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O coelho-bravo e a doenca
hemorragica viral do coelho

O coelho-bravo (Oryctolagus cuniculus)

é uma espécie-chave dos ecossistemas
mediterranicos, sendo presa preferencial
e, em alguns casos, quase exclusiva de
espécies emblematicas da Peninsula
Ibérica, como por exemplo o lince-ibérico
(Lynx pardinus) e a aguia-imperial-ibérica
(Aquila adalberti). E também dificil
ignorar a sua importiancia no panorama
socioecondmico portugués, ja que o
coelho-bravo constitui uma das principais
espécies cinegéticas no quadro venatdrio
nacional.

No passado, as populagdes naturais de
coelho-bravo da Peninsula Ibérica foram
extremamente abundantes. No entanto,
estas populagdes foram diminuindo
paulatinamente, acumulando declinios na
ordem dos 80%, em resultado da pressao
de predacgdo, degradagdo e fragmentagio
do habitat e surtos de etiologia viral,
entre outros fatores. De facto, desde

os anos 1980, esta espécie tem sido
afetada pela doeng¢a hemorragica viral do
coelho (DHV), com epizootias sazonais
associadas a elevadas taxas de mortalidade
[1]. Em 2010, o aparecimento de um
novo genotipo (designado inicialmente

RHDV2 ou RHDVb, mas presentemente
denominado GI.2), perturbou a ainda
fragil recuperagdo das populagdes a que se
vinha a assistir até entdo [2,3].
Aparentemente, o GI.2 substituiu o
genotipo classico anteriormente em
circulagdo [4], ja que os casos de DHV
descritos desde 2012 correspondem ao
novo genotipo. O GI.2 causa elevada
mortalidade nos coelhos juvenis,
contrariamente ao que acontecia com

0 gendtipo classico, limitando ainda

mais o crescimento das populagdes.
Curiosamente, o GI.2 ¢ também capaz de
causar mortalidade em varias espécies de
lebre que ocorrem na Europa; no entanto
até agora nao foi descrito qualquer caso de
morte por infe¢do com GI.2 da espécie de
lebre presente em Portugal, a lebre-ibérica
(Lepus granatensis).

O projeto +Coelho

O aparecimento e impacto do GI.2 tornou
premente implementar estratégias para

a recuperagio das populagdes naturais

de coelho-bravo, nomeadamente o ajuste
da pressdo cinegética e da translocagio

de animais. Sem uma avaliagdo sanitaria
prévia, estas estratégias podem tornar-se
ineficazes e colocar em risco as populagdes
de coelho-bravo. Neste sentido, surgiu a
necessidade de por em pratica um projeto
de ambito nacional, multidisciplinar, a fim
de mitigar o impacto do GI.2.

O projeto +Coelho pretende identificar

e implementar as medidas profilaticas e
sanitarias mais adequadas e promover boas
praticas de gestdo, tendo como objetivos
finais inverter o processo de declinio
continuado das populagdes de coelho-
bravo, e repor o equilibrio ecoldgico
desejavel. Os objetivos principais deste
projeto sdo: (i) controlar a mortalidade
associada a DHYV, (ii) fomentar populagdes
viaveis de coelho-bravo do ponto de

vista sanitario e genético, (iii) contribuir
para o incremento das populagdes de
coelho-bravo através de praticas de gestdo
adequadas e integradas, e (iv) aumentar

a consciéncia social sobre a importancias
das boas praticas de gestdo dos territorios.
Este projeto, financiado pelo Fundo
Florestal Permanente, teve inicio em
agosto de 2017 e tem, numa primeira

fase, a duracdo de um ano. No entanto
preveem-se também agdes de médio

e longo prazo. A parceria de nove
institui¢des, que vao desde o setor da
ca¢a, a administragdo publica e ao setor
académico, agiliza a articulagio entre
estruturas publicas e privadas num esfor¢o
concertado de recuperagido das populagdes
de coelho-bravo. O projeto +Coelho ¢
coordenado pelo Instituto Nacional de
Investigagdo Agraria e Veterinaria (INIAV
IP), com a participa¢do da Direcgao

Geral de Alimentacdo e Veterinaria
(DGAYV), o Instituto da Conservagdo da
Natureza e Florestas (ICNF), o Centro

de Investigacdo em Biodiversidade e
Recursos Genéticos da Universidade do
Porto (CIBIO/InBIO-UP), o Instituto

de Biologia Experimental e Tecnoldgica
(iBET), a Ordem dos Médicos
Veterindrios, a Federag¢do Portuguesa de
Cacga (Fencaga), a Confederagdo Nacional
dos Cagadores Portugueses (CNCP), e
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Figura 1. Recolha de amostras de sangue de coelhos capturados vivos. Os animais sdo capturados com recurso a um furfo colocado a entrada da toca (a). A captura ¢ feita com
recurso a redes (b) aquando da fuga dos coelhos para o exterior (¢). O sangue ¢ colhido da veia jugular externa (d).

a Associagao Nacional de Proprietarios
Rurais (ANPC).

Avaliaciao das populagdes através de
métodos serologicos

Um dos objetivos especificos do

projeto +Coelho é selecionar animais
naturalmente resistentes a DHYV, isto é,
animais que contactaram com o virus e
sobreviveram por terem desenvolvido uma
resposta imunitaria adequada. A analise
serologica permite determinar se um
animal esteve em contacto com o virus e
adquiriu resisténcia. A médio/longo prazo,
esta vigilancia das populagdes permitira
identificar, através de estudos gendémicos,
marcadores genéticos de resisténcia a
infe¢do por GI.2. O CIBIO ¢ responsavel
pela execucgdo deste objetivo do projeto,
com o auxilio do ICNF, ANPC, Fencacga e
CNCP na obtengao de amostras.

A recolha de amostras tirou partido da
época venatoéria de 2017-2018, durante

a qual se obteve sangue por colheita
intra-cardiaca ou, em alternativa,

da hemorragia presente na cavidade
abdominal, de animais cagcados no ato
cinegético. No entanto, fora da época
venatdria, ou em areas onde a densidade
populacional é baixa, é possivel recolher
sangue de animais capturados vivos,
permitindo assim fazer a vigilancia das
populagdes sem diminuigdo do efetivo
populacional. Nestes casos, os animais
foram capturados com furdo (Mustela

putorius furo), colocado a entrada das
tocas, permitindo a captura com recurso
a redes aquando da fuga dos coelhos para
o exterior (Figura 1). Para facilitar a
recolha de sangue do animal, este ¢ sedado
por via intramuscular, sem necessidade

de anestesia. O sangue ¢ colhido da

veia jugular externa com uma seringa

de 1 mL e transferido para um tubo e
posteriormente separado o soro sanguineo
por centrifugacdo. Posteriormente, os
animais sdo mantidos em vigiladncia clinica
durante, aproximadamente, uma hora,
sendo posteriormente libertados. Todos
estes procedimentos foram efetuados por
médicos veterinarios ou sob vigilancia
médico-veterinaria.

Para determinar a presenga/auséncia de
anticorpos no soro sanguineo dos animais
foi utilizado o método de ELISA indireta
desenvolvido por Barcena e colaboradores
[5]. Resumidamente, particulas virais
desprovidas de material genético (virus-
like particles, VLPs) do virus da doenga
hemorragica viral que foram sintetizadas
em laboratorio sdo ligadas covalentemente
aos pogos de uma placa de ELISA. Em
seguida coloca-se o soro sanguineo de
leporideos (coelho-bravo e lebre) e, caso
estejam presentes anticorpos especificos
para os antigénios da VLP, havera ligacgao.
Esta ligagdo é detetada pela adigdo de um
segundo anticorpo anti-IgG marcado com
HRP (horseradish peroxidase), que hidrolisa
um substrato, produzindo uma cor tipica
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amarela, cuja intensidade é tanto maior
quanto maior for o titulo de anticorpos
presentes no soro.

A densidade otica ¢ depois medida a um
comprimento de onda de 450 nm. Entre
estes passos sdo efetuadas lavagens para
remoc¢ao de anticorpo nao ligado, pelo
que apenas se produz cor quando estdo
presentes anticorpos especificos no

soro. Para uma amostra ser considerada
positiva, o valor de densidade otica
obtido deve ser igual ou superior a 0.2
unidades acima do controlo negativo [6].
Para este trabalho, foram recolhidas e
analisadas 689 amostras de coelho-bravo
e 79 amostras de lebre-ibérica, num total
de 768 amostras. As amostras recolhidas
abrangem todo o territdrio do continente
portugués (Figuras 2a e 3a).

Resultados da vigilancia serologica
Das 768 amostras analisadas, 220
amostras de coelho-bravo revelaram-se
positivas para a presen¢a de anticorpos,
correspondendo a 32% do total de
amostras de coelho-bravo analisadas. Na
Figura 2b apresenta-se a percentagem
de resultados positivos por area de
amostragem. Da analise da Figura
verifica-se que as populagdes que se
situam na regido centro-sul de Portugal
continental estdo mais expostas ao
virus, uma vez que houve uma maior
percentagem de animais a desenvolver
uma resposta imunitaria. Apesar da menor
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Figura 2. Mapa de Portugal continental com (a) nimero de soros de coelho-bravo analisados por localidade amos-

trada, (b) percentagem de soros positivos/negativos por localidade

Figura 3. Mapa de Portugal continental com (a) nimero de soros de lebre-ibérica analisados por localidade amostra-

da, (b) percentagem de soros positivos/negativos por localidade.
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"O projeto
+Coelho pretende
identificar e
implementar

as medidas
profilaticas e
sanitarias mais
adequadas e
promover boas
praticas de
gestao, tendo
como objetivos
finais inverter
O processo

de declinio
continuado das
populacoes de
coelho-bravo, e
repor o equilibrio
ecologico
desejavel".

amostragem, nas popula¢des da regido
Norte, esse valor ndo ultrapassa os 18% da
populagdo (Penafiel).

Relativamente a lebre-ibérica, 21 amostras
sdo positivas, correspondendo a 27% do
total de lebres analisadas. A Figura 3b
mostra o padrdo de seropositividade da
lebre-ibérica por local de amostragem, na
qual se regista um padrio semelhante ao
da Figura 2b, com a regido do Alentejo

a mostrar maior numero de animais
positivos, apesar da baixa amostragem
comparativamente ao coelho-bravo. Estes
resultados s3o bastante interessantes, uma
vez que indicam que, apesar de nunca

ter sido detetado o GI.2 na lebre-ibérica
(todas as amostras foram negativas a
presenga do material genético de GI.2),

o virus infeta esta espécie e induz uma
resposta do sistema imunitario, nédo
causando, no entanto, mortalidade.

Conclusdes

Os resultados decorrentes deste estudo
sugerem que nenhuma das populagdes
analisadas se encontra, neste momento,
protegida do ponto de vista imunitario.
Para que se considere uma populagio



ESTUDO

como protegida contra um agente infecioso (imunidade
de grupo) ¢é necessaria uma positividade serologica

de, pelo menos, 85% dessa populagao. Este nivel

de percentagem de prote¢do diminui ou elimina a
capacidade do virus se transmitir sistematicamente
entre individuos, levando ao seu desaparecimento da
populagdo. A seroconversio registada nos individuos
amostrados sugere a infe¢do por GI.2.

A analise serologica deve ser uma medida de
continuidade, isto é, estas populagdes devem continuar a
ser monitorizadas ao longo do tempo para compreender
a evolugdo do grau de protecao das mesmas. Apds esta
analise sera importante sequenciar e comparar o genoma
de coelhos infetados que morreram e de coelhos que
estiveram em contacto com o virus e sobreviveram,
produzindo anticorpos especificos anti-GI.2. Esta
informacgdo permitira determinar marcadores genéticos
de resisténcia contra este virus patogénico, o que
constituird uma ferramenta importante no controlo da
infecdo por GI.2, e consequentemente, na recuperagio
desta espécie autdctone crucial para as cadeias troficas
da Peninsula Ibérica.
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