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Quase quatro décadas apds se ter extinguido em Portugal como espécie nidificante, o abutre-preto (Aegypius
monachus) recolonizou o pais em 2010, resultado da nidificacado de algumas aves oriundas de Espanha e
gracas aos esforcos de conservacdo levados a cabo nos dois paises por ONGs e pelas entidades
governamentais, em territérios publicos e privados. Embora o numero de casais reprodutores tenha vindo a
aumentar, a populagdo de abutres-pretos é ainda hoje demasiado fragil, e o seu futuro permanece incerto
em Portugal. O projeto LIFE Aegypius Return, cofinanciado pela Unido Europeia, vem assegurar o regresso
definitivo da espécie.

https://4vultures.org/life-aegypius-return/
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1.PREAMBULO

0 abutre-preto (Aegypius monachus) é uma espécie ameacada, que detém o estatuto de conservagdo Em
Perigo (EN), em Portugal, e Vulnerdvel (VU), em Espanha. A nivel global estd classificada como Quase
Ameacada (NT), pela Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza. Estd protegida pela Diretiva
Habitats (Anexo 1), sendo uma espécie de conservagéo prioritéria no espago europeu, pela Convengéo de
Berna (Anexo II), pela Convencéo de Bona (Anexo Il) e pela Convencgéo sobre o Comércio Internacional das
Espécies da Fauna e Flora Silvestres Ameagadas de Extingao (CITES - Anexo II-A).

Enquanto ave necréfaga, desempenha um papel ecoldgico fundamental, ao alimentar-se de carcacgas, e
minimizando a proliferacdo de doencgas.

Ao longo do século XX, um vasto conjunto de ameacas causaram um severo declinio da espécie, e levaram
ao seu desaparecimento na maior parte das suas areas de distribuicdo na Europa. Em Portugal, o abutre-
preto extinguiu-se, enquanto espécie reprodutora, no inicio da década de 1970. As populagdes espanholas
atingiram minimos de 250 casais reprodutores. Foram entdo adotadas varias medidas de recuperagéo da
espécie e, gracas a esses esforcos, nas Ultimas décadas as populagcbes de abutre-preto em Espanha
recuperaram e totalizam hoje cerca de 3000 casais. Como resultado, foram sendo registadas cada vez mais
incursdes destas aves em territério portugués. Em 2010, o abutre-preto voltou a nidificar em Portugal, no
Pargue Natural do Tejo Internacional. Desde entdo, mais casais comegaram a instalar-se em diferentes
regides de Portugal, mas a populagao e as coldnias reprodutoras continuam muito vulneraveis, o que torna
necessaria uma intervencéo concertada.

O projeto LIFE Aegypius Return objetiva consolidar o regresso do abutre-preto em Portugal e na Espanha
ocidental. Até ao final do projeto, em 2027, a equipa pretende duplicar a populagéo reprodutora em Portugal,
passando dos 40 casais em 4 colénias conhecidos em 2022 para pelo menos 80 casais em 5 coldnias até
2027, melhorar o sucesso reprodutivo, fortalecer a conetividade entre coldnias e baixar o estatuto nacional
de ameaca de Criticamente em Perigo para Em Perigo (tendo esta alteracdo ocorrido em 2023, com a
atualizacdo da Lista Vermelha das Aves de Portugal Continental). O conjunto das iniciativas segue as
recomendacdes do Multi-species Action Plan to Conserve African-Eurasian Vultures e contribui largamente
para a implementagédo do Plano de Acdo para a Conservacao das Aves Necréfagas (PACAN), aprovado pelo
Despacho n.° 7148/2019, de 12 de agosto.
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https://www.listavermelhadasaves.pt/lista-vermelha
https://www.cms.int/raptors/en/workinggroup/multi-species-action-plan-conserve-african-eurasian-vultures
https://diariodarepublica.pt/dr/detalhe/despacho/7148-2019-123895436

2. OBJETIVOS

Os objetivos do projeto serdo atingidos através de uma estratégia que visa mitigar as ameacas a conservagao
do abutre-preto, melhorar a sua disponibilidade alimentar, incrementar o seu sucesso reprodutor, e reforgar
a populacao mais fragil e limitrofe, no norte de Portugal (Douro Internacional). Para o sucesso desta missao
sera crucial o empenho de todos os parceiros de projeto, mas também a colaboracéo de uma vasta rede de
pessoas e entidades, desde as autoridades nacionais, organizacbes nao-governamentais, agricultores,
cacgadores, bidlogos, médicos veterinarios, entre muitos outros, em diferentes areas de atuacgéo. A equipa de
projeto pretende facilitar a articulacdo de todas estas partes interessadas, definindo pontos de convergéncia
e maximizando a eficiéncia de todos os contributos, com vista a conservagédo da espécie.

Este protocolo, produzido no ambito do projeto LIFE Aegypius Return, visa propor um cédigo deontoldgico e
um conjunto de procedimentos que sistematizem os processos de recolha, armazenamento e processamento
de amostras biolégicas de abutres-pretos. O objetivo final € assegurar a obtencao de elementos comparaveis,
recolhidos através de processos uniformizados, que enriguecam o conhecimento existente sobre a espécie
e, assim, auxiliem nos processos de tomada de decisdo sobre o seu cuidado médico-veterinario e na
conservagao da espécie.

O projeto LIFE Aegypius Return poderd, se necessario, promover reunides ou workshops para a partilha de
informacéo e experiéncias entre as entidades envolvidas, para a formacao de profissionais ou clarificagéo de
critérios e procedimentos em relagcdo aos métodos propostos.

Adicionalmente, este protocolo contribui para o provimento dos Objetivos Especificos n.° 8 e n.° 13 do PACAN,
a saber: Criacdo de um sistema de monitorizagao das causas de mortalidade/morbilidade de aves necréfagas
e Monitorizagcéo das populagdes de aves necrofagas, respetivamente.

A este protocolo deve anexar-se qualquer acordo sobre vigilancia sanitaria ou gestao de fauna selvagem em
perigo que seja aplicavel.

3. COMPROMISSO

Todas as pessoas e entidades juridicas que trabalham no ambito das redes colaborativas do PACAN e, em
particular, do projeto LIFE Aegypius Return, comprometem-se a implementar as recomendacdes abaixo e a
reunir os seus recursos a fim de partilhar as suas experiéncias e competéncias para o bem-estar das aves
manuseadas. Cada uma destas pessoas é suscetivel de intervir num ou em varios procedimentos de contacto
com abutres-pretos, sendo, portanto, importante que as recomendacdes sejam seguidas.
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4. INTRODUCAO

Uma das fases criticas na conservagdo do abutre-preto consiste na monitorizagdo das suas coldnias
durante a época de reprodugéo. Do ponto de vista médico-veterinario, a marcagao (com anilhas e/ou
emissores GPS) das crias ainda no ninho é um momento crucial para contribuir para a conservacao desta
espécie, através do exame clinico e da recolha de amostras bioldgicas.

A importancia pratica deste ato clinico reside principalmente em decidir se o0 animal examinado esta apto
para continuar o seu ciclo biolégico em estado selvagem ou se, pelo contrério, necessita de apoio num
Centro de Recuperacao para a Fauna. Adicionalmente, o ato clinico também incluira a recolha de amostras
biolégicas, o seu processamento inicial, e a adequacdo para o0 seu armazenamento e transporte. A
informacéo recolhida permitirda aumentar o conhecimento sobre o estado de saude dos individuos e,
portanto, da respetiva colodnia e populagdo nacional.

NOTA: O presente protocolo descreve todos os procedimentos necessarios para a recolha de amostras
biolégicas e biometrias de crias capturadas no ninho. No entanto, os procedimentos a seguir no caso de
individuos juvenis ou adultos s&o, na sua esséncia, idénticos aos descritos para as crias (devendo,
naturalmente, nesses casos ser desconsiderados os passos referentes a aproximacgao ao ninho). Cada
equipa devera organizar a logistica e a cronologia da intervencdo ao momento ou oportunidade de recolha
(ex. capturas). A decis&o de se proceder a recolha de amostras bioldgicas e dados biométricos de um adulto
ou um juvenil no dmbito do projeto LIFE Aegypius Return, bem como o envio/entrega das amostras

bioldgicas, juntamente com as fichas de registo, devera ser coordenada com a VCF.

v

i mﬁ" i 4
icas de cria de abutre-preto junto ao ninho. ©VCF

Fig. 1. Preparagao de material para a recolha de amostras blolog
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5. CRONOLOGIA DA INTERVENCAO

Briefing: Antes de cada época de marcacéo, o projeto LIFE Aegypius Return organizard uma reunido com
todos os médicos veterinarios e/ou técnicos que vao intervir na recolha de amostras das crias de abutre-
preto, para discutir e esclarecer os aspetos relevantes para a implementacao do presente protocolo.

Equipa: A equipa presente nos trabalhos junto ao ninho deveré restringir-se ao nimero minimo de elementos
necessarios: o técnico credenciado para captura e marcacédo de abutres-pretos, o médico veterinario com
licenca para manuseamento de abutres-pretos e recolha de amostras de exemplares da fauna selvagem, e
0s seus assistentes, bem como o(s) técnico(s) encarregado(s) pela monitorizagédo da coldnia.

Ato clinico: O ato clinico médico veterinario (assinalado *a verde, na lista abaixo) integra-se no processo de
marcagao e recolha de dados biométricos da cria de abutre-preto:

- O parceiro responsavel pela monitorizacdo da coldnia esta atento a idade das crias, seguindo o protocolo
de monitorizacao da reproducéo da espécie definido no dmbito do projeto LIFE Aegypius Return (Santos et
al. 2023), einforma o resto da equipa e o ICNF do periodo mais adequado para a marcacao das crias da coldnia
gue acompanha, atendendo ao método de marcacéo a utilizar. O parceiro responsavel organiza a logistica e
coordena com os restantes intervenientes os detalhes necessérios e o dia exato da marcacéo.

- *Preparacdo, com antecedéncia, de todo o material necessario (ver Anexo |).

- Aproximacao e subida ao ninho.

- Captura da cria de abutre-preto no ninho, colocagéo do caparéo e introdugdo num saco.
- Descida da cria no interior do saco.

- *Exploracgao clinica da cria (Ver ponto 6., pagina 11)

- *Primeiros socorros (caso seja necessario) (Ver ponto 7., pagina 13)

- *Recolha de amostras biolégicas (Ver ponto 8., pagina 13)

Recolha de dados biométricos (Ver ponto 9., pagina 19).
- Marcagéo: colocacgéo de anilha(s) e de emissor GPS.

- Reintrodugé&o no saco e subida ao ninho.

- Devolucéao da cria ao ninho.

- Afastamento do ninho.

- *Observacao a distancia.

Nota importante: Deve fazer-se siléncio durante todo o processo de manuseamento e marcagéo da cria,
evitando conversas e ruidos desnecessarios nas proximidades do ninho. Sempre que seja inevitavel ou
necessario falar, no ambito dos trabalhos em curso, deve-se fazé-lo em voz baixa. Intervencgdes calmas e
coordenadas, onde todos os participantes estédo focados nas suas funcgdes e nas varias etapas do processo,
resultam em manuseamentos menos prolongados no tempo, menor stress para a cria e para os adultos, e
recuperacdes mais rapidas e eficazes. Também por motivos de salvaguarda do bem-estar da ave a marcar,
deve manter-se o caparéo colocado durante todo o processo (devendo ser retirado somente durante a
exploracao fisica da cabeca).
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6. EXPLORACAO CLiNICA DA CRIA

A realizar pelo médico veterinario e assistentes da equipa. O médico veterinario fica responsavel pelo registo
dos dados a recolher. Para uniformizar o método, a informagéo deve ser recolhida utilizando as tabelas do
Anexo VII.

O médico veterinario fica também responsavel por, posteriormente, inserir os resultados desta exploragéo
clinica na base de dados a providenciar pelo projeto LIFE Aegypius Return.

6.1. Registos iniciais

Cdédigo de amostragem (Céd. amos.). Composto por uma letra e dois digitos. A letra faz referéncia & colénia
de procedéncia da cria e os digitos sdo a sequéncia das crias amostradas em cada coldnia, sequencialmente,
ao longo dos anos. Exemplos:

Colénia Letra Exemplos
Douro Internacional D D01, DO2, DO3..
Malcata M MO01, M02, MO3...
Tejo Internacional T TO1, TO2, TO3..
Herdade da Contenda Cc C01, CO2, CO3..

Data da intervencao (Data: ), hora de chegada & base do ninho (Hora chegada: ), hora da extracdo do sangue
(Hora extragao: ), hora da saida da base do ninho (Hora saida: ), temperatura ambiente (T° amb: ), humidade
relativa (Hum: ), altitude (Alt: ), pressédo atmosférica (Pr. Atm: ).

6.2. Anamnese

Registar os dados abaixo, facilitados maioritariamente pelo responsavel da monitorizagdo da colénia acerca
da cria:

- Local da colénia (Local: )
- Identificagao ou referéncia do ninho (Ref. ninho: )
- |dade estimada da cria (Idade cria: )

- Cédigo numérico da anilha metalica (Anilha metdlica: ). Marcar o campo correspondente ao tarso utilizado
para colocar a anilha metalica: tarso esquerdo (O T. esq.) ou tarso direito (O T. dir.)

- Cédigo alfanumérico da anilha de PVC (Anilha PVC: ). Registar nos campos correspondentes a cor, ou uma
abreviatura da mesma, tanto do fundo da anilha de PVC, como dos seus digitos, (Cor fundo: ), (Cor cédigo:

). Marcar o campo correspondente ao tarso utilizado para colocar esta anilha (O T. esq.) ou (O T. dir.).

- Referéncia do emissor GPS (Emissor GPS: ). Cédigo alfanumérico e marca, e tipo de arnés colocado (O Leg
loop ou O Backpack)
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- Registar no campo “Outras observagdes: "as questdes assinalaveis, caso existam, relativas as observacoes
realizadas durante a monitorizagao (possiveis perturbagoes, reagdes estranhas, etc.).

6.3. Exame fisico

- Pesagem. Para minimizar o stress da ave e evitar manuseamentos desnecessarios, aconselha-se realizar a
pesagem a seguir & descida da cria do ninho, antes de tird-la do saco (Peso 1: ). Pendura-se o saco com a cria
numa balanca vertical, e depois pesa-se 0 saco sem a cria (Peso 2: ). A diferenga entre o peso total e o peso
do saco corresponde ao peso da cria (Peso cria: ).

- Colocacao do assistente numa posicdo comoda para segurar a cria com caparao, de forma a facilitar o
exame fisico e a obtencado de amostras biolégicas. O animal devera ser contido, sempre que possivel em
posicoes erguidas (quando é segurado pelo assistente) ou decubito esternal. Evitar o decubito supino.

- Auscultagao para avaliar o sistema respiratério e o coragéo. Registar na ficha os batimentos cardiacos por
minuto (Bpm: ) e os movimentos respiratérios por minuto (Resp / m: ). Registar qualquer incidéncia detetada,
no campo das observacoes.

- Observagao e/ou palpagéo das diferentes partes da ave a procura de sinais de doenca, anotando as
incidéncias encontradas no campo das observagdes: bico, cera e narinas, cavidade orofaringea, olhos,
ouvidos, cabeca e pescoco, clavicula, esterno, abdémen, cloaca, costas, asas, membros pélvicos, pés, pele.

Simultaneamente, aquando da exploracao do pescogo, comprovar e registar se ha alimento no papo ou moela
(O Papo cheio / O Papo vazio). Com a exploragio do esterno, abddémen, axilas e virilhas, registar a condigao
corporal da cria segundo a escala explicada no Anexo Ill. Aproveitar a exploracado da cloaca para tomar e
registar a temperatura cloacal (T* ). E, finalmente, registar no campo “outras observacées” se a cria
regurgitou, ou n&o, durante o processo de captura/manuseamento.

ATENCAO: Caso o médico veterinario detete, durante a exploracéo fisica, alguma incidéncia que comprometa
a viabilidade da cria, devera solicitar o encaminhamento da mesma para o Centro de Recuperacéo para a
Fauna mais proximo', aplicando os primeiros socorros, quando necessario.

Os contactos e as localizagdes dos Centros de Recuperagédo para a Fauna sao disponibilizados no ponto 7.5
do protocolo Matos et al. 2023.

" Centros de Recuperacao para a Fauna mais proximos, consoante a coldnia de cria:
- Douro Internacional: CIARA, CRAS-HVUTAD
- Malcata: CERAS, CERVAS
- Tejo Internacional: CERAS
- Herdade da Contenda: CARAS, LxCRAS, RIAS
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7.PRIMEIROS SOCORROS

(em caso de necessidade)

Quando existirem evidéncias de desidratacao leve (até 6%) numa cria, e nenhum outro sinal clinico, o médico
veterinario pode aplicar uma terapia basica de hidratacdo (Ver anexo V), sem a interrupgdo do processo de
marcacgéo e recolha de amostras bioldgicas, e com a posterior devolugédo da cria ao ninho. A desidratacao
moderada (8 a 10%) j& requere a instituicdo de fluido-terapia prolongada, pelo que o animal deve ser
transportado para um Centro de Recuperacéo para a Fauna.

Quando uma ave é encontrada em chogue ou estado critico, interrompem-se 0s processos de exame clinico
completo, amostragens e marcacao. Apds uma avaliacao inicial, o veterinario da equipa pode instaurar uma
terapia basica com o objetivo de estabilizar os sinais vitais da ave, e articular o encaminhamento para o Centro
de Recuperacgéo para a Fauna disponivel mais préoximo.

Os procedimentos de estabilizacdo da ave devem obedecer aos principios basicos de emergéncia médica.
Apo6s a verificagdo do estado ventilatério da ave, devem ter-se em conta as alteragdes do aparelho
circulatério, atuando em conformidade. Quaisquer hemorragias identificadas devem ser controladas, deve
ser aberta uma via para a administracao de fluidoterapia e, se possivel, realizar a imobilizagdo de quaisquer
fraturas ou luxagdes identificadas.

8. RECOLHA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS DA CRIA

8.1. Na base do ninho

8.1.1. SANGUE

- A venopuncéo realizar-se-a preferencialmente na veia cubital ou metatarsiana, sempre com a utilizagao de
luvas, e com prévia desinfecdo da zona. No caso da veia cubital pode ndo ser necesséria a ingurgitacéo da
mesma. Deve utilizar-se a agulha de maior didmetro possivel (até 21G para veia cubital em cria de 85-90 dias),
de forma a evitar a hemadlise. Extraem-se 5 ml de sangue, lentamente, de forma a evitar a hemalise. Uma vez
recolhida a amostra, retira-se a agulha da veia, de forma a evitar que esta se rasgue com o bisel da agulha, e
aplica-se uma pressao leve com compressa de tecido n&o tecido sobre o ponto de pungéo, durante pelo
menos 30 segundos, até estancar a hemorragia. Caso se observe sangue extravasado (hematoma) na zona,
deve aplicar-se um creme anti trombatico.

0 volume total de extracdo nunca deve superar 1% do peso vivo da ave (10 ml de sangue por cada kg de peso
corporal). Dever&o ser recolhidos 5 ml: 2 ml necessérios para Hematologia e Bioguimica sanguinea, 2 ml para
Toxicologia e 0.5 ml para Genética. O volume restante serd utilizado para outras andlises (sexagem, medidas
de glicose e lactato e esfregacos).
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- Seguidamente, procede-se & separacdo da amostra de sangue nos correspondentes tubos, devidamente
etiquetados (Ver Anexo II), nos capilares de microhematdécrito e no papel secante, sdo realizadas as primeiras
medicoes (glucose e lactato) e os esfregacos.

Para realizar a separacao do sangue recolhido, retira-se a agulha da seringa, retira-se a tampa do tubo, apoia-
se a seringa na face interior do tubo inclinado, deixa-se escorrer lentamente o volume de sangue adequado
pela parede do tubo (de forma a evitar a hemdlise), tapa-se o tubo e agita-se lentamente de 3 a 5 vezes para
favorecer o contacto com o anticoagulante. Desta forma, reparte-se a amostra de sangue como segue:

>

>
>
>

2 ml de sangue num tubo com heparina de litio para Hematologia e Bioquimica sanguinea.

2 ml de sangue num tubo com heparina de litio para Toxicologia.

0.5 ml de sangue num tubo com EDTA para Genética.

3 a 5 gotas de sangue num papel absorvente para sexagem. (Esperar que seque e introduzir num
envelope devidamente etiquetado - Ver Anexo I1.)

Encosta-se a seringa a tira teste do glicosimetro para esta absorver o volume de sangue necessario,
faz-se a leitura e regista-se o resultado (Gluc: ) (Exemplo de medidor de glucose aqui.)

Encosta-se a seringa a tira teste do medidor de lactato para esta absorver o volume de sangue
necessario, faz-se a leitura e regista-se o resultado (Lact: ). (Exemplo de medidor de lactato aqui.)

Preenchem-se dois capilares de microhematdcrito por ave, com sangue sem anticoagulante. Sela-se
uma das extremidades de cada capilar com plasticina. Marcam-se e adequam-se 0s capilares para o
seu transporte até ao laboratdrio de campo.

1 gota de sangue sem anticoagulante por esfregaco. Realiza-se um minimo de 3 esfregagos
devidamente etiquetados (Ver Anexo Il). Deve-se ter especial cuidado em evitar que poeiras caiam
sobre as laminas durante o processo. Esperar que sequem, e guardar nas caixas de transporte de
lAminas.

8.1.2. MICRORGANISMOS

Flora microbiana digestiva (em todas as crias):

>

Zaragatoa de arofaringe em meio AMIES viscoso: Abrir a embalagem da zaragatoa, remover a
zaragatoa com cuidado para ndo a contaminar e esfregar com movimentos rotativos na respetiva
mucosa. Remover a tampa do tubo de meio e introduzir a zaragatoa no seu interior, com todo o
cuidado para evitar a contaminacéo. Etiquetar com o Cédigo de amostragem e as letras “OF", de
“orofaringe”. Ex: DO5/0F. (Ver Anexo II). Refrigerar.

Zaragatoa de cloaca em meio AMIES viscoso: Abrir a embalagem da zaragatoa, remover a zaragatoa
com cuidado para ndo a contaminar e esfregar com movimentos rotativos na respetiva mucosa.
Remover a tampa do tubo de meio e introduzir a zaragatoa no seu interior, com todo o cuidado para
evitar a contaminacgé&o. Etiquetar com o Cédigo de Amostragem e a letra “C", de “cloaca”. Ex: DO5/C.
(Ver Anexo II). Refrigerar.
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8.1.3. LESOES DETETADAS

A forma de atuacao perante qualquer lesdo detetada durante a exploracao fisica da cria de abutre-preto fica
definida dentro dos parémetros expostos no Anexo XlII. A ficha de “lesdo detetada”, o quadro de pontuagéo
de lesdes, e a arvore de decisdo ali expostos servem de guia para a tomada de decisdo. O modo de
amostragem dessas lesdes € o seguinte:

>

Na colheita de amostras citolégicas com zaragatoa em meio AMIES: Abrir a embalagem da zaragatoa,
remover a zaragatoa com cuidado para ndo a contaminar e esfregar com movimentos rotativos na
lesdo. Remover a tampa do tubo de meio e introduzir a zaragatoa no seu interior, com todo o cuidado
para evitar a contaminacéo. Repetir o procedimento para cada uma das lesoes. Etiquetar com o cédigo
de amostra + as letras "LES" (de les&o) + um numero sequencial que faga referéncia a quantidade de
lesbes detetadas nessa cria. Exemplo: TO5/LES/01

Na colheita de amostras citolégicas com zaragatoa seca: abrir a embalagem, remover a zaragatoa e
esfregar, com movimentos rotativos, sobre a lesdo. De imediato efetuar o esfregago por aposigéo,
esfregando a zaragatoa sobre uma lamina de vidro (para observagdo ao microscépio 6tico) ja
previamente identificada, e colocar a lamina numa caixa de transporte. Realizar pelo menos 2
esfregacos de cada lesé&o.

Na colheita de amostras sélidas por pungéo aspirativa com agulha fina: acoplar uma agulha de
tamanho adequado a lesédo a uma seringa de 2ml, desinfetar a superficie da lesdo com antissético e
de seguida introduzir a agulha até ao centro da les&o. Promover a aspiragdo de conteudo criando
pressao negativa com a seringa 2 a 3 vezes. Libertar o émbolo e remover a agulha na mesma direcao.
Aplicar pressao sobre o local de puncgao, enquanto outro interveniente desacopla a seringa da agulha,
enche-a com ar, acopla novamente a agulha e expele o conteudo da agulha para o centro de uma
ldmina de vidro para observacéo ao microscépio 6tico. O corpo da agulha é utilizado entéo para
espalhar o material pela 1dmina de vidro, gue depois de seco deve ser colocado numa caixa de
transporte.

Na colheita de amostras liquidas por pungéo aspirativa com agulha fina: acoplar uma agulha de
tamanho adequado a lesdo a uma seringa de 2ml, desinfetar a superficie da lesdo com antissético e
de seguida introduzir a agulha até ao centro da les&o. Promover a aspiragdo de conteudo criando
pressao negativa com a seringa 2 a 3 vezes. Libertar o @mbolo e remover a agulha na mesma diregéo.
Aplicar pressdo sobre o local de pungao, enguanto outro interveniente abre a embalagem da
zaragatoa meio AMIES viscoso, previamente identificada, remover o frasco coletor, retirar a tampa,
expelir o conteudo da seringa para o seu interior e voltar a tapar o recipiente. Uma parte da amostra
é colocada posteriormente no centro de uma I&mina de vidro para observacao ao microscoépio o6tico,
ja identificada. Outra 1dmina é utilizada para espalhar o material pela ldmina de vidro formando um
esfregaco, que, depois de seco, deve ser colocado numa caixa de transporte.
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8.1.4. PENAS

» Recolher 3 penas do peito, arrancando diretamente, com a raquis intacta, para anélises Genética.
Introduzir as penas num envelope de papel devidamente etiquetado (Ver anexo I1).

» Recolher 3 penas da regido interescapular, para Toxicologia. Introduzir as penas num envelope de
papel devidamente etiquetado (Ver anexo I1).

» Recolher 4 penas da regido interescapular, para Endocrinologia. Estas penas podem ser cortadas na
sua base, pois a raiz ndo tem relevancia para esta analise. Introduzir as penas num envelope de papel
devidamente etiquetado (Ver anexo ).

8.1.5. ECTOPARASITAS

» 0Ovos de parasitas colados as penas. Com uma tesoura, recortar uma porcédo da pena com as
estruturas parasitarias e introduzir num tubo seco com buracos finos na tampa. Etiquetar (Ver anexo

).

» Ectoparasitas vivos. Introduzir num tubo seco e fazer buracos na tampa do tubo, de forma a permitir
a circulagao do ar. Caso seja uma carraga, introduzir também uma folha de erva/vegetacéo no tubo.
Etiquetar (Ver anexo 1).

8.1.6. FEZES

» Sempre que se tenha acesso a uma dejecao fresca durante a marcacéo, introduzir num frasco estéril.
Descrever macroscopicamente na ficha e etiquetar (Ver anexo I1).

8.1.7. BRINCOS E OUTROS INDICIOS RELEVANTES

» Prospetarabase do ninho a procura de brincos de ruminantes, de suinos, ou de qualquer outro indicio
digno de registo que possa fornecer informagao Util. Registar na ficha (Outras amostras na base do
ninho. Descrever: ). No caso dos brincos, escrever o cddigo alfanumérico. Etiquetar (Ver anexo I1).
Fotografar.

- Se for necessario administrar fluidos, em caso de desidratacéo leve, tal tera de ser feito antes de devolver
a cria ao ninho e depois da recolha de amostras. Ver anexos IV e V.

- Antes de abandonar a base do ninho, devem fotografar-se as fichas preenchidas, e acondicionar as

amostras recolhidas e etiquetadas para o seu transporte até as instalagées com eletricidade (ver também

Anexo XVI: Mapa para o Transporte e Acondicionamento de Amostras).
Tubos de sangue e capilares de hematdcrito: Seréo fixados dentro de uma geleira portétil com
acumuladores de frio, de forma a evitar a hemdlise e/ou a congelacao (por contacto direto das
amostras com os acumuladores de frio). Deve-se assegurar uma temperatura de refrigeracao de, no
méaximo, até 8°C. Pode-se utilizar um termdmetro introduzido também na geleira para monitorizar a
temperatura. Devem evitar-se os movimentos bruscos da conducao todo-o-terreno para evitar a
hemolise das amostras.

Zaragatoas: refrigerar para o transporte.
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Pingos de sangue no papel absorvente: Uma vez secos, colocé-los dentro do correspondente saco
de pléastico facilitado pelo laboratério (STABvida). Por sua vez, introduz-se este saco num envelope de
papel devidamente etiquetado (Ver anexo ). Pode ser mantido a temperatura ambiente até a sua
chegada ao laboratdrio.

Esfregacos. As caixas com os esfregacos podem ser mantidas a temperatura ambiente.

3 penas do peito para Genética. As penas podem ser armazenadas a temperatura ambiente (no
escuro) até a sua chegada ao laboratério.

- 3 penas das costas para Toxicologia. Estes envelopes devem ser mantidos em refrigeracao.

- 4 penas das costas, cortadas (sem raquis), para Endocrinologia. O envelope com as penas pode ser
armazenado a temperatura ambiente (no escuro) até a sua chegada ao laboratério.

Ectoparasitas. Transportar refrigerados.
Fezes. Transportar refrigeradas.

- Observacéo da cria a distancia. Sempre que possivel. Registar a hora (Hora: ) e alguma descrigao relativa &
recuperacao e estado aparente da ave.

8.2. Nas instalagoes com eletricidade, préximas do ninho/local de marcacéao

- Preparacao da zona de laboratério de campo.

- Registos iniciais (Data: ), (Hora: ), temperatura ambiente (T%:)

- Calculo do Hematdcrito e os Sdélidos Totais. Centrifugar os 2 capilares recolhidos por ave de micro
hematdcrito a 10.000 rpm x min. durante 5 min. Leitura e registo do valor do Hematécrito (Hematdcrito: ).
Leitura e registo do valor de Sélidos Totais (ST: ) com o refratdmetro, a partir do plasma do capilar.

- Extracéo do plasma para Bioguimica sanguinea. Centrifugagéo do(s) tubo(s) com heparina para Bioguimica
sanguinea a 5.000 rpm x min. durante 5 min. Extrair o plasma e colocar em tubo seco/eppendorf. Conservar
o pellet. Etiquetar (Ver anexo ) e selar com parafilm. Manter em refrigeracao até poder congelar o pellet e o
plasma.

- Separacdo do sangue inteiro para Toxicologia. Homogeneizar e colocar a amostra de Toxicologia (tubo(s)
com 2 ml de sangue inteiro com heparina) & temperatura ambiente. Tirar 0,5 ml e colocar num eppendorf.
Etiquetar (Ver anexo Il) e selar com parafilm.

- Extracéo do plasma para Toxicologia. Centrifugacao do resto do sangue com heparina para Toxicologia (1,5
ml) a 5.000 rpm (1600-3000 G) x min. durante 10 min. Extrair o plasma e colocar em eppendorf. Conservar o
pellet. Etiquetar (Ver anexo I) e selar com parafilm. Manter em refrigeragédo até poder congelar o pellet e o
plasma.

- Coloracao dos esfregacos mediante o método Diff-Quick. Etiquetar (Ver anexo II) e guardar nas caixas de
transporte.

- Separacéo das amostras segundo o local de envio e o intervalo térmico de conservagéao:
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HVUTAD (Hematologia. Bioquimica, Laboratério (Microbiologia)
Citologia, Histopatologia. Parasitologia)
Refrigeracao Zaragatoas
Congelagao Plasma, pellets,
zaragatoas, fezes . .
Refrigeracédo | Ectoparasitas, amostras Zoo Antuérpia (Genética)

para Citologia/
Histopatologia
T*amb Esfregacos, brincos e

outros rastros Laboratério STABvida (Sexagem

T°amb Pingos de sangue em papel

| T*ambiente | Sangue EDTA, penas |

FMV. Univ. de Murcia (Toxicologia)

Congelagao Plasma, pellet, CIBIO. Univ. do Porto (Endocrinologia)
sangue heparina :
Refrigeracao Penas T2 ambiente Penas

> Intervalo de congelagéo: de -20 a -4°C (congelador doméstico)
> Intervalo de refrigeracdo: de 0 a 8°C (monitorizar com termémetro)
» T* ambiente: em lugar seco, fresco, escuro.

- Adequar as amostras que precisem de congelacao/refrigeracao para o transporte refrigerado.

- Entregar as amostras, juntamente com as fichas preenchidas, ao responsavel da entidade encarregada
dessa coldnia de abutre-preto.

- Recolher o material e limpar a zona utilizada como laboratério de campo.

(Ver também anexo XVI: Mapa para o Transporte e Acondicionamento de Amostras)

8.3. Nas instalacoes do Hospital Veterinario da UTAD

- Chegada/Entrega das amostras.

- Homogeneizar as amostras de 0.5 ml de sangue com EDTA para andlise genética (Zoo Antuérpia, Bélgica).
- Aplicar 1 gota deste sangue nos cartées FTA (Ver Anexo XI).

- Etiquetar os cartdes FTA (Cédigo de amostra).

- Armazenar os tubos de sangue com EDTA para Genética, as penas para Genética e os cartdes FTA a
temperatura ambiente (se forem enviadas dentro de uma semana) ou congeladas (se tiverem de ser
armazenadas por mais de uma semana). Passo dependente da obtengdo de licencas CITES.

- Continuar com o processamento/armazenamento do restante das amostras.
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9. RECOLHA DE DADOS BIOMETRICOS

A precisado e padronizacao da recolha de dados biométricos € crucial para a monitorizagao e conservacgao do
abutre-preto. Neste ponto do protocolo descrevem-se os procedimentos padronizados para a recolha dos
dados biométricos em campo. Todos os procedimentos devem ser realizados de maneira a minimizar o
impacto sobre as crias e a garantir a qualidade dos dados obtidos.

A equipa encarregada da marcacéo da cria é também responsavel pela recolha dos dados biométricos. Como
em todos os restantes passos, a cooperacdo e coordenacdo com as autoridades e organizagbes de
conservagéo séo fundamentais para o sucesso destes esforgos.

A recolha de dados biométricos estéa inserida no processo de marcagéo e recolha de amostras bioldgicas em
crias de abutre-preto, conforme descrito no ponto 5. CRONOLOGIA DA INTERVENCAQ (pagina 10) deste
protocolo.

Equipamento Necessario
Caparao
Paquimetro ou craveira
Fita métrica e/ou régua
Luvas de Protecéo

Ficha de Registo (Ver Anexo XVII)

Procedimentos e registo das biometrias

Os parémetros a registar na recolha de dados biométricos estao listados abaixo, assim como na Ficha de
Registo do Anexo XVII.

Todas as medicbes e quaisquer observacdes adicionais devem ser registadas na respetiva ficha de registo.

Alguma bibliografia atil para detalhar estes procedimentos é: Svensson, 1992; Demongin, 2016; Pinilla, 2000.

Peso Corporal (kg): Para minimizar o stress por manuseamento, registar o resultado da pesagem realizada
no inicio do exame fisico (Ver ponto 6.3).

Apds a recolha de amostras bioldgicas, a equipa veterinaria cede a cria com caparao para se proceder a
recolha de dados biométricos.
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Comprimento da Asa (cm)

Comprimento da 8° pena primaria (cm)

Comprimento da haste da 8° pena primaria (cm)

Comprimento da cauda (cm)

tail-
feath-
ers

under
tail-
coverts

base of centr
pair of tail-
feathers (Esquema ©Svensson, 1992)
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Comprimento da cabeca (cm)

Comprimento da cabeca mais bico (cm)

Comprimento do bico a cera (mm)
Comprimento do bico e cera (mm)

Largura da cabeca (cm)
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Fig 15

a —s
Head and bill T - o e b —u
length
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s [ ¢ —»
a head and bill i O
b to skull % —
¢ to feathers e —si
d to distal edge of nostnls Sagausnns®®
e to gape
Fig 16 slight indentation on the  a calliper held
Skull H\ front of the skull horizontally;
seen ’ measurement oo
from short
above b calliper held
vertically; correct
measurement
Fig 17
Bill length to cere and
bill depth at cere

]

Esquemas ©Demongin, 2016.

Comprimento do tarso (cm)

Fig. 18A.
Standard tech-
nique for
measuring the
tarsus length.

Alternative
method.
Make a
note in your
log when-
ever this technique is used (Esquema ©Svensson, 1992)
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Comprimento da garra traseira (cm)

Fig. 20. Measuring a claw.
(Esquema ©®Svensson, 1992)
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Processamento da Ficha de Registo

Apos a recolha das biometrias: Os técnicos de campo devem compilar todas as fichas de registo e assegurar
gue os dados estado completos e legiveis. Devem manter um registo digital das fichas (scan ou fotografia), de
modo a ficar com coépias de seguranga. Devem posteriormente entregar as fichas de registo originais ao
responsavel pela monitorizagdo da respetiva coldnia, que as mantera junto com as fichas de recolha de
amostras bioldgicas até serem entregues/enviadas, conforme as indicagdes da coordenacgdo do projeto
(VCF). Podera ser solicitado aos responséaveis de coldnia que preencham uma tabela de registo geral das
biometrias, a facultar pela VCF.
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10. ARMAZENAMENTO E ENVIO DAS AMOSTRAS

- Assim que o médico veterinario faca a entrega das amostras bioldgicas, juntamente com as fichas de
registo, a entidade encarregada pela colénia de abutre-preto fica responsavel pela correta conservagéo das
mesmas, até a adequacao para o seu envio.

- As amostras que precisem de congelagdo ou refrigeragcdo podem ser transportadas em condigdes de
refrigeracdo até ao local de armazenamento.

- Depois da congelacao das amostras que precisem, deve-se assegurar a manutencgéo do intervalo térmico
adequado até & sua entrega nos respetivos laboratérios. Atengdo: O processo de descongelacdo e
recongelacéo do plasma altera os resultados analiticos.

- As entidades responsaveis pelas amostras serdo contactadas pela VCF para receber instrucoes acerca do
envio/entrega das amostras juntamente com as fichas de registo. As entidades encarregadas de cada colénia
devem manter cépias das fichas de registo.

- A VCF fica responsavel pela solicitagdo dos documentos necessérios (e.g. CITES para envios internacionais)
e pela gestdo do envio das amostras nas condicbes adequadas, desde as entidades responsaveis pelas
coldnias, até aos respetivos laboratérios.

- 0 CIBIO fica responsavel pelo transporte das amostras de Endocrinologia (penas cortadas - sem raquis - a
temperatura ambiente) a partir do HVUTAD.

- No Anexo XVI apresenta-se uma tabela-resumo das condigbdes de acondicionamento para o transporte e
armazenamento das amostras de cria de abutre-preto, nas suas diferentes etapas, desde que recolhidas na
base do ninho até a sua chegada aos respetivos laboratorios.
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Anexo |. Material necessario para o acompanhamento médico-veterinario na

marcacao de crias de abutre-preto

Material de campo

O Usar roupa cdmoda e limpa, e calgado adequado (e.g. botas)

O Mochila para transporte do material
O Bindéculos
[0 Caderno de campo e caneta

29

O Impressao deste protocolo e das fichas a preencher (Anexos VI, Vlil e Xlll.a, XVII)

O Boné ou chapéu
O Protetor solar
O Agua e comida

O Higiene: Sabonete, desinfetante de méaos, papel, saco para lixo

Material para os procedimentos

Registos iniciais:
[ Reldgio
O Altimetro
[0 Barémetro
O Termémetro ambiente
O Higrometro

Exploracéo fisica:
O Luvas
O Balanga vertical (“pesola”)
[1 Estetoscopio
O Oftalmoscépio
0 Termémetro (capas, vaselina)
[0 Cronémetro

Primeiros socorros:
[J Caixa de transporte de abutres
[ Toalhas
O Luvas
O Soro
[0 Desinfetantes tépicos
O Gazes
O Algodéao
O Seringas de 1-2-5-10-20 ml
O Agulhas de diferentes calibres
O Ligaduras

Recolha de amostras:

O Luvas

O Algodéao

[ Gazes

O Alcool

O Agulhas de diferentes calibres
[0 Seringas de 5 ml

O Creme hematomas

O Tubos recolha sangue e parasitas (EDTA, HEP, seco,

eppendorf)

[0 Caneta marcadora

[ Pipetas

[0 Laminas microscoépio

[0 Papel

[d Frasco de lixo para cortantes
O Corante Diff-Quick

[ Caixas para o transporte de laminas tingidas

[J Grades para os tubos
[ Geleira portatil com acumuladores de frio

O Termémetro para monitorizar a refrigeracéo
[0 Capilares para micro hematécrito sem heparina

O Plasticina, parafilm

O Tubos para centrifuga

O Centrifuga 5000-10000 rpm

[0 Medidor de hematdcrito ou régua

O Refratémetro

[ Glicosimetro

O Medidor lactato

[0 Zaragatoas secas

[0 Zaragatoas microbiologia (amies viscosa)
[0 Escalpelo, tesouras, pingas

[ Frascos para as amostras (p.e. 50ml)

O Frascos para amostras de fezes

[1 Sacos de plastico para as amostras

[0 Sacos/envelopes de papel para as penas

Mﬁ?{ VCF o

IFE
CAEGYPIUS
AETURN

e

» ¢ Herdade.
*e Contenda

’

“spea

N % oy ¥ QGN

- L A



30

Anexo Il. Pautas para a etiquetagem das amostras

- Tanto nas fichas como em todas as amostras coletadas deve figurar o cédigo da amostragem.

- 0 cédigo de amostragem (Céd. amos.) é composto por uma letra e dois digitos. A letra faz referéncia a
colénia de procedéncia da cria e os digitos sdo a sequéncia das crias amostradas em cada coldnia.
Exemplos:

Coldnia letra exemplos
Douro Internacional D D01, D02, DO3..
Malcata M MO01, M02, MO3...
Tejo Internacional T TO1, TO2, TO3...
Herdade da Contenda C C01, C02, COa..

Além do coédigo de amostragem, algumas das amostras deverdo ter mais informacdo na etiqueta,
conforme descrito a seguir:

- 0(s) tubo(s) com heparina que contém o sangue para Toxicologia, etiqueta(m)-se com o cdédigo da
amostragem e a letra “E” (que sera o tubo do pellet de “eritrécitos” depois de centrifugado).

- Etiquetar o eppendorf com os 0,5ml de sangue inteiro com heparina para Toxicologia com o cédigo da
amostragem e a letra “S” (sangue inteiro).

- Etiquetar o eppendorf com o plasma para Toxicologia com o cédigo da amostragem e a letra “P” (plasma).

- A amostra para sexagem (gotas de sangue em papel absorvente) etiqueta-se com o cédigo da
amostragem e o numero da anilha metaélica da cria.

- As amostras rotineiras da flora digestiva (zaragatoas) etiquetam-se com o cédigo da amostragem e as
letras “OF” quando a zaragatoa é colhida na orofaringe, e com a letra “C" na zaragatoa da cloaca.

- As zaragatoas das lesdes detetadas etiquetam-se com o cédigo da amostragem, as letras “LES” de lesao,
e um numero que faz referéncia a quantidade de lesdes diferentes amostradas nessa cria. Ex:
“D01/LES/01, DO1/LES/02". (Sempre que seja amostrada uma leséo, preenche-se a ficha “Descri¢ao da
lesdo detetada” Anexo Xlll.a). Da mesma forma, os esfregacos das lesdes detetadas (a partir de zaragatoa
seca ou de pungdo com agulha fina) também se etiquetam com o cédigo de amostragem, as letras “LES”
e o numero que faz referéncia a quantidade de lesdes diferentes amostradas nessa cria. Ex: “D01 LES 03,
DO1LES 04". Tirar foto da lesao.

- As penas para Toxicologia etiqguetam-se com o cédigo da amostragem, e as letras “TOX".
- As penas para Endocrinologia etiquetam-se com o c6digo da amostragem, e as letras "END".

- Os tubos com ectoparasitas etiquetam-se com o cddigo da amostragem e as letras “PP” (siglas de
parasita em plural).

- Os frascos com fezes etiquetam-se com o cédigo da amostragem e as letras “FEZ".

- Brincos: marcar o brinco com o cédigo da amostragem e fotografar. Conservar os brincos ou qualquer
outro material encontrado num saco de plastico com o cédigo da amostragem.

Na péagina seguinte, apresenta-se uma tabela-resumo com exemplos da etiguetagem das amostras.
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Tabela 1. Tabela-resumo com exemplos da etiquetagem das amostras.

AMOSTRA ETIQUETAGEM exemplo
8.1.1 Sangue Tubo heparina - Hematologia | C6d. Amos. Co1
Tubo heparina - Toxicologia Cé6d. Amos. + “E” MO5 / E
Tubo EDTA - Genética Cod. Amos. D09
Cartdo FTA - Genética Cod. Amos. D09
Papel absorvente - Sexagem | Céd. Amos. + anilha T11/ 5834
metalica
Esfregaco Co6d. Amos. D05
8.1.2 Microorganismos | Zaragatoa orofaringe Co6d. Amos. + “OF” C15/ OF
Zaragatoa cloaca Céd. Amos. + “C” Do1/cC
8.1.3 Lesao detetada Zaragatoa lesdo detetada Céd. Amos. + “LES" + num | T02/LES/ 01
Esfregaco lesdo detetada Céd. Amos. + “LES" + num | TO5/LES/02
8.1.4 Penas Penas - Genética Co6d. Amos. + GEN D06 / GEN
Penas - Toxicologia Co6d. Amos. + TOX M35 / TOX
Penas - Endocrinologia Cé6d. Amos. + END M35 / END
8.1.5 Ectoparasitas Estruturas parasitarias Céd. Amos. + “PP” T22 /PP
Parasites Céd. Amos. + “PP” C10/PP
8.1.6 Fezes Fezes Cod. Amos. + “FEZ” M10 / FEZ
8.1.7 Brincos e outros | Brincos Cod. Amos. D07
rastros
Outros achados Cod. Amos. M21
8.2 No laboratério de | Tubo plasma - Hematologia Co6d. Amos. Cco1
campe Tubo sangue inteiro - Toxicol | C6d. Amos. + “S” M0O5/S
Tubo plasma - Toxicologia Cé6d. Amos. + “P” MO5 /P
tous [ W G oneEs Yo INE% . & & QGNR dnpe ==
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Anexo lll. Escala para a estimacao da condicao corporal da cria de abutre-preto

Tradicionalmente, a condicéo corporal de uma ave era determinada exclusivamente pela palpacao dos
musculos peitorais e pela atribuicdo de uma pontuacao corporal com base na cobertura muscular e de
gordura do esterno. Embora util como uma determinacéao superficial de emaciacao, essa técnica ndo tem
em conta que a maioria das aves nao armazena gordura na regido peitoral, podendo ainda assim
transportar depésitos significativos de gordura, mesmo tendo uma condicado corporal aparentemente
normal. Molhar as penas sobre o abdémen, flancos, coxas e pescog¢o com alcool permite a visualizacédo de
depésitos de gordura subcutanea, vistos como gordura amarela sob a pele, em vez do musculo rosado -

avermelhado. A combinacao do registo de peso corporal, palpacao dos misculos peitorais e exame
da gordura subcutanea permite uma avaliacao precisa da condicao corporal.

A escala que utilizaremos para a estimacao da condicéo corporal consta dos seguintes valores:

1 - Emaciacao: Observa-se uma perda de massa muscular generalizada e a auséncia de gordura
subcutanea, demonstrando musculos peitorais fracos com contornos muito deprimidos. A quilha do
esterno protrai de forma evidente e é facilmente palpavel. O contorno do conjunto da seccéao transversal
do esterno e a musculatura peitoral, seria céncavo.

2 - A musculatura peitoral ja esta um pouco desenvolvida, mas ainda ndo se observa gordura subcutanea.
A proeminéncia da quilha do esterno é evidente e facilmente palpavel. O contorno transversal seria plano
ou de forma triangular.

3 - Ideal: A musculatura peitoral apresenta uma textura firme, moderadamente desenvolvida e facilmente
palpavel. A quilha do esterno sobressai entre os musculos peitorais e é facilmente palpavel. Ja se observa
alguma gordura subcutanea. Contorno convexo.

4 - A musculatura peitoral estda bem desenvolvida, apresentando um contorno suave e facilmente
palpavel. A quilha do esterno € menos proeminente, mas ainda palpavel. Encontramos depésitos evidentes
de gordura subcutanea. Contorno semicircular.

5 - Sobrepeso: 0 grande desenvolvimento dos musculos peitorais e a elevada presenca de depdsitos de
gordura subcuténea quase impedem a palpacéao da quilha do esterno. O contorno fica dividido em duas
massas peitorais.

E evidente que a maioria das crias sera classificada entre os valores de 1a 3. Uma cria com condicdo
corporal 1(emaciacdo) é um firme candidato para o seu encaminhamento para um Centro de Recuperacao
para a Fauna. O médico veterinario pode usar valores intermédios (1.5, 2.5, etc.) na sua apreciacéo da
condicao corporal, se julgar necessario.

Na pagina seguinte, apresenta-se um esquema resumido da escala pretendida.
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QUILHA
Sobressai fortemente
Facilmente palpavel

GORDURA
SUBCUTANEA
N&o palpavel

MUSCULO DO PEITO
Contorno deprimido,
com Obvia perda de
massa muscular

QUILHA
Muito proeminente
Facilmente palpavel

GORDURA
SUBCUTANEA
Né&o palpavel

MUSCULO DO PEITO
Reduzida perda de
massa muscular, mas
pouco desenvolvido

@tu ra firme

33

QUILHA
Proeminente
Facilmente palpével

GORDURA
SUBCUTANEA
Minima, ndo excessiva

MUSCULO DO PEITO
Facilmente palpavel,
moderadamente
desenvolvido com )
)

QUILHA
Menos proeminente,
mas ainda palpavel

GORDURA
SUBCUTANEA
Depdsitos excessivos

MUSCULO DO PEITO
Contorno suave,
“rechonchudo” e

facilmente palpavel

QUILHA
0 bordo é praticamente
impossivel de palpar

GORDURA
SUBCUTANEA
Grandes depdsitos

MUSCULO DO PEITO
Contorno arredondado,
facilmente palpavel,
com textura flacida

.

J

ABAIXO DO IDEAL

T

IDEAL

ACIMA DO IDEAL

Fig. 2. Escala de condig&o corporal. Adaptado de Raptors and Poultry blog post.
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Anexo IV: Avaliacao do estado de desidratacao

No geral, estimar a percentagem de desidratacdo em aves é complexo. A sua pele é muito fina e pouco
elastica, pelo que nem sempre a prega de pele é um sinal fidedigno. O veterinario de campo deve observar
uma série de sinais para determinar se a cria precisa da administracao de fluidos ou ndo. Entre estes sinais,
pode-se observar a coloragao das mucosas e TRC (tempo de replecao capilar) através da eversao da
mucosa cloacal, bem como pela conjuntiva e orofaringe. A perfuséo vascular periférica também pode ser
avaliada através da turgescéncia e tempo de replecdo da veia basilar. Outros sinais clinicos como
taquicardia, diminuicéo do débito cardiaco, fraqueza generalizada, prostracdo e pulso fraco também séo
caracteristicos de hidratacéo deficiente.

Tabela 2. Sinais de desidratacao em aves (Beaufrere, 2021).

Percentagem de Sinais clinicos
desidratacao

5% Desidratacéo subclinica, histéria de perda fluidos, retorno da prega palpebral
normal
7-8% Letargia, mucosas secas e pegajosas, fios de muco espesso na cavidade oral,

pele do peito seca, retorno da prega palpebral lento

10-12% Depressao, mucosas secas e pegajosas, fios de muco espesso na cavidade oral,
pele do peito seca e a descamar, retorno da prega palpebral muito lento, olhos
afundados

15% Coma/estupor, mucosas secas, prega palpebral e da pele do peito permanece

presente, olhos muito afundados

Hipovolémia Alteracado consciéncia, taquicardia, TRV veia ulnar maior que 1-2s, pulso
dificilmente palpavel, hipotermia, hipotensao

Achados Aumento do Hematécrito, Proteina Total, albumina, ureia, acido durico,
laboratoriais concentracao de eletrdlitos, osmolaridade plasmatica e lactato sanguineo
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Anexo V: Pautas para a administracao de fluidos como terapia basica

A administracao de fluidos deve ser ponderada caso a caso e respeitar as necessidades fisiolégicas dos
animais, mas também a presencga de qualquer patologia. Os requisitos de manutencdo sdo maiores em
aves, cerca de 40-60 mi/kg/d, do que em mamiferos, devido a maior taxa metabdlica (Lennox, 2011). Para
um abutre de 4,5kg (4500g) estima-se que a taxa de manutencéo diaria varie entre 180 a 270ml.

A esta taxa de manutencédo devemos somar as perdas por desidratacdo. O défice hidrico das aves pode
ser calculado através da formula: % de desidratacdo x peso corporal (g) (Scott, 2021). Na tabela “Avaliacao
do estado de desidratacdo” do Anexo IV apresentam-se as percentagens de défice hidrico associadas aos
marcadores de desidratacdo em aves.

Assim, para uma cria de abutre-preto de 4,5Kg (4500g), com uma taxa de desidratacao de 5%, devemos
calcular a taxa de manutencéo e depois adicionar o défice de fluidos, como se mostra na tabela a seguir,
resultando numa necessidade hidrica total de 405 ml.

Requisitos de manutencéao 4,5kgx40 ml = 180 ml/dia
Défice hidrico 45009 X 0.05 (desidratacéao do 5%) = 225 ml
Necessidade hidrica total requisitos de manutencéao + défice hidrico = 405 ml/dia

A administracao de fluidos com vista a compensar as necessidades hidricas de uma ave deve ser feita ao
longo de 24h a 48h, dependendo das necessidades e do estado fisiolégico do animal, independentemente
da via de administracao escolhida. Assim, ndo se deve administrar o volume total de uma sé6 vez, mas sim
dividi-lo ao longo das 24 a 48h.

Se for necessario administrar fluidos em caso de desidratacéo leve, o volume total da administragcao nao
devera ultrapassar os 40ml/kg. por via oral (VO) e, no caso da via subcutanea (SQ), ndo devera ultrapassar
1/3 da necessidade hidrica total. Seguindo o exemplo anterior de uma cria de abutre-preto de 4,5 kg e 5%
de desidratacao, o volume total a administrar antes de ser devolvida ao ninho seria de 40 x 4.5 =180 ml|
no maximo VO, ou 405 / 3 = 135 ml SQ. Este procedimento devera ser realizado sempre antes de subir a
ave ao ninho e sempre depois da colheita de amostras.

Nos casos de desidratacdo moderada a grave, os animais devem ser transportados para o Centro de
Recuperacéo para a Fauna mais préximo. Se o animal estiver normotérmico, com uma condigcéo corporal
acima de 2 (ver escala Anexo Ill) e o estado de desidratacdo for moderado, a administracao de fluidos SQ
antes do transporte é possivelmente a melhor solugdo. Em casos de hipotermia ou desidratacéo grave, a
via intravenosa (IV) ou intradssea (10) deve ser a escolhida, com a administracdo de um bélus de 10 mi/kg
de fluidos (aquecido a 39° se existir hipotermia), ao longo de 15 a 30 minutos, antes do transporte. Nos
casos em que a condicao corporal for inferior em 2 (ver escala Anexo lll), existe o risco de inducéo de
edemas corporais através da administracao de fluidoterapia, sendo que a formacao de edema pulmonar
podera ser fatal. Nestes casos, os volumes administrados devem ser reduzidos para qualquer via
parenteral, sendo que os bélus IV ou 10 deverao respeitar uma taxa maxima de 2 ml/kg.

Na pagina seguinte, apresentam-se as indicagdes de utilizacdo das vias de administracdo de fluidos em
crias de abutre-preto.
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Tabela 3. Indicagdes de utilizagao das vias de administragdo de fluidos em crias de abutre-preto.

VIA

INDICACAO

FLUIDO

Oral (VO)

Animais conscientes e normotérmicos

Desidratacdo leve, sem perdas associadas ao trato

digestivo

Manutencéao na convalescenca

Agua, eletrdlitos.

/ intradssea (10)

Reforco de déficits

Inicio de terapia de manutencéo

Subcutanea (SQ) | Desidratagéo leve NaCl
Condigao corporal igual ou maior que 2/5
Intravenosa (IV) | Primeiros socorros e cuidados intensivos NaCl
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Anexo VI: Exame dos dejetos

E necesséario avaliar as porgdes urindria e fecal das fezes. Ambas as porcdes sdo eliminadas
simultaneamente pela cloaca.

A porcéao urinaria encontra-se dividida em 2 fases, uma liquida incolor, e outra semissdlida de cor branca,
devido a presenca de acido urico em grandes quantidades, formando um coloide.

A porcgéao fecal é escura, embora a tonalidade possa variar de acordo com a dieta da ave e o estado da
digestao.

A avaliacdo macroscopica de ambas porcdes pode revelar dados de importancia clinica. A porgao urinaria
pode evidenciar a presenca de poliuria, biliverdina (o excesso de biliverdina é eliminado pela urina,
presenca de biliverdina na urina pode indicar comprometimento da funcionalidade hepética) ou
sangue/hemoglobina.

Por meio do exame macroscépico da porcéao fecal, é possivel detetar problemas digestivos, a partir de
modificacdes na cor e consisténcia das fezes.

Fezes de tonalidade verde-esmeralda podem ser normais devido a bile ndo utilizada, possivelmente de
manha, antes da alimentacéo, quando o trato gastrointestinal esta vazio.

Fezes de tonalidade verde-lima sugerem alteracbées nos processos de motilidade e absorcéo -
frequentemente observadas com toxicidade por chumbo, mas também com aspergilose, coccidiose ou
infecdo gastrointestinal anaerdbica.

A observacao macroscépica das fezes permite também avaliar a presenca de hematoquezia e, no caso de
fezes muito escuras, sugerir a presenca de melena.
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Cdéd. amos.

Anexo VII: Registos da exploracao fisica

IDENTIFICACAO DA CRIA DE ABUTRE-PRETO (AEGYPIUS MONACHUS) E DO LOCAL

Data: Hora chegada: T® amb: | Hum: Alt: | Pr Atm:
Local: Ref. ninho:
Anilha metalica: Anilha PVC: Cor fundo:
OT.esq. / OT.dir OT.esq. / OT.dir. Cor cédigo:
Idade cria: Emissor GPS: O Leg loop
[0 Backpack

EXAME CLINICO

Peso cria no saco: Peso saco: Peso cria:
examinar ok Observacdes

Auscultacao O Bpm: Resp/min:

Bico O

Cera e narinas O

Cavidade orofaringea O

Olhos O
Ouvidos O
Cabeca e pescogo O O Papo cheio / O Papo vazio

Porcdo anterior do m

esterno
Esterno O
CC:
Abdémem 0 (1-5)
Cloaca O T
Costas O
Asas O
Membros pélvicos O
Pés O
Pele O
Hidratacéo O Desidratacao:

O056% O7-8% O10-12% O 15% 0O Hipovolemia
Outras observages Regurgita durante o manuseamento? O Sim O N&o
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Céd. amos.
Anexo VIII: Registos da colheita de amostras biolégicas
Sangue Hora extracgao: O5ml O 2 ml Heparina O 2 ml Heparina
Volume total Hematologia e Bq Toxicologia
0 0.5 ml EDTA O 3-5 gotas Gluc: Lact: O esfregacos
Genética em Papel. N°:
Sexagem
Microrganismos O Zaragatoa orofaringe (OF) O Zaragatoa Cloaca (C)
Lesdes O Nao
O Sim. Preencher Anexo Xlll.a
Penas [0 3 penas peito [0 3 penas costas [0 4 penas costas
com calamo - GENETICA com céalamo - TOXICOLOGIA sem calamo - ENDOCRINO

Ectoparasitas O Néo

[0 Sim. Descrever:

Fezes O Nao

O Sim. Descrever Porc¢do urinaria: O Normal. O Politria. O Biliverdina. O Sangue/hemoglobina.

Porgao fecal: O Normal. O Cor verde-lima. 00 Hematoquezia. [0 Melena.

Outras amostras na Descrever:
base do ninho

Hidratacéo Hora: O NaCl Vol:
O Nao O Sim [ Qutro:

Afastamento do | Hora saida:

ninho

Observagio daave a | Hora:

distancia

LABORATORIO CAMPO
Data: Hora inicio: T
O Hematdcrito: [ Sélidos totais:

(Refratémetro)

O Passar 0,5 ml de sangue inteiro com heparina do tubo para TOXICOLOGIA a um eppendorf. Etiquetar “S”. Selar.

O Centrifugacdo sangue Hemolise? O Tubo pellet Volume plasma (ml):
Para HEMATOLOGIA [0 Nao O Sim

O Centrifugacdo sangue Hemolise? O Tubo pellet “E” Volume plasma “P" (ml):
Para TOXICOLOGIA [0 Nao O Sim

O Corar os esfregacos (Diff-Quick), etiquetar, secar, guardar nas caixas de transporte

Observacoes:
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Anexo IX: Parametros a analisar na Hematologia e Bioquimica sanguinea:

Os estudos do hemograma e da bioquimica sanguinea, para além de essenciais para a avaliagado do estado
de saude da ave, permitem compreender e interpretar o eventual efeito/lesbes dos toxicos
potencialmente identificados na analise toxicoldgica, nos diferentes 6rgaos de cada animal. Aacumulacao
deste tipo de informacéao permitira a identificacdo de ameacas ao nivel populacional, o que por sua vez
orientara a conservacao da espécie.

0 Hemograma é uma das ferramentas mais Uteis para o diagnéstico de doencas em aves. E fundamental
para confirmar um diagndstico, determinar um prognéstico ou gravidade de uma doencga, ou acompanhar
a evoluco de um paciente em tratamento.

Em seguida apresentam-se os paré@metros do hemograma que vao ser analisados no ambito do projeto
LIFE Aegypius Return, assim como uma breve descricéo da sua utilidade.

Tabela 4. parémetros do hemograma que véo ser analisados no ambito do projeto LIFE Aegypius Return.

HEMOGRAMA
PARAMETRO INDICACAO
Contagem de leucdcitos Identificacdo de processos inflamatérios. Avaliagcdo daimunodepresséo
Férmula leucocitaria Proporciona informacdo sobre o estado de saude e a resposta

imunitaria. Alteracdes desta férmula podem indicar infecdes,
inflamacéo, stress ou doengas sistémicas

Contagem de eritrécitos Avaliacao da hidratacdo, anemia e estado geral
Hematdcrito Avaliacao da hidratacéo, anemia, hemdlise.
Contagem Trombdcitos Coagulacdo sanguinea. Este parametro diminui em casos de doencgas

infeciosas, deficiéncias nutricionais, toxicidade, doencas
imunomediadas

Hemoglobina Avaliacao do estado geral, anemia e infecdes crénicas

indice eritrocitario Classificacao e etiologia das anemias

Morfologia celular (com | Determinacéo de infegdes, intoxicacdes, resposta celular e gravidade
fotografias)

0(s) método(s) utilizado(s) para o célculo destes parametros é/sao:

- Estimativa do namero total de leucécitos. E contabilizado o nimero de leucécitos em 12 campos de
ampliagcdo 400x, os valores dos extremos sao eliminados e os restantes somados e divididos por 10, de
forma a encontrar um valor médio. Este é multiplicado por 2000 indicando o resultado o ndmero estimado
da contagem total de leucdcitos.

- Contagem diferencial e avaliacao morfolégica de esfregaco. E necessaria a estandardizacdo da
coloracéo para uma correta identificacdo. No ambito deste protocolo, o esfregaco sera sempre realizado
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a partir de sangue fresco sem anticoagulante, e a coloracdo pelo método de Diff-Quick sera efetuada
imediatamente ou poucas horas depois da realizacao do esfregaco.

- Hematécrito: percentagem de eritrécitos no sangue. Caélculo desta percentagem a partir da
centrifugacéo de uma amostra de sangue total sem anticoagulante, num capilar de hematécrito, a 12000
rpm durante 5 minutos. Devem ser preparados dois tubos capilares com a mesma amostra de sangue sem
anticoagulante e centrifugados ao mesmo tempo. Apds a avaliagcao do valor do hematdcrito de cada um,
valida-se o teste se a diferenca entre ambos for inferior a 10%. De seguida, calcula-se a média dos valores
e o resultado é registado como sendo o valor de hematdcrito da ave.

- Concentracéo de Hemoglobina. Calcular usando férmula: Valor do Hematécrito x 0.3

A Bioquimica Sanguinea fornece informagdes importantes sobre o estado e a funcédo dos diferentes
érgdos e sistemas da ave. E uma ferramenta Gtil para conhecer o estado fisiolégico dos animais na
natureza. Permite avaliar o estado de saude das populagdes através de técnicas minimamente invasivas.
No entanto, a sua aplicabilidade vai além do ambito clinico.

Os estudos dos parametros bioquimicos em populagdes silvestres também estido associados: 1) a
avaliagao da qualidade nutricional do habitat, sendo de vital importancia para a gestao dessas populagdes
e do ambiente, e 2) a determinacao das alteragdes provocadas pelo Homem nas populagées de animais
silvestres.

A avaliacdo dos pardmetros bioquimicos de uma determinada amostra apenas tem valor quando
enquadrada com a histéria clinica do animal e o seu exame de estado geral aquando da colheita.

0 valor das proteinas totais medidas no sangue com o refratémetro serd sempre maior do que o obtido
pelo método de quimica liquida (método do Biureto) devido ao consideravel nimero de substancias
presentes no plasma avicola. Portanto, diferenciamos os valores de ambos os métodos como "sélidos
totais" quando medidos com refratémetro, ou "proteinas totais" quando é usado o método do Biureto. E
importante considerar as circunstancias fisiolégicas da ave, pois os valores sdo mais baixos em aves
juvenis e mais altos em fémeas durante o periodo reprodutivo. A comparacao dos niveis de proteinas e o
valor do hematdcrito ajuda-nos a entender melhor o estado de hidratacdo ou de anemia da ave. Os sélidos
totais serdao mensurados aquando da determinagdo do hematdcrito, utilizando o plasma separado no tubo
capilar sem anticoagulante, pds-centrifugacéao, para efetuar a medicdo com um refratdmetro de méo. As
proteinas totais serdo mensuradas através do método do biureto no Laboratério de Patologia Clinica do
HVUTAD.

As proteinas plasmaticas das aves incluem pré-albumina, albumina, alfa, beta e gama globulinas. A correta
identificacao destas fracdes pode ser realizada através da eletroforese das proteinas plasmaticas e aporta
informacéao importante acerca do sistema imunitario, do estado inflamatério do individuo e da sua fungéo
hepatica. A eletroforese capilar das proteinas plasmaticas serd efetuada num laboratério externo,
recorrendo a um aparelho de eletroforeses capilar Sebia CAPILLARYS Il.

A enzimologia é uma parte importante da bioquimica sanguinea. As enzimas estao distribuidas por todo o
organismo, mas a bioguimica clinica centra-se nas enzimas intracelulares. A libertacdo destas enzimas
intracelulares no plasma deve-se a substituicdo celular continua. A libertacdo durante processos
patolégicos nos tecidos produz um aumento da sua atividade no plasma. Dessa forma, as enzimas que
encontramos no plasma sdo o resultado do dano celular e do aumento da substituicdo celular, mas
também da inducéao na sua producao e da libertacéo na corrente sanguinea de secregdes exdcrinas ou da
diminuicao da sua eliminacao.

A especificidade e a sensibilidade de uma enzima sdo conceitos importantes na hora de determinar o valor
clinico da mesma. A maior parte das enzimas em aves sado pouco especificas, ou seja, ndo se encontram
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em um 6rgao em particular. Contudo, existem algumas muito sensiveis, ou seja, mudancas patoldgicas
minimas podem aumentar consideravelmente a atividade plasmatica.

Na interpretacdo do perfil enzimatico é importante considerar as condicdes da técnica laboratorial
utilizada (temperatura de trabalho e método). Também é importante considerar a espécie, idade e estado
reprodutivo, pois podem existir diferencas significativas.

As analises laboratoriais correspondentes a Hematologia e Bioquimica sanguinea, serao realizadas no
Laboratdrio de Patologia Clinica do HVUTAD.

Em seguida, apresentam-se os parametros da bioquimica sanguinea que vao ser analisados no d4mbito do
projeto LIFE Aegypius Return, assim como uma breve descri¢cdo da sua utilidade.

Tabela 5. Pardmetros da bioguimica sanguinea que vao ser analisados no dmbito do projeto LIFE Aegypius Return.

BIOQUIMICA SANGUINEA

PARAMETRO

INDICACAO

Proteinas totais / sélidos totais

Estado de hidratacéo, funcao hepatica, homeostasia

Perfil proteico (proteinograma)

Estado inflamatério, estado nutricional, avaliacdo do sistema imunitario

Lactato Homeostasia

Glicose Potencial patologia enddcrina, septicemia, neoplasia

Ac. Urico Funcgéo renal, desidratacéao

Ureia Desidratacéo

Creatinina Funcéao renal ou desidratacao (pouco especifico em ave)

Triglicerideos

Detecéo de inanicéo, estado geral

Colesterol

Avaliacdo da dieta. Funcédo hepatica

Acidos biliares

Funcéao hepatica

Calcio Homeostasia, funcéo renal, estado nutricional
Fésforo Homeostasia, funcao renal, estado nutricional
Magnésio Homeostasia
Sédio Homeostasia
Potéssio Homeostasia

AST (Aspartato aminotransferase)

Funcéo hepatica, lesdo muscular e nos tecidos moles.

CK (Creatina quinase)

Lesdes musculares, emaciacao.
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Anexo X: Parametros a analisar em Toxicologia

A seccao do documento referente a toxicologia apresenta a metodologia concebida para a obtencéo de
amostras bioldgicas (sangue e penas) de crias de abutre-preto (Aegypius monachus), sendo também
aplicavel a adultos.

As substancias a detetar nas amostras bioldgicas (sangue e penas) de abutre-preto, no dmbito da
Toxicologia, sdo as seguintes:

- Metais pesados
- Antibidticos
- Anti-inflamatérios

A metodologia foi concebida pela equipa do Grupo de Toxicologia e Veterinaria Forense da Faculdade de
Medicina Veterindria da Universidade de Mdurcia, um grupo com mais de duas décadas de experiéncia no
estudo e investigacéao cientifica de toxinas em aves selvagens, em geral, e aves de rapina em particular.

=

HAWK MOUNTAIN

As andlises toxicoldgicas serao realizadas pela mesma equipa.

A maioria das analises serdo efetuadas com base nas amostras de sangue. No caso das penas, estdo a ser
usadas no estudo de metodologias menos invasivas para a obtencéo da informacéao.

Recolha de sangue

1. Colher 2 ml de sangue e conserva-los num tubo com heparina.

2. Desta quantidade, 0,5 ml de sangue total devem ser armazenados num eppendorf e mantidos
congelados.

3. Os restantes 1,5 ml sdo centrifugados e, apds a centrifugacéo, todo o plasma é recolhido noutro
eppendorf.

Para a recolha de plasma, ver o seguinte video: https://youtu.be/C5gM3zkRMxo
Centrifugacéao: 1.600-3.000 g; 10 minutos.

0 sedimento da centrifugacao do plasma deve ser mantido congelado.

4. Apds a centrifugacéo, transferir o plasma para um eppendorf ou um pequeno tubo.
5. 0 sedimento ou pellet resultante da centrifugacao deve ser igualmente conservado.

6. Os trés tubos devem ser rotulados com o Cédigo de Amostra. Adicionalmente, o tubo de sangue
completo deve ser identificado com um "S" (sangue), o tubo de plasma com um "P” (plasma) e o tubo de
sedimento com um "E” (eritrdcitos) (Ver Anexo Il).

7. No terreno, as amostras devem ser mantidas refrigeradas. A chegada ao laboratério ou 4 base de campo,
procede-se a centrifugacao (recomenda-se a centrifugacao do sangue o mais rapidamente possivel e nas
12 horas seguintes a colheita) e os trés tubos eppendorf obtidos de cada individuo sdo congelados até
serem enviados para o laboratério.

8. No final da época, o projeto organizara o envio de todas as amostras para analise.
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Recolha de penas

Devem ser recolhidas 3 ou 4 penas do dorso. E importante que uma ou duas destas penas tenham um
pouco de sangue no calamo e serdo guardadas num envelope de papel, no qual se coloca a identificagao
do individuo (Ver anexo II). As outras duas penas devem ser guardadas num outro envelope de papel,
também com a identificacdo do individuo (Ver Anexo Il). Estes envelopes devem ser mantidos no
frigorifico.

0 projeto organizara o envio de todas as amostras em fase posterior.

Sobre a toxicologia, em caso de duvida ou questédo, deve contactar-se:

Alfonso Godino

Carretera de Jerez, 9. 06120 Oliva de la Frontera (Badajoz).
Telemoével: +34 627268029

Email: alfonsogodino@gmail.com
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Anexo XI: Parametros a analisar em Genética

De um modo geral, a andlise genética de individuos de abutre-preto em liberdade pode fornecer
informacodes sobre o estado da espécie e ajudar a avaliar a eficacia das acdes de conservagdo que serdo
desenvolvidas durante o projeto LIFE Aegypius Return. A avaliacdo dos tamanhos populacionais efetivos,
dos niveis de endogamia e das tendéncias na diversidade genética podem ser um bom indicador da
capacidade de evolucdo da espécie a longo prazo. De forma mais concreta, a andlise genética das
amostras de abutre-preto no ambito deste projeto pode ser colocada ao servico dos seus objetivos através
de:

¢ 0 estudo da conectividade e dos movimentos entre as colénias existentes em Portugal.

e Aavaliacdo das tendéncias no tamanho efetivo das populacdes reprodutoras. O material genético
recolhido das crias fornecerd ao longo do tempo informagdes sobre quantos adultos sao
reprodutores ativos. Por sua vez, esta informacado oferecerd uma visdo mais profunda da
frequéncia de reproducéo e, potencialmente, do uso dos ninhos.

e Aavaliacdo do sucesso reprodutivo das aves de soft release, em comparagao com o recrutamento
na natureza.

¢ Aidentificacdo molecular do sexo das aves fornecera informacodes sobre tudo o que esta ligado ao
sexo: proporcao de sexos nas populacdes, padroes de dispersao enviesados por sexo, etc.

e O suporte a casos forenses.

Amostras de sangue:

¢ Recolher no minimo 0,5 ml em um tubo com EDTA. Agitar varias vezes para garantir uma mistura
adequada da amostra e do anticoagulante.

e Etiquetar com o Cddigo de amostra.

e Se as amostras puderem ser transferidas para o respetivo laboratério (Centro de Investigacao e
Conservacao do Zoo de Antuérpia, Bélgica) no intervalo de uma semana, o envio pode ser feito a
temperatura ambiente.

e Se as amostras precisarem de ser armazenadas por mais de uma semana antes do envio (o que é
expectavel, devido a demora na obtencao das licencas CITES), devem ser congeladas. Nesse caso,
a transferéncia das amostras deve ser feita usando uma caixa de poliestireno ou similar que inclua
elementos de esfriamento.

e As amostras de sangue devem ser embaladas em um segundo recipiente que possa ser selado
(geralmente sado usados sacos zip) e incluir material absorvente suficiente (por exemplo, papel
absorvente) para absorver possiveis vazamentos.

e Antes do envio, a documentacao CITES deve ser processada.

Cartoes FTA:

Os cartées "Whatman FTA" (Flinders Technology Associates) sdo uma tecnologia desenvolvida pela
Whatman, uma empresa de biotecnologia. Esses cartbes sdo impregnados com uma matriz de filtro
especial que permite a captura, a lise e a estabilizacdo do DNA presente na amostra biolédgica, como o
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sangue. Uma vez que a amostra seja aplicada ao cartdo FTA, o DNA é lisado e fixado na matriz, permitindo
seu armazenamento e transporte a temperatura ambiente sem a necessidade de congelamento.
e Aplicar uma gota de sangue no cartdo FTA (pode ser sangue com EDTA).

e Etiquetar o cartao (Cédigo amostra).

e Armazenar e enviar a temperatura ambiente.

Amostras de penas:

e Recolher 3 penas frescas (idealmente que contenham sangue ou partes da bainha que
encapsulam o desenvolvimento de novas penas).

e Armazenar num envelope de papel etiquetado (Cédigo de amostra + GEN) a temperatura ambiente.

e Enviar a temperatura ambiente.

Amostras post-mortem:

No caso lamentavel de se ter acesso a um cadaver de abutre-preto, podem ser recolhidas as seguintes
amostras:
e Excisdo de uma almofada de dedo (0,5x0,5x0,5cm) e armazenamento em etanol.

e Bidpsia de 6rgdo ou musculo armazenada em etanol. Mantidas em etanol, essas amostras podem
ser mantidas a temperatura ambiente por algumas semanas a um més. Para o envio das mesmas,
devem ser embaladas em um segundo recipiente que possa ser selado (geralmente sido usados
sacos zip) e incluir material absorvente suficiente (por exemplo, papel absorvente) para absorver
possiveis vazamentos. No caso de ndo haver conservante disponivel, as amostras devem ser
congeladas e enviadas em condicdes de frio.

As andlises genéticas, no &mbito do projeto LIFE Aegypius Return, contam com o apoio da equipa do
Dr. Philippe Helsen, em:

Centre for Research and Conservation
Royal Zoological Society of Antwerp (KMDA)
Koningin Astridplein20-26

2018 Antwerp

Belgium
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Anexo XIl: Parametros a analisar em Microbiologia

Tendo como objetivo a monitorizacdo do estado de saude geral das crias de abutre-preto, este protocolo

pretende realizar, de forma rotineira, uma identificacéo e caracterizacdo da microbiota gastrointestinal
destes individuos.

Embora a influéncia da microbiota intestinal na saude do hospedeiro tenha sido intensivamente estudada
em aves domésticas, ainda nado hda bibliografia suficiente que sustente como determinados
microrganismos podem afetar as aves necréfagas. Isto deve-se as dificuldades em determinar quais os
critérios de comparacao quanto (1) a composicéo e (2) a dindmica da microbiota do trato gastrointestinal.

As dinamicas da microbiota gastrointestinal podem ser influenciadas por uma variedade de fatores (a)
extrinsecos e (b) intrinsecos:

a) Extrinsecamente, no estado selvagem, estas dindmicas depender&o das condicdes ambientais
em habitats preferenciais, nos locais de nidificacdo e de quaisquer interagdes sociais.
¢ Exemplo disso poderao ser as crias que, no momento da colheita, terdo passado toda
a vida circunscritas a uma area especifica, e, quando comparadas as aves com grandes
areas de distribuicao, estardo menos expostas a diferentes ecossistemas. Portanto, a
microbiota gastrointestinal destas crias tendera a ser menos propensa a flutuacées.

b) Os fatores intrinsecos sao inerentes ao hospedeiro, desde a sua predisposicdo genética, idade,
sexo, regime alimentar especifico da espécie, estado de saude, até a sua microbiota comensal. A
microbiota comensal podera interagir indiretamente com potenciais microrganismos patogénicos
e/ ou diretamente por exclusido competitiva de microrganismos.

Assim, considerando o nicho ecolégico dos abutres-pretos e das suas crias, a identificacdo dos
microrganismos e da diversidade da sua microbiota gastrointestinal permitira criar mais uma ferramenta
de monitorizacdo destes individuos (caracterizacdo do potencial simbiético entre os individuos e a sua
microbiota gastrointestinal).

No ambito do projeto LIFE Aegypius Return serdo recolhidas amostras, de forma rotineira, da cavidade
orofaringea e da cloaca. Para este efeito, serdo utilizadas zaragatoas em meio AMIES viscosa. Estas
amostras serdo posteriormente processadas no ambito do desenvolvimento de um projeto de
doutoramento em Biodiversidade, Conservacéo e Genética, numa instituicdo/laboratério a designar. Parte
da investigacao terd como objetivos: (a) o isolamento e identificacdo da microbiota de cada uma destas
regides anatéomicas, bem como (b) a avaliagdo da variacdo entre o microbioma das mesmas; (c) a
identificacao das possiveis interagdes e fungdes dos microrganismos inerentes a homeostasia do trato
gastrointestinal do abutre-preto, e (d) de que forma estas interagdes poderao representar uma adaptacéo
benéfica deste necréfago ao seu ecossistema.

Mais, prevé-se a interpretacdo dos resultados tendo em conta as condicbes ambientais e contexto
ecoldgico do hospedeiro, de forma a melhor se interpretarem as possiveis relagdes sintroéficas entre os
diferentes microrganismos. Assim, os resultados da recolha deveréo ser interpretados considerando o
exame de estado geral do individuo, o seu contexto biolégico e as informacdes objetivas
resultantes desta andlise.
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Anexo XIlI: Parametros a analisar em Citologia/Histopatologia

No contexto deste projeto, podemos definir “lesao detetada”, como qualquer alteracéo (fisica ou
estrutural) macroscépica, num 6rgéo ou tecido biolégico, encontrada através de um exame de estado
geral rotineiro. Esta alteracdo macroscoépica podera indicar a presenca de doenca, leséo, infecdo ou de
qualquer outra condicéo atipica ndo-patoldgica.

0 objetivo da monitorizacao a nivel citoldégico e histopatoldgico consiste em selecionar e identificar as
eventuais lesdes detetadas nos individuos de cria de abutre-preto no campo.

Esta monitorizacao inicia-se com a descricao das alteracdes identificadas no exame de estado geral do
individuo, concentrando-se exclusivamente nas caracteristicas observaveis da lesdo detetada.

Para que se consiga uma analise consistente e objetiva, as lesées devem ser sempre caracterizadas de
forma clara, rigorosa e organizada, através de terminologia descritiva para lesbes macroscépicas. Assim,
uma vez identificada uma leséo, dever-se-a indicar a sua localizagdo, forma, dimensao, cor, consisténcia,
numero, extensao, distribuicdo, conteldo e percentagem de envolvimento no érgdo ou cavidade
especifica - sendo, por isso, necessario o preenchimento de um relatério uniformizado (ver: Anexo Xlll.a).

Desta forma, o veterinario de campo deve avaliar em cada caso se é pratico e necessario coletar aamostra
da lesdo detetada e devolver a cria de abutre-preto ao ninho ou apenas fotografar/descrever a lesao
detetada, permitindo que a amostra seja recolhida nhum Centro de Recuperacao para a Fauna, caso se
decida que esse seja o destino do animal doente. Para ajudar a padronizar essa tomada de deciséo,
evitando o encaminhamento desnecessario de crias para os Centros de Recuperacéo para a Fauna, ou o
retorno ao ninho de crias com lesdées que comprometam a sua viabilidade, foram desenvolvidas as
seguintes ferramentas:

» Quadro de pontuacao das lesdes (Anexo XIlIl.b), para a identificacéo e avaliagéo relativa de
lesGes detetadas em crias de abutre-preto.
Em funcéo da sua gravidade, podem ser classificadas em 4 graus:
e 1-2:Lesbes de gravidade leve a moderada.
e 3 -4:LeslOes de gravidade severa a grave.

> Arvore de decisao perante uma lesdo detetada numa cria de abutre-preto (Anexo XII.c).

A colheita de fragmentos de lesdo detetada, quando realizada em campo, devera ser feita sem causar
danos ao individuo, sendo por isso necessario recolher apenas tecido/amostra suficiente para se
conseguir caracterizar histopatologicamente.

A documentacgéo fotografica das lesdes detetadas deve, sempre que possivel, acompanhar o relatério
descritivo.

0 estudo Citologico e Histopatoldgico destas amostras sera realizado nas instalagées do Hospital
Veterinario da Universidade de Tras-os-Montes.
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Anexo Xlll.a. Registos para a descricao da lesao detetada

Descriciao da LESAO DETETADA

O Crepitante — estruturas que contém gas;
O Flutuante — estruturas que contém liquido (*).

Cor:
O Uniforme:

O Variagdo cromatica:

Amostra Recolhida: [ Fotografia da lesao O Zaragatoa AMIES (Céd. amos)
O Zaragatoa seca + esfregago O PAF + esfregago
Tipo de Lesao: O Massa (tridimensional). O Placa (bidimensional),
O Linha (unidimensional); [ Auséncia de tecido - solucéo de continuidade.
Consisténcia: Forma:
O Firme; O Circular
O Mole; O Esférica
O Gelatinosa; O Ovoide
O Pastosa; O Discoide;
O Friavel; O Pedunculada ou ampla - no caso de lesdes salientes.

Margens:

O Contornos lineares e regulares

O Limites bem definidos

O Contornos de transicdo anormais e irregulares
O Limites dificeis de avaliar

Quanto ao numero:
O Individual
O Mdltiplas: O<5 05-10

010-20 0>20

Distribuicao:

O Focais — concentram-se apenas numa area;

O Multifocais — individuais que formam distintos
aglomerados;

O Difusas — distribuidas de forma uniforme;

[ Aleatérias — sem padrao arquitetural definido;

O Simétricas;

O Tubulares;

O Fasciculadas - feixes.

(*) Caso exista: acumulacéo de liquido anormal de material
O pastoso O gelatinoso O liquido

Possivel de drenar e recolher a campo?
O Sim - ID amostra:

[0 Nao — necessita de drenagem em Centro de Recuperagéo
para a Fauna.

Dimensdes (mm):

[0 Bidimensional
. Comprimento:
. Largura:

O Tridimensional
(necessita de medicéo precisa em Centro de Recuperagéo para
a Fauna)

. Comprimento:

. Largura:

. Espessura:

O Unidimensional
. Comprimento:

O Solugéao de Continuidade
. Extenséo da lesdo:

Dimensao relativa (%):

(Extensao da lesdo em relagdo a sua ocupagao na totalidade do
6rgéo/regiao)

Localizacao:
e  Aregido anatémica: _

O cranial/caudal a

) Em relacéo as estruturas circundantes (sublinhar a referéncia):

O dorsal/ventral a

O proximal/ distal a

O a direita/ a esquerda de
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Anexo Xlll.b. Avaliacao relativa das lesdes detetadas

Avaliacao relativa das lesoes detetadas nas crias de abutre-preto

Pontuacao Descricao

Lesao ligeira (unidimensional ou bidimensional). Consisténcia branda e fridvel.
1 Contornos lineares e regulares. Limites bem definidos. Dimenséo relativa®* <10%.
Padrao aleatério e/ou focal. Exame de estado geral sem alteragcdes dignas de registo.

Lesdao moderada (bidimensional ou por descontinuidade). Contornos lineares e
2 regulares. Limites bem definidos. Dimensao relativa* menor ou igual a 20%. Exame de
estado geral com alteracdes discretas a registar.

Lesio severa (bidimensional ou tridimensional). Consisténcia alterada. Contornos
3 irregulares. Limites mal definidos. Dimensdo relativa* acima de 20%. Requer
monitorizacéo e/ou intervencao. Exame de estado geral alterado

Les&o grave que pode por em causa a vida do individuo e/ou que necessitam de
4 cuidados médico-veterinarios. (Hipovolémia; Desidratagédo > 10%; CC <1.5.)

(*) Dimensao relativa: Extensdo da lesdo em relagdo a sua ocupacao na totalidade do érgdo/regido, em termos
percentuais.

Nota: As lesdes de nivel de transigcao (2 -> 3), deverao ser consideradas tendo em conta o contexto clinico de cada
individuo.
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Anexo Xlil.c. Arvore de decisdao - Destino das crias de abutre-preto com base na
pontuacao das les6es detetadas.

Detecédo de uma lesdao numa cria de abutre-preto

Descricao (ficha), avaliacao e pontuacéo da lesao
detetada

Ligeira ou moderada Severa ou grave
Pontuacédo: 1ou 2 Pontuacéo: 3 ou 4

A lesaorequer de atencdo médico veterinaria?
nao sim
[
Colheitade amostra Pode serresolvidaa campo?
.
..
e
sim nao
\
Colheita de amostra N\
\\
- \\\
Tratamento da leséo
- \\\
//”" \\\
//’/ \\
o Ay
.”/ \
,/” \\
Devolver a criaao ninho Encaminhar a cria paraum Centro de Recuperacao
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Anexo XIV: Parametros a analisar em Parasitologia

Existe uma grande incidéncia de parasitismo em aves, e muitas doengas podem ter origem parasitaria. No
entanto, no estado selvagem, a patogenicidade destes parasitas é discutivel, uma vez que normalmente
eles estabelecem uma relagcéo de simbiose com o hospedeiro.

A detecéao de ectoparasitas pode realizar-se macroscopicamente, com a inspecéo da superficie do corpo
e a identificacdo com lupa.

Os endoparasitas, podem ser detetados nas fezes nas suas fases adultas ou reprodutoras através do
exame coproldgico.

Os hemoparasitas das aves, na sua maioria protozodrios, podem ser detetados nos esfregacos.
Anteriormente considerados como nao patogénicos por alguns autores, estudos mais recentes indicam
um potencial efeito nosoldgico destes agentes, quando presentes em diferentes espécies e a sua relacao
com ma condicao corporal e anemia (por exemplo Leucocytozoon spp., Haemoproteus spp., Plasmodium
spp. e Trypanosoma spp.). Muito recentemente, confirmou-se a relagao existente entre a parasitose de
Strigiformes por Leucocytozoon e a diminuicdo do hematécrito e da condigdo corporal nestas aves
(Martin-Maldonado 2023). No caso concreto das crias de abutre-preto, foi encontrado um efeito
aparentemente prejudicial dos haemosporidios sobre o peso corporal destas aves (Chakarov 2021).

Outros protozoarios podem ser identificados no trato digestivo ou respiratério, como é o caso das
Trichomonas sp e das Coccidias (/Isospora, Eimeria). Noutras aves estudadas, as tricomonas causam
frequentemente vémitos crénicos e perda de peso, apresentando ainda lesdes na orofaringe com placas
brancas, que podem coalescer, ou sinais de sinusite que se estendem para o palato e restante mucosa
oral. As coccidioses sdo mais comuns em aves jovens e levam a diarreia, por vezes com sangue. No caso
das crias de abutre-preto, desconhece-se esta relacao direta entre presenca de protozoarios no trato
digestivo e o desenvolvimento de sintomas de doenca. Ja foi encontrado Trichomonas gallinae na
cavidade orofaringea de abutres-pretos em centros espanhdis de recuperacdo de fauna, que nao
apresentavam qualquer sintoma de tricomoniase (Martinez-Diaz 2015).

Os parametros a analisar de forma rotineira nas crias de abutre-preto, no &mbito do projeto LIFE Aegypius
Return serao:

- Identificacao de ectoparasitas: Serdo recolhidos exemplares de ectoparasitas, quando presentes no
exame de estado geral de cada ave. Posteriormente, serao identificados no Laboratério de Parasitologia
do HVUTAD.

- Exame coproldgico: Sempre que se tenha acesso a fezes frescas durante a manipulacao, seréao
recolhidas amostras para a pesquisa e identificacdo de estruturas parasitarias no Laboratério de
Parasitologia do HVUTAD.

- Hemoparasitas: Serd realizada no Laboratério de Patologia Clinica do HVUTAD, a pesquisa de
hemoparasitas a partir dos esfregacos de sangue fresco efetuados aquando da colheita de sangue nas
crias de abutre-preto.
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Anexo XV. Parametros a analisar em Endocrinologia

0 stress pode ser definido como um desafio somatico ou psicolégico a homeostase que ativa primeiro o
sistema nervoso simpatico e depois o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal, aumentando assim os niveis de
glucocorticéides (Pereira et al., 2022). Os glucocorticéides sdo os principais mediadores enddcrinos do
stress, pelo que sdo os biomarcadores de stress mais utilizados em animais. No entanto, a concentracéao
sanguinea de corticosterona, o principal glucoroticéide em aves, é influenciada pelo stress agudo, como
a captura, limitando a sua utilidade como marcador de stress de origem ambiental. Pelo contrario, a
concentracao de corticosterona em penas é um biomarcador cada vez mais utilizado para estudar o stress
crénico na fauna selvagem (Romero & Fairhurst, 2017). A concentracao de corticosterona nas penas pode
refletir as condigcdes ambientais, nutricionais, de saude, a experiéncia dos progenitores e as perturbacdes
antropogénicas durante a fase de crescimento das penas.

Pensa-se que a corticosterona é incorporada nas penas principalmente por difusdo passiva a partir do
sangue, durante o crescimento da pena. Assim sendo, a corticosterona nas penas reflete a fracéao
integrada de corticosterona no soro (Romero & Fairhurst, 2017). A vantagem de usar penas para medir a
concentracao de corticosterona é que fornecem uma visdo integrada e retrospetiva de médio prazo da
fisiologia do corticosterona (Romero & Fairhurst, 2017)

Resumidamente, uma vez no laboratério, as penas séo sujeitas a uma descontaminacao externa, o calamo
é removido, e a raquis e barbas reduzidas a pé. A corticosterona é extraida por sonicacao e incubacdo com
metanol, que depois é evaporado. A concentracdo de corticosterona é determinada por testes
imunoenzimaticos de competicao (no nosso laboratério, utilizamos R&D Systems, USA).

Os parametros a analisar de forma rotineira nas crias de abutre-preto, no &mbito do projeto LIFE Aegypius
Return serao:

- Concentracao de corticosterona em penas: a concentacéo de corticosterona nas penas (raquis e
barbas) é determinada por técnicas imunoenzimaticas, apds extragcio por metanol.

Este parametro serad analisado nas instalagées do CIBIO - Centro de Investigacdo em Biodiversidade e
Recursos Genéticos da Universidade do Porto.
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Anexo XVI: Mapa para o Transporte e Acondicionamento de Amostras

Etapas > | Basedo Lab. de Entidade HVUTAD FMVUM Lab Zoo CIBIO
| Amastras ninho campo | responsavel STAB | Antuérpia
da coldnia vida
Tubos sangue | Estabilizar | @9 - - - - -
com heparina | Refrigerar B
HVUTAD 3 Tubo pellet | - Refri C | c I - - -
(Hemat, gerar ongelar ongelar )
Bq. Mb, post-
Cit, PP) centrifugac.
®) Plasma - Refrigerar | Congelar Congelar - - -
Capilares Estabilizar | - - - - - -
hematécrito Refrigerar )
Esfregacos T T T® ambiente T® ambiente - - -
ambiente ambiente )
Zaragatoas Refrigerar | Refrigerar | Congelar Congelar - - -
Ectoparasitas | Refrigerar | Refrigerar | Refrigerar Refrigerar - - -
Fezes Refrigerar Refrigerar | Congelar Congelar - - -
Tubos sangue | Refrigerar | 999 - - - - -
com heparina B
) Tubo “E” - Refrigerar | Congelar Congelar Congelar - -
FMVUM )
(Toxicol.) 9 Tubo “S” - Refrigerar | Congelar Congelar Congelar - -
¢ Tubo “P" - Refrigerar | Congelar Congelar Congelar - -
Penas costas | Refrigerar | Refrigerar | Refrigerar Refrigerar Refrigerar
Tox .
Lab Pingos de T T T® ambiente - - T -
STABvida sangue no ambiente ambiente amb B
(Sexagem) | papel
absorvente
Pingos T T T* ambiente | T* ambiente - - T* ambiente
sangue EDTA | ambiente ambiente B
Penas peito | T* T T® ambiente T® ambiente - - T® ambiente
Zoo Gen ambiente ambiente )
Antuérpia Cartao FTA - - - T* amb se <1 - - T* amb se <1
(Genética) semana armaz, semana armaz, -
Congelado se Congelado se >1
>1 semana semana armaz.
armaz.
T T T* ambiente .
ciBlo Penas costas . . T* ambiente - - - T°amb
. . ambiente ambiente
(Endocrin) | sem céalamo
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Anexo XVII: Registos dos Dados Biométricos

IDENTIFICACAO DA CRIA DE ABUTRE-PRETO (AEGYPIUS MONACHUS) E DO LOCAL

Data: Cédigo de amostra: Local: Ref. ninho:

Anilha metalica: Anilha PVC: Cor fundo:

OT.esqg. / OT.dir. OT. esq. / OT.dir. Cor codigo:

Idade cria (dias): N° Emissor GPS: O Leg loop
O Backpack

DADOS BIOMETRICOS

Peso cria no saco (kg) Peso saco (kg) Peso cria (kg)
Comprimento da Asa (cm) Comprimento da 8° Pena Primaria (mm)
Comprimento da haste da 8° pena Comprimento da cauda (cm)

primaria (cm)

Comprimento da cabega (cm) Comprimento da cabega mais bico (cm)
Comprimento do bico a cera (mm Comprimento do bico e cera (mm)
Largura da cabega (cm) Comprimento do tarso (mm)

Comprimento da garra traseira (mm)

Observacodes:
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