agitacdo em vortex
(1 min) e adicéo de 0,1 ml de agua destilada, antes da dosagem. As concentragdes
de MGF foram determinadas nos extratos (diluidos 1:10 e 1:100 em tampéo de
diluigéo) através de ensaio imunoenzimatico (EIA).

Inicialmente, dois 11-oxoetiocholanolone EIAs, desenvolvidos para
ruminantes (PALME; MOSTL, 1997; MOSTL et al., 2002), foram testados nas

amostras fecais, colhidas durante a anestesia (0 h) e apd6s a captura, de seis

3 Model LGA05, Web LMW Medizintechnik, Leipizig, Germany.
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animais marcados (trés machos e trés fémeas), para validar biologicamente o
método (TOUMA; PALME, 2005). O EIA que determina metabdlitos com a estrutura
11, 17-dioxoandrostane foi escolhido porque maiores quantidades de MGF e
aumentos mais pronunciados desses metabdlitos foram detectados apds a captura
nas fezes com esse EIA. Assim, as amostras colhidas nesse estudo foram
analisadas em sua totalidade apenas utilizando este EIA. A descricdo geral dos
procedimentos e das reacbdes cruzadas do EIA utilizado estdo disponiveis em
detalhes no estudo de Palme e Méstl (1997). Os coeficientes de variagao dentro do
ensaio (intra-assay) foram < 10% e os coeficientes de variagdo entre ensaio (inter-
assay) foram de 9,6% e de 13,8% (n = 17 placas) para o pool de amostras dos
controles alto e baixo, respectivamente. A sensibilidade do ensaio foi de 4,8 ng/g

fezes.

Avaliagcdo comportamental

Assim que os animais marcados e controles foram localizados, a observacgéo
do comportamento teve inicio. Animais solitarios eram assim registrados e animais
em grupo tinham a composi¢cdo do grupo descrita pelo numero de animais de
diferentes sexos e faixa etaria (adultos/jovens). O acesso qualitativo do
comportamento (QBA) foi realizado ap6s, no minimo, 15 min de observagdo do
comportamento dos animais, usualmente no meio do periodo da manha. O QBA
consistia em um formulario de avaliacédo contendo termos pré-definidos (calmo,
indiferente, desconfiado, alerta, agressivo, amedrontado, socialmente ocupado e
defensivo) com escalas visuais analiticas de 12,5 cm (variando de minimo a maximo
com uma linha continua sem escalas entre estes pontos) adicionadas a cada termo.
O mesmo observador registrava os termos pré-determinados por meio de uma
marca no ponto apropriado da escala. Este escore foi registrado pela mensuragéo
da distancia em centimetros entre o ponto “minimo” a esquerda e a marca que
cortou a linha continua da escala feita pelo observador. Outros dois termos também
foram avaliados, utilizando o mesmo tipo de escala do QBA, para identificar a
intensidade de reatividade ao observador e de forrageamento exibida pelos animais.
Apés a realizacdo do QBA, o observador aproximava-se calmamente em diregcao ao

animal, a partir de uma distancia de 100 metros, para registrar a distancia de fuga,
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utilizando um “rangefinder”¥. Quando os animais fugiam do observador, a distancia
de fuga era registrada. As consequéncias da captura para os animais marcados com
radio-colares foram avaliadas utilizando os seguintes escores: 1 — Boa (animal sem
sinais de claudicagdo, ataxia ou comportamento agonistico por parte de outros
animais); 2 — Satisfatoria (animal com sinais leves de claudicagéo ou ataxia); 3 —
Ruim (animal com severa claudicagdo e/ou ataxia e/ou sofrendo comportamento

agonistico de outros animais).

Anélises estatisticas

Como os dados referentes as dosagens de MGF nao tiveram distribuicéo
normal, a transformacao logaritmica (observagéo + 1) foi utilizada para normalizar os
dados originais. Assim, os dados foram analisados por meio da analise de variancia
de medidas repetidas (ANOVA) usando delineamento experimental em parcelas
subdivididas, com os grupos (marcado e controle) ou sexos (fémeas e machos)
como fonte principal de variagdo e os intervalos de tempo (0h, 16-19h, 19-22h, 22-
25h e 25-28h) e as interagdes dos grupos ou sexos com os intervalos de tempo
como fonte secundaria de variacdo. Essa analise foi seguida pela aplicacéo do teste
de Tukey. A maior porcentagem de aumento em relacdo ao basal (“pico”)
mensurada para cada animal do grupo marcado e os valores médios de MGF
obtidos para cada animal controle foram correlacionadas aos dados
comportamentais utilizando o teste de correlagdo de Spearman. Essas analises
estatisticas foram realizadas usando o SAS 9.0>.

Os dados do QBA, registrados para os animais marcados e controles, foram
analisados usando a analise de componentes principais (PCA) para indicar quais
termos do QBA se agrupavam com maior proximidade. Além disso, os valores
obtidos em centimetros, a partir das escalas visuais analiticas para cada termo do
QBA, foram multiplicados por suas respectivas distancias Euclidiana (usando os
valores do primeiro e do segundo componente, obtidos para cada caso na PCA,
para calcular a distédncia Euclidiana de cada observagdo) e, posteriormente,

analisados pelo teste—t de Student. Esta analise visou verificar se os termos do QBA

4 SCOUT 100 ARC, Bushnell, Overland Park, USA.
5 SAS Institute Inc., Cary, NC, USA.
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que se agrupavam com maior proximidade diferiam significativamente entre os
grupos. Os dados referentes a reatividade ao observador, forrageamento e as
distancias de fuga obtidas, foram também analisadas utilizando o teste-t de Student.
Possiveis diferencas entre fémeas e machos marcados para os escores da captura
foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon. A PCA foi realizada
usando o programa Statistica 7.0¢. Valores de p < 0,05 foram considerados

significativos.

Resultados

No dia pés-captura, uma fémea do grupo marcado ndo defecou e por esta
razao foi retirada das analises. Outras duas fémeas do mesmo grupo n&do puderam
ser seguidas durante todo o periodo de luminosidade do dia pés-captura devido a
problemas no receptor do sistema de telemetria, mas foi possivel colher uma
amostra fecal durante a primeira visualizacdo destes animais. Desta forma, foi
possivel colher fezes de 10 fémeas e nove machos marcados. O grupo controle foi
constituido de nove fémeas e nove machos.

Os MGF aumentaram significativamente (P < 0,01) a partir de 19-22h pds-
captura e as concentragdes obtidas nos “picos” foram de 2 a 17 vezes (média: 5)
maiores do que suas respectivas concentragdes basais. Os valores de MGF dos
animais marcados foram significativamente maiores (P < 0,01) nos intervalos 22-25h
e 25-28h pébs-captura comparados aos valores obtidos para os controles nos
respectivos intervalos de tempo (Figura 1). Machos marcados apresentaram valores
de MGF significativamente maiores nestes intervalos comparados com seus valores
basais (P < 0,01). Entretanto, em fémeas marcadas os valores de MGF pos-captura
nao diferiram significativamente dos valores basais (Figura 2). As concentragdes de
MGF n&o variam significativamente em fungdo do armazenamento em BT (7,1 %
5,6°C; média £ DP) ou a TA (21,3 £ 7,6°C) por um periodo de até 16h.

6 StatSoft Inc., Tulsa, Ok, USA.
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Figura 1 — Concentracdo de MGF de veados-campeiro (Ozotoceros bezoarticus) de

vida livre, marcados com radio-colares durante a captura (grupo marcado) e nao

submetidos a captura (grupo controle). Valores expressos por medianas e quartis. O

numero de amostras de fezes colhidas dos animais marcados (em cinza) e controles
(em branco) foram 19/7/13/13/9 e 4/14/13/6, respectivamente. Os asteriscos indicam

diferencas significativas (P = 0,01, teste de Tukey) entre os grupos marcado e

controle.



91

10000 - *

8000 -

6000 -

4000 -

MGF (ng/g de fezes)

2000 -

——

0 - /L
I 771 T T ] 1

Basal 16 19 22 25 28
Horas apds a captura

Figura 2 — Concentracdo de MGF apds a captura em ambos os sexos de veados-
campeiro (Ozotoceros bezoarticus) de vida livre. Valores expressos por medianas e
quartis. O numero de amostras colhidas ap6s a captura de machos (em branco) e
fémeas (em cinza) foram 9/4/8/8/4 e 10/3/5/5/5, respectivamente. Os asteriscos
indicam valores de MGF significativamente maiores (P = 0,01; teste de Tukey) em
machos marcados nos intervalos de tempo 22-25 h e 25-28 h quando comparados

com seus valores basais.

N&o foram observadas diferencas entre as distancias de fuga entre animais
marcados (36,1 + 23,6 m) e controles (28,7 + 14,8 m). Entretanto, a distancia de
fuga das fémeas (n = 9; 47,0 £ 24,1 m) foi significativamente maior que a dos
machos (n = 9; 21,8 + 21,4 m) no grupo marcado. Também ndo foram observadas
diferengas entre animais marcados e controles e entre os sexos para a reatividade
ao observador. Entretanto, nos animais marcados, a maior porcentagem de aumento
dos MGF teve uma correlacao negativa (P = 0,01, r = - 0,65) com a reatividade ao

observador.
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A PCA demonstrou dois componentes principais (explicando 37,31% e
19,54% do total da variagao entre os animais). O primeiro componente teve uma alta
correlagcdo negativa com os termos desconfiado, alerta e amedrontado e uma alta
correlagao positiva com os termos calmo, indiferente e socialmente ocupado (Tabela
1, Figura 3). Quando os valores obtidos na escala visual analitica foram
multiplicados pela distancia Euclidiana dos termos do QBA obtidos na PCA e entéo
analisados pelo teste-t, foi possivel observar que os animais marcados foram mais
amedrontados (P = 0,02), menos socialmente ocupados (P = 0,02) e menos

defensivos (P = 0,04) que os animais controle.

Tabela 1 — Terminologias com as maiores correlagbes positivas e negativas em

cada componente da PCA.

T inologi Componentes
erminologia 1° >° 3° 4° 5°

Calmo 0,78 0,15 0,32 -0,25 -0,30
Indiferente 0,70 0,33 -0,41 0,06 -0,22
Desconfiado -0,83 -0,25 0,00 -0,06 -0,13
Alerta -0,80 -0,10 0,15 -0,46 -0,12
Agressivo 0,13 -0,51 0,50 0,66 -0,08
Amedrontado -0,60 0,28 -0,49 0,47 -0,16
Socialmente ocupado 0,41 -0,66 -0,38 -0,11 0,42

Defensivo 0,15 -0,77 -0,31 -0,11 -0,46
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Entre os animais marcados, um macho morreu no dia pds-captura devido a
um acidente ofidico, sendo o veneno no local da picada compativel com serpentes
do género Crotalus, e outro foi eutanasiado trés dias ap6s a captura, devido a
miopatia de captura, diagnosticada em exames pds-morte. Trés machos, incluindo o
animal picado por cobra, e uma fémea, claudicaram e tiveram ataxia severa e por
estas razbes receberam o escore 3 no etograma das consequéncias da captura.
Estes animais foram anestesiados com a associagcao cetamina/midazolam/xilazina.
Entretanto, ndo foram observadas diferengas entre os animais marcados para os
escores de consequéncia de captura.

Os dois machos marcados que morreram nao exibiram comportamento de
forrageamento e foram, consequentemente retirados da analise do comportamento
de forrageamento. A intensidade do comportamento de forrageamento n&o foi
diferente entre animais marcados e controle. No entanto, fémeas marcadas exibiram
comportamento de forrageamento em menor intensidade (teste-t de Student, P =

0,04) do que os machos marcados no dia pds-captura.

Discussao

Com o presente estudo objetivou-se avaliar a resposta hormonal e
comportamental ao estresse da captura e marcacdo com radio-colares de veados-
campeiro de vida livre. Nos animais capturados (grupo marcado), foi observado
valores significativamente mais elevados de MGF nos intervalos 22-25h e 25-28h
apos a captura quando comparados com animais do grupo controle. Nos machos,
mas nao nas fémeas, os valores de MGF obtidos nos intervalos mencionados foram
significativamente mais elevados do que os seus respectivos valores basais (Oh). Na
analise dos dados comportamentais, foi possivel observar que as fémeas exibiram
maior distancia de fuga e menor comportamento de forrageamento que os machos
no grupo marcado. Além disso, os animais marcados foram significativamente mais
amedrontados, menos socialmente ocupados e defensivos do que o grupo controle.
A porcentagem de aumento de MGF (valores de “pico”) no grupo marcado

correlacionou-se apenas a reatividade ao observador.
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Para uma monitoragdo realista da atividade adrenocortical utilizando a
mensuracdao de MGF é importante a validagdo das técnicas utilizadas (TOUMA;
PALME, 2005; SHERIFF et al., 2011). Assim, com base na validagao bioldgica, o
EIA 11-oxoetiocholanolone (MOSTL; PALME, 1997) foi escolhido para mensuracgéo
dos MGF neste estudo, pois este detectou mudancgas nas concentragbes de MGF
com significado biol6gico, resultando em picos de concentragdo em média cinco
vezes (duas a 17 vezes) maiores que os respectivos valores basais nos animais
submetidos a um estimulo estressor considerado relevante (grupo marcado). Uma
elevacao comparavel (2,9 a 4,3 vezes) na concentracao de MGF foi observada em
Dama dama L. (KONJEVIC et al., 2011) 18 e 22h ap6s a aplicagdo de horménio
adrenocorticotrofico (ACTH), utilizando o referido EIA 11-oxoetiocholanolone. O
mesmo EIA também foi utilizado com sucesso para mensuragdo da atividade
adrenocortical em diferentes espécies de ruminantes (PALME, 2012). Estimulos
como transporte (DEHNHARD et al., 2001), disturbios causados por seres humanos
(HUBER et al.,, 2003b), diferentes sistemas de manejo de animais cativos
(CHRISTOFOLETTI; PEREIRA; DUARTE, 2010), introdugédo de individuos de vida
livre ao cativeiro (PEREIRA; DUARTE; NEGRAO, 2006) e contengao fisica realizada
por meio de sistemas de contencdo (MOLL et al., 2008), também foram descritos
como validagao bioldgica para varias espécies de cervideos.

A auséncia de diferencas significativas nas concentragbes basais de MGF
entre as fémeas e os machos do grupo marcado ou entre 0s sexos no grupo controle
sugere que nao existem diferencas entre sexos para excre¢cdao de MGF em veados-
campeiro. Resultados semelhantes foram descritos em Cervus elaphus (HUBER et
al., 2003a,b), Mazama gouazoubira e Blastocerus dichotomus (CHRISTOFOLETTI,
PEREIRA; DUARTE, 2010). Entretanto, no presente estudo foi possivel observar
que as concentragdes médias de MGF em fémeas apoOs a captura e marcagdo com
radio-colares nao diferiram significativamente dos respectivos valores considerados
basais. Esse resultado pode refletir duas possiveis situagdes: (1) nas fémeas as
amostras com as concentragbes mais elevadas (“pico”) de MGF n&o foram colhidas
pelo observador no dia poés-captura (amostras perdidas) ou (2) as fémeas de

veados-campeiro sao menos susceptiveis ao estresse.
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As fémeas do grupo marcado exibiram comportamento de forrageamento
significativamente menor no dia pds-captura quando comparadas aos machos do
mesmo grupo. A interrupcdo ou reducdo na ingestdo de alimentos pode ter
contribuido para redugdo no numero de defecagcbes durante o periodo de
luminosidade do dia poés-captura (apenas 18 amostras puderam ser colhidas
comparadas com as 28 colhidas dos machos marcados) e, consequentemente, ter
aumentado o tempo necessario para excrecdo dos MGF. Entretanto, nao foi possivel
colher amostras de todas as defecag¢des no dia pds-captura, uma vez que alguns
animais nao permitiram a aproximac&o adequada do observador, o que pode ter
resultado em perda de algumas amostras de fezes, especialmente em fémeas do
grupo marcado, que exibiram maior distancia de fuga do que os machos do mesmo
grupo. Dessa forma, ambas as possibilidades podem ter contribuido para que a
elevagdo na concentragdo de MGF ap6s a captura nao tenha sido significativa em
fémeas do grupo marcado.

Curiosamente, mesmo com um menor numero de amostras colhidas de
fémeas, foi possivel observar uma elevagcdo na concentracdo de MGF apo6s a
captura, entretanto, esta foi menor do que o observado em machos (duas a nove
vezes contra trés a 17 vezes a mais que seus respectivos valores basais). O
reduzido tamanho amostral, por outro lado, pode ter contribuido para a falta de
poder estatistico de discriminacdo entre os sexos, uma vez que foi observado
grande variacao individual na concentracdo de MGF. A maioria dos estudos que
avaliaram os MGF apds um estimulo estressor em cervideos foram conduzidos
apenas em machos (DEHNHARD et al., 2001; PEREIRA; DUARTE; NEGRAO,
2006) ou entdo ndo mencionam diferencas entre sexos para a elevagdo de MGF
apos o estresse (MOLL et al., 2008). Em Mazama gouazoubira e em Blastocerus
dichotomus nao foram observadas diferengas entre sexos para as concentragdes de
MGF ap6s mudangas no sistema de manejo de animais cativos (CHRISTOFOLETTI;
PEREIRA; DUARTE, 2010). Entretanto, apenas trés machos e trés fémeas de cada
espéecie mencionada foram utilizados no estudo de Christofoletti, Pereira e Duarte
(2010) e a grande variagao individual observada pode ter mascarado uma possivel
diferenga entre sexos na elevacdo de MGF pos-estresse. Em um estudo com

fémeas de Cervus elaphus (HUBER et al., 2003b), os animais que passaram por
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contencéo quimica tiveram um aumento 774% menor apés administragcdo de ACTH
comparado aos animais que passaram pelo teste do ACTH sem contencdo quimica,
indicando que a anestesia pode interferir com a liberacdo de glicocorticoides ou
excrecédo de MGF. Entretanto, no referido estudo n&o foram utilizados machos.

Diferentes estilos na resposta comportamental ao estresse vém sendo
correlacionados com as concentragdes de MGF nas diferentes espécies (STOWE et
al., 2010) e dois padrdes de resposta ao estresse, proativo com menor ativagdo do
eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) e reativo com maior ativagéo do eixo HPA,
podem ser distinguidos (KOOLHAAS et al., 1999). N6s observamos que o aumento
nas concentragdes de MGF nos animais marcados se correlacionam negativamente
com a reatividade ao observador no dia pos-captura. Fato esse que pode estar
relacionado com os padrdes de resposta ao estresse descritos por Koolhaas et al.
(1999), onde animais que exibem um comportamento de imobilidade em situacdes
estressantes frequentemente tém uma ativacdo do eixo HPA pronunciada apés o
estresse.

Entretanto, também seria esperado que as elevagdes nas concentragdes de
MGF nos animais marcados se correlacionassem com a distancia de fuga registrada
no dia pds-captura, uma vez que ja foi descrito tal correlagdo em veados-campeiro
de vida livre submetidos a disturbios causados pela presenga de seres humanos no
entorno de sua éarea de protecdo (PEREIRA; DUARTE; NEGRAO, 2006), porém,
isso nao foi observado. Uma possivel explicagdo para essa diferenca pode ser o
reduzido numero de amostras colhidas dos animais marcados no dia pds-captura
neste estudo (n = 46) comparado ao estudo mencionado (n = 186), o qual aumenta o
efeito da variagdo individual na analise dos MGF. Além disso, a disténcia de fuga
significativamente maior em fémeas que em machos no grupo marcado e o fato de
que os machos marcados tiveram elevacgdes significativas na concentracédo de MGF
(comparado ao basal) também reforcam a ideia de que as fémeas de veados-
campeiro respondem de forma diferente ao estimulo estressor, exibindo um
comportamento proativo com maiores distdncias de fuga e menores elevagdes nas
concentragcbes de MGF, mesmo que ndo tenha sido possivel observar uma

correlagao estatistica entre as concentra¢des de MGF e a distancia de fuga.
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O QBA foi util para avaliar as diferencas entre os animais marcados e
controles e permitiu inferir sobre o comportamento por meio de escalas visuais
analiticas objetivas. O fato de animais marcados serem mais amedrontados e menos
socialmente ocupados e defensivos do que animais controle, pode ter relevancia em
capturas que envolvam fémeas lactantes ou as acompanhadas de filhotes jovens.
De acordo com C6été, Festa-Bianchet e Fournier (1998), foi observado declinio na
sobrevivéncia de filhotes de Oreamnos americanus devido ao abandono por parte de
suas maes apos a anestesia. No presente estudo, duas das 10 fémeas monitoradas
estavam acompanhadas dos filhotes durante a captura. Apenas uma delas néo foi
vista em companhia do filhote no dia po6s-captura, o que pode ser caracterizado
como abandono. Entretanto, o impacto desse abandono na sobrevivéncia do filhote
nao pbéde ser avaliada devido ao curto periodo de monitoracdo. A diminuicdo do
comportamento de defesa apdés a captura nos animais marcados pode ser
preocupante em areas com alta pressao de predagdo. Em um estudo que avaliou a
mortalidade pés-captura de Odocoileus virginianus, os autores descreveram que
37,5% dos 6bitos causados por lobos no periodo de 14 dias pds-captura ocorreram
no dia seguinte a captura dos animais (DELGIUDICE et al., 2005), indicando alto
risco de predacéo em funcao da captura e manipulagio.

As consequéncias negativas da captura incluiram claudicacéo e ataxia severa
em 20% dos animais marcados, o que pode predispor 0os animais a predacao ou
preceder a mortalidade tardia devido a miopatia de captura como observado em
Odocoileus virginianus (BERINGER et al., 1996; DELGIUDICE e tal., 2005). A
associacdo de cetamina/midazolam/xilazina, utilizada em um dos protocolos
anestésicos, resultou em periodos de indug¢ao mais longos (18,4 £ 12,4 min) quando
comparada a associacao tiletamina-zolazepam/xilazina (11,7 + 6,8 min). Isso pode
ter resultado em maior esforco muscular durante a inducdo anestésica e,
consequentemente, estar relacionado a alta incidéncia de ataxia poOs-anestesia
(PATERSON, 2007), uma vez que, com excec¢édo do animal picado por cobra, todos
0s animais que apresentaram estes sintomas foram anestesiados com o protocolo
cetamina/midazolam/xilazina.

Metade da taxa de mortalidade registrada (10%) foi atribuida a miopatia de

captura com base nos achados de necropsia e histologia muscular, sendo esse
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percentual semelhante a taxa de 4,9% observada em um estudo que avaliou a taxa
de mortalidade pds-anestesia em Blastocerus dichotomus capturados em vida livre
sem a utilizagcdo de armadilhas para captura (DUARTE, 2008). O acidente ofidico
que levou um dos animais a 6bito, ocorreu no maximo apos 12h da recuperagao
anestésica e, portanto, foi provavelmente causado pela reducao do estado de alerta
do animal durante esse periodo em fun¢cdo da anestesia. Entretanto, a ocorréncia

deste sem nenhuma correlagdo com o evento da captura ndo pode ser excluida.

Conclusoes

Assim, com base nos dados comportamentais, recomenda-se maior cuidado
durante capturas envolvendo fémeas de veados-campeiro acompanhadas de filhotes
e animais em areas com alta pressédo de predacado. As analises de MGF revelaram
uma possivel diferenga entre fémeas e machos na resposta ao estresse e parece
razoavel sugerir que as fémeas dessa espécie sdo menos susceptiveis ao estresse
de captura e marcagdo com radio-colares do que os machos, o que pode estar
relacionado a anestesia ou a diferengas na maneira como os animais lidam com a
captura. Porém, devido ao reduzido numero de amostras obtidas neste estudo,
investigacdes futuras sdo necessarias para confirmar tais achados e elucidar o

possivel mecanismo das diferencas entre sexos observadas.
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