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Resumo

O Brasil € um dos paises mais ricos em biodiversidade da Terra, abrigando também
uma importante diversidade de espécies de aves marinhas, costeiras e oceanicas. Com 0 apoio
do Plano de Acdo Nacional (PAN) para a Conservacdo de Albatrozes e Petréis e do PAN para
a Conservacdo das Aves Marinhas, coordenados pelo CEMAVE e implementados em
conjunto com parceiros; e através do Projeto de Monitoramento de Praias/Bacia de Santos, foi
possivel determinar os valores hematoldgicos e bioquimicos referentes a algumas espécies de
Procellariiformes e as Fregata magnificens. As amostras de sangue foram colhidas por
venopuncao da veia ulnar ou da veia jugular. No sangue completo, realizou-se a contagem de
eritrocitos, leucdcitos e trombdcitos, o hematdcrito, e a determinacdo da hemoglobina. Os
testes bioquimicos foram realizados com o soro do sangue e utilizou-se reagentes liquidos
(Labtest®) para esse fim. Com isso, dosou-se os valores de proteinas plasmaéticas totais,
glicose, triglicérides, albumina, &cido urico, célcio, creatinina, fosfatase alcalina e fosforo. Por
fim, as andlises estatisticas foram realizadas com o Reference Value Advisor V 2.1 e 0
Microsoft Office Excel®. Determinou-se os valores de referéncia para Procellariiformes
(n=44) e especificamente para cinco espécies da ordem, sendo estas: Macronectes giganteus
(n=13), Procellaria aequinoctialis (n=5), Puffinus puffinus (n=12), Thalassarche
chlororhynchos (n=4) e Thalassarche melanophris (n=7). Além disso, estabeleceu-se 0s
valores de referéncia para Fregata magnificens (n=21). A determinacdo de valores de
referéncia para aves marinhas é essencial para orientar decisdes na reabilitacdo desses animais

e para avaliagdes ambientais futuras.

Palavras-chave: Procellariiformes, aves marinhas, bioguimica.



Abstract

Brazil holds one of the richest biodiversity on Earth, harboring an important diversity
of coastal and oceanic seabird species. Through the National Plan of Action (NPOA) for the
conservation of Albatrosses and Petrels and also the NPOA Seabirds, coordinated by
CEMAVE and implemented with partners, and Monitoring Project of Strandings on Beaches
influenced by Santos Basin (PMP-BS), it was possible to determine the hematological and
biochemical values of Procellariiformes species and Fregata magnificens. The blood samples
were collected by ulnar vein or jugular vein venipuncture. Values were obtained for complete
blood count, erythrocytes, leucocytes and thrombocytes, hematocrit, and also hemoglobin
determination. The biochemical tests were performed with the blood serum and reagents used
to dose the values of total plasma protein, glucose, triglycerides, albumin, uric acid, calcium,
creatinine, alkaline phosphatase and phosphorus (Labtest®). Finally, the statistical analyses
were performed with the Reference Value Advisor V 2.1 and Microsoft Office Excel®. The
reference values for Procellariiformes in general (n=44) were determined, as well as for five
species of the order: Macronectes giganteus (n=13), Procellaria aequinoctialis (n=5),
Puffinus puffinus (n=12), Thalassarche chlororhynchos (n=4) and Thalassarche melanophris
(n=7). In addition, the reference values for Fregata magnificens (n = 21) were also
established. The determination of the reference values for these seabirds is essential for

rehabilitation of these animals and for future environmental assessments.

Keywords: Procellariiformes, seabirds, biochemistry.
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Introducéo

O Brasil € um dos paises mais ricos em biodiversidade da Terra, sendo também um
dos paises mais ricos em espécies de aves no mundo, junto da Colémbia e do Peru, com mais
de 1900 espécies pertencentes a avifauna (SICK, 1997; CBRO, 2015). Além disso, o litoral
brasileiro ¢ um dos mais extensos do mundo e, por consequéncia, abriga uma importante

diversidade de espécies de aves marinhas costeiras e oceanicas (EFE, 2004).

As aves marinhas sdo espécies de aves dependentes dos recursos marinhos, que se
alimentam apenas de presas marinhas, reproduzem apenas em ilhas e/ou na linha de costa e
ndo forrageiam no interior de areas continentais, nem migram através de areas continentais
(ZOTIER et al., 1999). Segundo a Lista Vermelha da IUCN (Unido Internacional para a
Conservacdo da Natureza e dos Recursos Naturais), embora tenha havido uma deterioracao
constante no estado de conservacdo das aves em todas as regides do mundo, as espécies
marinhas estdo particularmente mal, sendo que das 346 espécies de aves marinhas do mundo,
97 (28%) estdo globalmente ameacadas, 17 (5%) na categoria mais elevada de criticamente

ameacadas e 10% estdo quase ameagadas (CROXALL et al., 2012).

No litoral brasileiro, existem 148 espécies de aves marinhas, pertencentes a nove
ordens e 29 familias, o que representa 28% de todos os Procellariiformes (albatrozes e
petréis), Pelecaniformes (fregatas, atobas e afins) e Charadriiformes (magcaricos, gaivotas e
trinta-réis) do mundo (VOOREN & BRUSQUE, 1999). Entretanto, apesar dessa diversidade e
de melhorias considerdveis nas Ultimas décadas do conhecimento acerca de ecologia,
distribuicdo, tamanhos populacionais e demografia, muitas lacunas de conhecimento acerca

dessas aves permanecem (PHILLIPS et al., 2016).

Essa falta de informacdo é especialmente notavel para os Procellariiformes. Afinal,
mesmo que a Zona Econdmica Exclusiva (ZEE) brasileira seja uma area de alimentacdo
utilizada por pelo menos 40 espécies de Procellariiformes (VOOREN & BRUSQUE, 1999) e
duas dessas espécies (Pterodroma arminjoniana; SICK, 1997, e Puffinus lherminieri; EFE &
MUSSO, 2001) nidifiguem em ilhas ocednicas em daguas nacionais, Sd0 escassas as
informagBes sobre a saude geral, os impactos de doencas, hospedeiros, patdgenos e
epidemiologia de doencas para Procellariiformes e, a amostragem € irregular em termos de
cobertura geografica e de espécies (SERAFINI & LUGARINI, 2014; PHILIPPS et al., 2016).

Essa caréncia de informacgdes é especialmente alarmante quando se leva em conta que 0s



Procellariiformes sdo um dos dois grupos de aves marinhas mais ameacados do mundo
(CROXALL et al., 2012).

Por outro lado, mesmo sendo uma espécie frequente na costa brasileiras, Fregata
magnificens, assim como as demais aves da ordem Suliforme, também sofre com a escassez
de informacdes acerca de sua ecologia. Assim, mesmo estando presente em algumas listas de
levantamentos e em alguns estudos de estrutura de comunidades, trabalhos especificos de
Fregatidae ndao sdo comuns (MORAES-ORNELLAS, 2009).

A falta de informacbes sobre as aves marinhas torna-se ainda mais preocupante
quando se lembra de que essas aves sdo consideradas sentinelas da saude ambiental
(SICILIANO et al., 2005) para o monitoramento dos ecossistemas aquaticos. Afinal, elas
respondem a mudangas ambientais e/ou climéticas de forma diferenciada nos lugares que
habitam e podem ser empregadas como bioindicadoras tanto da produtividade pesqueira
quanto da poluicdo dos oceanos (HUYSER et al., 2000; PALECZNY et al., 2015). Dessa
forma, estabelecer bases hematoldgicas e bioquimicas para essas espécies facilitaria

comparac0es futuras e avaliagdes ambientais (DOUSSANG et al., 2015).

A hematologia diz respeito aos elementos celulares e suas alteracfes e inclui a
avaliacdo quantitativa e qualitativa da série vermelha e da série branca do sangue
(CANDIDO, 2008). Trata-se de uma ferramenta fundamental para a deteccdo precoce de
doencas em aves, sendo gque, mesmo sem a presenca de sinais clinicos, podem ocorrer
alteracdes hematoldgicas que fornecerdo ao clinico uma referéncia para instaurar o tratamento
precocemente. Além disso, a hematologia também permite a avaliacdo do estado de saude de
populaces, pois € um reflexo das condi¢cdes do ambiente (VILA, 2013).

A bioquimica, por outro lado, fornece informacgdes importantes em relacdo ao estado
clinico e metabolico do individuo, serve como indicador no metabolismo energético, proteico
e mineral, e oferece subsidios na interpretacdo do funcionamento hepético, renal, pancreético,
0sseo e muscular, podendo ser utilizados em veterinaria para a avaliacdo clinica individual
(GONZALEZ & SILVA, 2006). Sendo que, em geral, os testes bioquimicos utilizados s&o a
determinacéo de acido Urico, creatinina, proteinas totais, glicose, triglicérides, albumina, entre
outros (RUPLEY, 1997).

Porém, para que essas analises sejam realmente eficientes para a tomada de decisdo
clinica e em manejo de fauna, torna-se necessario a determinagdo de valores de referéncia

para as diferentes espécies de aves marinhas. Porém, a literatura carece de intervalos de
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referéncia para muitos parametros e espécies (DONELEY, 2011; TANG et al., 2013). Assim,
mais estudos sdo necessarios, pois 0s valores existentes ndo podem ser extrapolados para
diferentes tdxons, nem mesmo dentro da mesma espécie, considerando sua origem de regides
e paisagens diferentes, uma vez que existem muitos fatores ambientais que podem influenciar
os resultados (GOMES et al., 2011).

Entdo, consciente da escassez de valores de referéncia para aves marinhas, o presente
trabalho procurou estabelecer esses intervalos para Procellariiformes, assim como também
para Fregata magnificens. Para isso, utilizou-se de dados de junho de 2016 a maio de 2019
referentes a amostras obtidas de animais aptos para a soltura, atendendo ao monitoramento
pré-soltura preconizado pela Instrucdo Normativa IBAMA n° 23 (de 31 de dezembro de

2014), capturados em praias brasileiras.



Objetivos

Objetivo Geral

Estabelecer valores de referéncia hematoldgicos e bioquimicos para individuos das
ordens Procellariiformes e Suliformes (especificamente, Fregata magnificens), que
foram capturados ao longo do litoral brasileiro durante os meses de anélise, e que

estivessem aptos para a reintroducao, apés um periodo de reabilitacdo.

Objetivos Especificos

Agrupar e analisar dados pretéritos e dados obtidos durante os meses de estudo, e
comparar o conjunto final com estudos de outros paises com objetivos similares sobre
as aves marinhas.

Auxiliar o manejo de Procellariiformes e Suliformes que sejam encontrados
futuramente na costa brasileira.

Aumentar o repertério de informagdes nacionais acerca das ordens Procellariiformes e

Suliformes.



Material e Métodos
Area de estudo

As amostras utilizadas neste trabalho foram obtidas a partir de Procellariiformes
(Calonectris diomedea, Daption capense, Macronectes giganteus, Procellaria aequinoctialis,
Puffinus gravis, Puffinus puffinus, Thalassarche chlororhynchos, Thalassarche melanophris)
considerados aptos para a soltura apds serem encontrados em praias brasileiras e
encaminhados para um periodo de reabilitacdo pelo monitoramento de praias realizado pelo
PMP-BS (Projeto de Monitoramento de Praias da Petrobras/Bacia de Santos - Fase 1). O
PMP-BS Fase 1 é coordenado pela UNIVALI (Universidade do Vale do Itajai), e executado
por parceiros (como a R3 Animal) como parte da exigéncia do licenciamento ambiental da
atividade de extracdo de petréleo e gas pela Petrobras.

As amostras de Suliformes (Fregata magnificens), também considerados aptos para a
soltura apos serem encontrados nas praias do litoral da Grande Floriandpolis (dentro do PMP-
BS; Figura 1) e passarem por periodos de reabilitagdo, foram obtidas pela equipe do PMP-BS

em parceria com a R3 Animal.
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Figura 1. Area do estado de Santa Catarina e do Parana (& esquerda) e em Floriandpolis (direita) a ser
monitorada pelas diversas instituicGes durante o Projeto de Monitoramento de Praias da Bacia de Santos. Trecho
em verde: monitoramento diario; trecho laranja: monitoramento semanal; trecho em vermelho: acionamento por

rede de colaboradores (Fonte: Projeto de Monitoramento de Praias da Bacia de Santos — PMP-BS, Projeto

Executivo do PMP-BS Fase 1, Volume Unico. Revisio 02. Setembro/2017).
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Coleta de dados

As coletas de sangue foram realizadas pela equipe veterinaria do PMP-BS, com o
acompanhamento eventual da bolsista PIBIC. As amostras foram colhidas por venopuncao da
veia ulnar ou da veia jugular, sendo obtido, no maximo, o volume de sangue correspondente a
1% do peso corporal de cada ave (CAMPBELL & ELLIS, 2007). Para isso, utilizou-se de
agulhas descartaveis, acopladas em seringas de 3 ml. Os tubos com as amostras, entdo, foram
mantidos em caixas refrigeradas e encaminhados ao laboratério o mais breve possivel para
ndo inviabilizar as analises.

Ao chegarem ao laboratério, as amostras de sangue fresco foram usadas para a
confeccdo de laminas de esfregago e entdo, transferidas para dois tubos cada, um contendo
heparina de sodio para realizacdo do hemograma e outro com ativador de codgulo para
obtencdo do soro, para as analises bioquimicas. Os diagnosticos, por fim, puderam ser feitos
no laboratorio.

Até marco de 2019, as amostras de aves encontradas em Floriandpolis e regido foram
analisadas no laboratério da Estacdo Ecoldgica de Carijos (ESEC - ICMBIo0), vide Termo de
Reciprocidade N° 5/2013 (PROCESSO: 02127.000180/2010-17). Apds isso, elas passaram a
ser encaminhadas para o laboratério do Centro de Reabilitacdo e Despetrolizagdo de Animais
Marinhos de Floriandpolis (administrado pela R3 Animal), no Parque Estadual do Rio
Vermelho. Em ambos os laboratérios, as analises foram feitas sob a supervisdo da equipe do
CEMAVE/ICMBIo de Santa Catarina e com a ajuda da estudante PIBIC.

Anélise dos dados

Hemograma

No sangue completo, realizou-se a contagem de eritrocitos, leucécitos e trombdcitos, o
hematocrito, e a determinacdo da hemoglobina (ref. 43, Labtest®). A contagem de eritrocitos
e de leucdcitos foi mensurada em camara de Neubauer no sangue previamente diluido (1:200)
em solucdo Natt e Herrick (1952). As laminas de esfregaco foram coradas com Instantprov
(Newprov®), um corante rapido para a melhor identificacdo das células sanguineas, de acordo
com as especificacdes do fabricante. Nas I[&minas, com o auxilio de microscopia 6tica, foram
realizadas a contagem diferencial de leucdcitos (100 leucdcitos), a avaliagdo dos eritrocitos
(cor, forma, imaturidade, presenca de inclusdo ou de parasitas) e a pesquisa de hemoparasitas
(CAMPBELL, 2004). Por fim, o hematdcrito foi determinado pelo método de

microhematdcrito, com centrifugacdo a 12.000 rpm por 5 minutos.
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Bioguimica

Os testes bioquimicos foram realizados com o soro (sobrenadante) do sangue
completo apos a centrifugacdo das amostras, sendo separado do restante em um tubo préprio.
Além disso, soros escurecidos (indicadores de hemdlise) ou com aspecto turvo (indicadores
de lipemia) foram descartados, pois 0 uso dessas amostras poderia afetar os resultados.

Entdo, foram utilizados reagentes liquidos (Labtest®) em volumes previamente
definidos de amostra, 0 que produziu mudancas de coloracdo nas amostras e assim, tornou
possivel a leitura por espectrofotometria com um analisador bioguimico (Modelo
Thermoplate, TP-Analyzer Plus). Assim, puderam ser dosados 0s seguintes parametros
bioquimicos: Proteinas plasmaticas totais (Ref. 99), Glicose (Ref.133), Triglicérides
(Ref.133), Albumina (Ref.19), Acido urico (Ref.140), Calcio (Ref.90), Creatinina (Ref.35),
Fosfatase alcalina (Ref.40) e Fosforo (Ref. 42).

Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas a partir de um assessor de valor de referéncia,
o Reference Value Advisor V 2.1 (Office 2010-2013), através do software Microsoft Office
Excel® (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, 98052-7329, EUA).

Sendo que os valores hematoldgicos e bioquimicos obtidos foram analisados através
de testes de normalidade e seus resultados apresentados com base em intervalos de confianga
de 90%. Utilizou-se o método de Bootstrap ndo paramétrico, utilizado para criar réplicas dos
dados, a partir das quais podemos avaliar a variabilidade de quantidades de interesse, quando
ndo existe um modelo probabilistico bem definido para os dados. Além disso, para testar a
normalidade dos valores, usou-se o teste de Anderson-Darling e considerou-se as ferramentas
estatisticas de transformacéo de dados Box-Cox, quando n > 20.

Para a identificacdo de outliers, utilizou-se os testes de Tukey, onde detecta-se o valor
discrepante com base na razdo da distancia ao valor mais proximo dentro da distribuicdo dos
valores, e de Dixon-Reed, onde localiza-se o outlier com base na faixa mediana e interquartil.
Ap0s a determinacdo desses outliers, fez-se a analise de fatores pré-analiticos e analiticos para
que os individuos a serem usados para a determinacdo dos padrdes de referéncia fossem
escolhidos de forma rigida (GEFFRE et al., 2011).

Entdo, para os hemogramas, os outliers foram mantidos, enquanto que para os testes
bioquimicos, esses valores foram analisados de forma mais criteriosa e caso se mostrassem
demasiadamente discrepantes, eles foram retirados dos calculos estatisticos. Entretanto, como
a maioria dos parametros apresentava n < 20, alguns dos resultados foram determinados

utilizando-se os valores minimos e maximos.
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Resultados

Um total de 44 aves da ordem Procellariiforme foi liberado apds o periodo de
reabilitacdo nas bases do PMP-BS ao longo da costa brasileira. No entanto, nenhuma dessas
aves possuia o quadro de exames hematoldgicos e bioquimicos completo. Por isso, houve
extensa variagdo na quantidade de dados para cada intervalo de referéncia desenvolvido
(Tabela 1).

Além disso, quando possivel, cada espécie foi também analisada separadamente e
assim, foi possivel determinar os valores de referéncia para cinco das oito espécies de
Procellariiformes investigadas nesse trabalho. Porém, houve grandes oscilagdes no nimero de
individuos por espécie para cada andlise, além de variacbes no numero amostral para cada
exame estudado.

Por fim, ndo foi possivel obter intervalos para Calonectris diomedea, Daption capense

e Puffinus gravis devido ao nimero amostral irrisorio (n =2, n = 1, n = 1, respectivamente).
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Tabela 1. Intervalos hematol6gicos e bioquimicos de referéncia de Procellariiformes liberados apos a
reabilitacdo no PMP-BS.

Exames Intervalos de confianga Métodos N Médias
Volume Globular (%) 20,2-62,3 Untransformed Robust 43 38,7
Hemoglobina (g/dL) 4,3-53,3 Minimo - Maximo 40 29,8
Leucdcitos (pL) 1553,9 — 61305,2 Box-Cox Standard 44 11004,5
Trombécitos (uL) 1719,1 - 50818,1 Box-Cox Robust 31 9533,9
Hematimetria (uL) 0,8-5 Box-Cox Robust 44 2,2
VCM (fL) 71,82 — 627 Minimo - Maximo 42 198,1
HCM (pg) 3-314,8 Untransformed Robust 40 153,4
CHCM (%) 3,33-133,3 Minimo - Maximo 42 76,8
Heterdfilos (%) 30,2 -89,6 Box-Cox Standard 43 67,1
Eosindfilos (%) 0-9 Minimo - Maximo 43 1,4
Linfécitos (%) 2,3-56,7 Box-Cox Robust 43 22,6
Mondcitos (%) 1,1-557 Box-Cox Standard 43 10,8
Basofilos (%0) 0-4 Minimo - Maximo 43 0,5
Proteinas totais (g/dL) 2,2-89 Box-Cox Robust 34 4,8
Glicose (mg/dL) 96,8 — 359,5 Box-Cox Robust 32 243,7
Triglicérides (mg/dL) 6,3-317,5 Box-Cox Robust 23 105,3
Albumina (g/dL) 0,7-1,9 Box-Cox Standard 21 1,2
Acido drico (mg/dL) 1-28,8 Minimo - Méaximo 21 9,7
Calcio (mg/dL) 6,7-23,1 Minimo - Maximo 19 11,2
Creatinina (mg/dL) 02-11 Minimo - Maximo 8 0,5
Fosfatase alcalina (U/L) 15,7 -573,6 Minimo - Maximo 17 126,7
Fosforo (mg/dL) 1,4-106 Minimo - Maximo 12 51

Legenda: VCM — Volume Corpuscular Médio, HCM — Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM —

Concentracdo Média de Hemoglobina Corpuscular.

Do total de 44 Procellariiformes liberados, 13 deles eram Macronectes giganteus, 0
petrel-grande. Assim, mesmo com o numero de dados baixo, foi possivel obter valores de

referéncia para todos os exames dessa espécie (Tabela 2).
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Tabela 2. Intervalos hematol6gicos e bioquimicos de referéncia de Macronectes giganteus liberados ap6s a
reabilitacdo no PMP-BS.

Exames Intervalos de confianca Métodos N Médias
Volume Globular (%) 6—47 Minimo - Maximo 12 38,8
Hemoglobina (g/dL) 4,3 - 46,6 Minimo - Maximo 12 25,9
Leucdcitos (pL) 2000 — 74000 Minimo - Maximo 13 17115,4
Trombdcitos (uL) 2422 — 42000 Minimo - Maximo 8 13943,0
Hematimetria (uL) 1,62-5,43 Minimo - Maximo 13 2,5
VCM (fL) 71,82 —254,3 Minimo - Maximo 12 176,2
HCM (pg) 23,94 - 250,4 Minimo - Maximo 12 141,6
CHCM (%) 11,3-103,1 Minimo - Mé&ximo 12 71,4
Heterdfilos (%) 46 — 85 Minimo - Mé&ximo 13 67,6
Eosinofilos (%) 0-5 Minimo - Maximo 13 1,8
Linfocitos (%) 642 Minimo - Maximo 13 21,7
Monécitos (%6) 1-22 Minimo - Maximo 13 7,5
Basofilos (%0) 0-4 Minimo - Maximo 13 0,9
Proteinas totais (g/dL) 2,86 — 7,29 Minimo - Maximo 9 5
Glicose (mg/dL) 211,7 - 285,8 Minimo - Maximo 8 241,2
Triglicérides (mg/dL) 5,12 - 276,1 Minimo - Maximo 5 118,5
Albumina (g/dL) 09-14 Minimo - Maximo 4 1,2
Acido arico (mg/dL) 9-18 Minimo - Méaximo 5 12,9
Célcio (mg/dL) 94-14,2 Minimo - Maximo 4 11,8
Creatinina (mg/dL) 0,2-0,37 Minimo - Maximo 2 0,285
Fosfatase alcalina (U/L) 235-94 Minimo - Mé&ximo 4 57,2
Fo6sforo (mg/dL) 25-6,4 Minimo - Maximo 3 43

Legenda: VCM — Volume Corpuscular Médio, HCM — Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM —

Concentracdo Média de Hemoglobina Corpuscular.

Dos Procellariiformes liberados, apenas cinco deles eram Procellaria aequinoctialis, a
pardela-preta. Devido a falta de dados, ndo foi possivel determinar os intervalos de referéncia

para creatinina, fosfatase alcalina e fosforo (Tabela 3).
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Tabela 3. Intervalos hematol6gicos e bioquimicos de referéncia de Procellaria aequinoctialis liberados ap6s a

reabilitacdo no PMP-BS.

Exames Intervalos de confianga Métodos N Médias
Volume Globular (%) 15-44 Minimo - Méaximo 5 32,8
Hemoglobina (g/dL) 20-53,3 Minimo - Maximo 5 34,3
Leucdcitos (pL) 2500 — 10500 Minimo - Méaximo 5 5600
Trombocitos (uL) 2200 — 7440 Minimo - Maximo 3 3946,7
Hematimetria (uL) 0,73-2,2 Minimo - Maximo 5 1,7
VCM (fL) 167,7 — 218,58 Minimo - Méaximo 5 193,8
HCM (pg) 136,78 — 273,9 Minimo - Maximo 5 208,7
CHCM (%) 62,58 — 133,3 Minimo - Maximo 5 108,7
Heterofilos (90) 38-77 Minimo - Maximo 5 63,4
Eosindfilos (%) 0-2 Minimo - Maximo 5 0,6
Linfocitos (%) 1-50 Minimo - Maximo 5 27
Monécitos (%6) 2-22 Minimo - Maximo 5 7,4
Basofilos (%0) 0-4 Minimo - Maximo 5 1,2
Proteinas totais (g/dL) 3,5-10,55 Minimo - Maximo 4 5,8
Glicose (mg/dL) 260,6 — 342,8 Minimo - Maximo 4 311,6
Triglicérides (mg/dL) 39,1-118,1 Minimo - Maximo 2 78,6
Albumina (g/dL) 08-1,3 Minimo - Maximo 2 1,05
Acido drico (mg/dL) 6-9 Minimo - Méaximo 2 75
Calcio (mg/dL) 10-11,4 Minimo - Maximo 2 10,7
Creatinina (mg/dL) Néo foi possivel avaliar.
Fosfatase alcalina (U/L) 22,7 Dado Unico. 1
Fo6sforo (mg/dL) 3,8 Dado Unico. 1

Legenda: VCM — Volume Corpuscular Médio, HCM — Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM —

Concentracdo Média de Hemoglobina Corpuscular.

Um total de 12 Puffinus puffinus — a pardela-sombria — foi liberado ap6s o periodo de
reabilitacdo. Mesmo com o baixo numero de dados, foi possivel obter todos os valores de

referéncia para essa espécie (Tabela 4).
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Tabela 4. Intervalos hematoldgicos e bioquimicos de referéncia de Puffinus puffinus liberados apés a
reabilitacdo no PMP-BS.

Exames Intervalos de confianca Métodos N Médias
Volume Globular (%) 10 -57 Minimo - Maximo 12 38,9
Hemoglobina (g/dL) 4,3 - 46,6 Minimo - Maximo 8 30,7
Leucocitos (uL) 1500 — 20800 Minimo - Maximo 11 6272,7
Trombdcitos (pL) 2472 — 21000 Minimo - Maximo 10 6810,2
Hematimetria (uL) 1,09-5 Minimo - Maximo 11 2,1
VCM (fL) 114 — 245 Minimo - Maximo 10 198
HCM (pg) 33-226,8 Minimo - Maximo 10 147,5
CHCM (%) 3,33-116,6 Minimo - Mé&ximo 10 72,4
Heterdfilos (%) 28 -90 Minimo - Mé&ximo 11 62,1
Eosindfilos (%) 0-9 Minimo - Mé&ximo 11 1,7
Linfécitos (%) 7-56 Minimo - Maximo 11 27,1
Mondcitos (%) 1-24 Minimo - Maximo 11 8,4
Basofilos (%0) 0-2 Minimo - Maximo 11 0,2
Proteinas totais (g/dL) 2-48 Minimo - Maximo 9 3,8
Glicose (mg/dL) 195,4 — 286 Minimo - Maximo 9 234,7
Triglicérides (mg/dL) 33,3-148 Minimo - Maximo 7 69,5
Albumina (g/dL) 08-11 Minimo - Maximo 5 1
Acido arico (mg/dL) 0,7-6 Minimo - Méaximo 6 2,8
Célcio (mg/dL) 6,7 - 10,3 Minimo - Maximo 4 9
Creatinina (mg/dL) 05-11 Minimo - Maximo 2 0,8
Fosfatase alcalina (U/L) 37,7-199 Minimo - Mé&ximo 3 126,6
Fosforo (mg/dL) 1,4-64 Minimo - Maximo 3 3,8

Legenda: VCM — Volume Corpuscular Médio, HCM — Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM —

Concentracdo Média de Hemoglobina Corpuscular.

Apenas quatro aves liberadas eram Thalassarche chlororhynchos, o albatroz-de-nariz-

amarelo. Entdo, devido ao dado Unico, ndo foi possivel determinar o intervalo de referéncia

17



para a creatinina (Tabela 5). Além disso, essa espécie foi a Unica entre os Procellariiformes a

ndo mostrar variagdes nos valores de basofilos.

Tabela 5. Intervalos hematoldgicos e bioquimicos de referéncia de Thalassarche chlororhynchos liberados ap6s
a reabilitacdo no PMP-BS.

Exames Intervalos de confianca Métodos N Médias
Volume Globular (%) 27 -54 Minimo - Maximo 4 41
Hemoglobina (g/dL) 23,3-50 Minimo - Maximo 4 40
Leucdcitos (uL) 2500 — 12000 Minimo - Maximo 4 5125
Trombacitos (uL) 2040 - 10160 Minimo - Maximo 4 4648
Hematimetria (uL) 1,27 - 5,08 Minimo - Maximo 4 2,7
VCM (fL) 106,3 - 212,5 Minimo - Maximo 4 172,5
HCM (pg) 91,8 -206,1 Minimo - Maximo 4 169,4
CHCM (%) 86,4 — 108,7 Minimo - Maximo 4 97,4
Heterdfilos (%) 72 -87 Minimo - Maximo 4 78,8
Eosinofilos (%) 0-3 Minimo - Maximo 4 13
Linfocitos (%0) 10-19 Minimo - Maximo 4 15,8
Monacitos (%0) 3-7 Minimo - Maximo 4 4,3
Basofilos (%0) 0 N4&o houve variacg@es. 4 0
Proteinas totais (g/dL) 34-4,6 Minimo - Maximo 3 3,8
Glicose (mg/dL) 194 - 406 Minimo - Maximo 3 2847
Triglicérides (mg/dL) 85-200 Minimo - Maximo 3 126,7
Albumina (g/dL) 09-1,5 Minimo - Maximo 3 1,2
Acido drico (mg/dL) 08-3 Minimo - Méaximo 3 1,6
Célcio (mg/dL) 10,3-12 Minimo - Maximo 2 11,15
Creatinina (mg/dL) 0,5 Valor Gnico. 1
Fosfatase alcalina (U/L) 15,7 -573,6 Minimo - Maximo 3 339,8
Fosforo (mg/dL) 33-34 Minimo - Maximo 2 3,35

Legenda: VCM - Volume Corpuscular Médio, HCM — Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM —

Concentracdo Média de Hemoglobina Corpuscular.
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Das 44 aves liberadas, sete eram Thalassarche melanophris, o albatroz-de-
sobrancelha. Foi possivel obter todos os valores de referéncia para a espécie (Tabela 6).

Tabela 6. Intervalos hematoldgicos e bioquimicos de referéncia de Thalassarche melanophris liberados apés a
reabilitacdo no PMP-BS.

Exames Intervalos de confianca Métodos N Médias
Volume Globular (%) 27 - 42 Minimo - Maximo 6 35,8
Hemoglobina (g/dL) 5-46,6 Minimo - Maximo 7 19,2
Leucdcitos (uL) 3000 — 34000 Minimo - Maximo 7 18385,7
Trombacitos (uL) 8800 — 50750 Minimo - Maximo 2 29775
Hematimetria (uL) 0,51-3,25 Minimo - Maximo 7 1,8
VCM (fL) 83 - 627 Minimo - Maximo 7 268,7
HCM (pg) 15-282,8 Minimo - Maximo 5 123,6
CHCM (%) 18 - 108,5 Minimo - Maximo 7 50,5
Heterdfilos (%) 44 -178 Minimo - Maximo 6 68,2
Eosindfilos (%) 0-3 Minimo - Mé&ximo 6 1,2
Linfocitos (%0) 11-46 Minimo - Maximo 6 21,8
Monacitos (%0) 6-11 Minimo - Maximo 6 8,5
Basofilos (%0) 0-2 Minimo - Maximo 6 0,3
Proteinas totais (g/dL) 514-54 Minimo - Mé&ximo 4 5,3
Glicose (mg/dL) 32-302 Minimo - Maximo 3 160,3
Triglicérides (mg/dL) 102 — 127 Minimo - Maximo 2 1145
Albumina (g/dL) 1,04-14 Minimo - Maximo 3 1,2
Acido drico (mg/dL) 7,24 288 Minimo - Maximo 3 17,3
Calcio (mg/dL) 8,13-12,18 Minimo - Maximo 4 10
Creatinina (mg/dL) 0,3-0,85 Minimo - Maximo 3 0,5
Fosfatase alcalina (U/L) 102 - 220 Minimo - Maximo 3 142,7
Fosforo (mg/dL) 6,7 - 10,6 Minimo - Maximo 3 8,9

Legenda: VCM - Volume Corpuscular Médio, HCM — Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM —

Concentracdo Média de Hemoglobina Corpuscular.
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Devido ao baixo numero de dados para as espécies do género Thalassarche, uniu-se 0s

dados de ambas em uma Unica analise para a determinacdo de intervalos de referéncia

(Tabela 7) mais pertinentes.

Tabela 7. Intervalos hematoldgicos e bioquimicos de referéncia de Thalassarche sp. liberados apés a
reabilitacdo no PMP-BS.

Exames Intervalos de confianga Métodos N Médias
VVolume Globular (%) 27 —-54 Minimo - Méaximo 10 37,9
Hemoglobina (g/dL) 5-50 Minimo - Maximo 11 26,7
Leucdcitos (pL) 2500 — 34000 Minimo - Méaximo 11 13563,6
Trombdcitos (uL) 2040 - 50750 Minimo - Maximo 6 13023,7
Hematimetria (uL) 0,51-5,08 Minimo - Maximo 11 2,1
VCM (fL) 83 - 627 Minimo - Maximo 11 233,7
HCM (pg) 15-282,8 Minimo - Maximo 9 144,0
CHCM (%) 18 - 108,7 Minimo - Maximo 11 67,5
Heterdfilos (%) 44 - 87 Minimo - Maximo 10 72,4
Eosindfilos (%) 0-3 Minimo - Maximo 10 1,2
Linfécitos (%) 10 - 46 Minimo - Maximo 10 19,4
Mondécitos (%) 3-11 Minimo - Maximo 10 6,8
Basofilos (%0) 0-2 Minimo - Maximo 10 0,2
Proteinas totais (g/dL) 34-54 Minimo - Maximo 7 4,6
Glicose (mg/dL) 32406 Minimo - Maximo 6 2225
Triglicérides (mg/dL) 85-200 Minimo - Maximo 5 121,8
Albumina (g/dL) 09-1,5 Minimo - Maximo 6 1,2
Acido drico (mg/dL) 0,8-28,8 Minimo - Maximo 6 9,5
Célcio (mg/dL) 8,13-12,18 Minimo - Maximo 6 10,4
Creatinina (mg/dL) 0,3-0,85 Minimo - Maximo 4 0,5
Fosfatase alcalina (U/L) 15,7 -573,6 Minimo - Maximo 6 2412
Fosforo (mg/dL) 3,3-10,6 Minimo - Maximo 5 6,7

Legenda: VCM — Volume Corpuscular Médio, HCM — Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM —

Concentracdo Média de Hemoglobina Corpuscular.
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Quanto aos Suliformes, determinou-se os valores de referéncia para Fregata
magnificens, o tesourdo, utilizando-se de dados apenas de Floriandpolis e regido (Tabela 8).

Tabela 8. Intervalos hematoldgicos e bioquimicos de referéncia de Fregata magnificens liberados apos
a reabilitacdo no PMP-BS.

Exames Intervalos de confianca Métodos N Médias
Volume Globular (%) 28,6 — 47,6 Box-Cox Standard 21 40,3
Hemoglobina (g/dL) 12,6 - 53,3 Minimo - Maximo 21 40,5
Leucécitos (uL) 1000 - 16200 Minimo - Maximo 21 5204,8
Trombocitos (uL) 1020 - 18400 Minimo - Maximo 20 3554,8
Hematimetria (uL) 14-41 Box-Cox Robust 21 2,1
VCM (fL) 90,7 — 280,4 Box-Cox Robust 21 203,6
HCM (pg) 83,6 —349,9 Untransformed Robust 21 200,5
CHCM (%) 45,8 —125,3 Box-Cox Robust 21 97
Heterdfilos (%) 52,7-96,7 Box-Cox Robust 21 84,9
Eosinofilos (%) 0-1 Minimo - Maximo 21 0,2
Linfdcitos (%0) 3,3-42.2 Box-Cox Robust 21 10,7
Monécitos (%) 0-11 Minimo - Maximo 21 4,1
Basofilos (90) 0 N&o houve variag@es. 21 0
Proteinas totais (g/dL) 24-5 Minimo - Maximo 21 3,8
Glicose (mg/dL) 150 — 398,1 Minimo - Maximo 19 281,3
Triglicérides (mg/dL) 355-1455 Minimo - Maximo 18 67,9
Albumina (g/dL) 0,6-1,5 Minimo - Maximo 17 0,9
Acido drico (mg/dL) 05-12 Minimo - Méaximo 18 5,4
Célcio (mg/dL) 6,4 14,7 Minimo - Maximo 16 9,5
Creatinina (mg/dL) 0,4-0,6 Minimo - Maximo 2 0,5
Fosfatase alcalina (U/L) 4,2 -30,2 Minimo - Maximo 15 13,7
Fosforo (mg/dL) 1,8-52 Minimo - Maximo 9 4

Legenda: VCM - Volume Corpuscular Médio, HCM — Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM —

Concentracdo Média de Hemoglobina Corpuscular.
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Discussao e Conclusdes

Devido ao numero consideravel de dados (n=44), os valores de referéncia gerais
obtidos para a Ordem Procellariiforme sdo bastante robustos. Porém, como foi necessario
agrupar oito espécies de aves dessa ordem para alcancar esse nimero amostral, os resultados
obtidos devem servir apenas como uma base de referéncia para futuros estudos de
Procellariiformes, ndo em nivel especifico. Além disso, deve-se lembrar de que os dados
foram obtidos pelo Sistema de Informacdo de Monitoramento da Biota Aquatica (SIMBA) e
que o Unico critério de escolha utilizado foi se as aves foram liberadas ou ndo, entdo, ndo se
usou o critério regional, por exemplo, para este trabalho, 0 que também diminuiu a precisao
espacial dos valores determinados. Afinal, os valores de referéncia de uma espécie ndo podem
ser extrapolados para diferentes tdxons, nem mesmo dentro da mesma espécie, considerando
se forem de regides diferentes, uma vez que existem muitos fatores ambientais que podem
influenciar os resultados (GOMES et al., 2011).

Desta forma, os valores de referéncia determinados separadamente para as cinco
espécies de Procellariiformes sdo dados mais pertinentes, mesmo que ainda ndo sejam isentos
de dificuldades, pois, variacfes de idade, sexo, habitat e estacdo ndo foram consideradas nas
analises devido ao numero amostral baixo e oscilante entre as espécies. Além disso, mesmo
que os valores de referéncia tenham sido determinados para as espécies, deve-se lembrar que
os baixos tamanhos utilizados para as analises de Macronectes giganteus (n=13), Procellaria
aequinoctialis (n=5), Puffinus puffinus (n=12), Thalassarche chlororhynchos (n=4) e
Thalassarche melanophris (n=7) resultam em valores que devem ser avaliados

criteriosamente e melhor desenvolvidos em trabalhos futuros.

Por outro lado, os valores de referéncia para Fregata magnificens sdo referentes a aves
da regido sul do Brasil e foram obtidos por dados de nimero amostral suficiente (n=21).
Assim, mesmo ndo considerando outras variacdes necessarias, estes valores sdo mais
determinantes e por isso, podem ser aplicados para Fregata magnificens em reabilitacdo na
regido em estudo.

Uma problematica a se considerar sobre todos os dados utilizados neste trabalho é a
discrepéncia entre a quantidade de dados referentes ao hemograma e os dados da bioguimica.
Em todas as andlises, a quantidade de dados referentes aos exames bioquimicos feitos nas

aves foi menor do que os de hemogramas. O que resultou, inclusive, na impossibilidade de
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determinar o valor de referéncia da creatinina para Procellaria aequinoctialis, e em nimeros
baixos para a determinacdo de outros valores bioquimicos referentes as aves em estudo. Além
disso, percebeu-se que a falta de dados foi mais evidente para creatinina, fosfatase alcalina e
fosforo. Sabe-se que o desfalque desses exames se deve principalmente a alta quantidade de
amostra necesséria para a andlise, além de outros problemas menores, como: codgulos nas

amostras e falta de reagentes para as equipes responsaveis pela anélise.

A compreensdo da problematica, entretanto, ndo diminui a necessidade de melhorias
na realizacdo de exames bioquimicos para a reabilitacdo de aves em casos clinicos futuros.
Afinal, os pardmetros bioquimicos funcionam como indicadores dos processos adaptativos do
organismo e podem ser utilizados no auxilio do diagnostico, no acompanhamento clinico e no
prognostico de diversas doencas que acometem os animais (GONZALEZ & SILVA, 2006).

Assim, sdo essenciais para orientar a correta reabilitacdo das aves.

A falta de padrdo na realizacdo dos testes também é uma problematica perceptivel.
Pois, enquanto que o laboratorio localizado na ESEC Carijos/ICMBIio possui determinada
metodologia, os laboratérios particulares responsaveis por determinar estes valores para
outros centros do PMP/BS utilizavam-se de outras. Isso pode ser percebido pelo fato de que
alguns dos laboratérios faziam exames pouco convencionais para as aves em analise, como
testes de lactato, e usavam como comparacdo valores de referéncia de outros animais, até
mesmo de mamiferos. Essa falta de padrdo pode, inclusive, variar os valores de referéncia
obtidos, pois, por exemplo, com técnicas de analise e procedimentos de coleta distintos, 0s
dados obtidos serdo igualmente diferenciados (FOURIE & HATTINGH, 1980; SAMOUR et
al., 2011). Além disso, a falta de padrdo também tem sido bastante gritante nos laudos de

hemograma e bioquimica, o que, as vezes, dificultou a analise deles.

De qualquer maneira, no presente trabalho, o heteréfilo foi o leucécito mais frequente
para todas as espécies em analise, seguido do linfocito, assim, confirmando achados
anteriores (SAMOUR et al., 2011) e contrariando outros (STURKIE & GRIMINGER, 1986).
Por outro lado, apenas para Thalassarche chlororhynchos e Fregata magnificens ndo houve
variacdo minima e maxima dos valores para basofilos, que permaneceram zerados. Além
disso, como estudos anteriores (FOURIE & HATTINGH, 1983; SAMOUR et al., 2011), para
todos os valores de referéncia obtidos, houve, de forma geral, grande variacdo nos valores
hematologicos, o que pode ser explicado como resposta a niveis diferentes de estresse pelos

quais os animais foram submetidos.
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Para a maioria das espécies de aves, 0s valores normais de volume globular estéo entre
35% a 55% (FOURIE & HATTING, 1983; CAMPBELL, 1994), sendo que valores mais
baixos sdo considerados indicadores de anemia. Neste trabalho, os valores de referéncia
minimos para todas as espécies ficaram abaixo do valor minimo padrdo. Porém, apenas o
valor de referéncia méaximo para Puffinus puffinus ficou acima (10 a 57%).

Os valores de referéncia para as proteinas totais variam de 4 a 5,2 g/dL para as
galinhas e de 4 a 5,4 g/dL para os avestruzes (LUMEIJ, 1997). Para esse parametro,
Thalassarche melanophris (5,14 a 5,4 g/dL) foi o unico entre as espécies em analise que se
enquadrou totalmente dentro do padréo publicado, com Thalassarche chlororhynchos também
proximo (3,4 a 4,6 g/dL). Por outro lado, Macronectes giganteus (2,86 a 7,29 g/dL),
Procellaria aequinoctialis (3,5 a 10,55 g/dL), Puffinus puffinus (2 a 4,8 g/dL), Fregata
magnificens (2,4 a 5 g/dL) e até mesmo, o geral para Procellariiformes (2,2 a 8,9 g/dL)
tiveram valores minimos bastante baixos — inclusive, mais baixos do que 3,5 g/L, valor
associado a menores chances de recuperacdo frente a situaces de doenca (DUNBAR et al.,
2005) — e valores maximos muito variados.

Além disso, para as aves, a maior porcdo proteica do sangue € a albumina, cuja
medicdo complementa o diagnostico de doencas hepéticas, sendo que, em geral, 0s niveis
normais de albumina para esses animais variam entre 1,6 a 2 g/dL (LUMEIJ, 1987). Entéo, 0s
valores para Procellariiformes (0,7 a 1,9 g/dL), Macronectes giganteus (0,9 a 1,4 g/dL),
Procellaria aequinoctialis (0,8 a 1,3 g/dL), Puffinus puffinus (0,8 a 1,1 g/dL), Thalassarche
chlororhynchos (0,9 a 1,5 g/dL), Thalassarche melanophris (1,04 a 1,4 g/dL) e Fregata
magnificens (0,6 a 1,5 g/dL), mesmo com diferencas, ficaram proximos aos valores padréo.

Os valores de glicose — importantes para se averiguar a presenca de jejum prolongado,
doenca hepaética severa, septicemia ou disturbios enddcrinos (CAMPBELL, 2004) — de aves
sadias podem variar entre 200 a 500 mg/dL e de acordo com o ritmo circadiano, até 800
mg/dL em beija-flores (SCHMIDT et al., 2007). Sendo que esses valores em galinhas, por
exemplos, variam entre 130 a 270 mg/dL (SWENSON & REECE, 1996). Para esse
parametro, houve grande diversidade de valores entre as espécies, porém, os valores mais
contrastantes foram de Fregata magnificens (150 a 398,1 mg/dL).

Para as aves, 0 aumento das concentracfes de &cido Urico aparece apenas quando
ocorre um comprometimento renal superior a 70% a 80% (HOCHLEITHNER, 1994), com
concentragdes de &cido Urico maiores que 15 mg/dL. Entdo, para aves consideradas aptas para
a soltura, esperou-se que os valores maximos de acido Urico estivessem abaixo de 15 mg/dL,

0 que s6 ndo ocorreu para Macronectes giganteus (9 a 18 mg/dL), Thalassarche melanophris
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(7,24 a 28,8 mg/dL) e para Procellariiformes (1 a 28,8 mg/dL), este ultimo tendo valor
maximo alto devido aos valores altos das duas espécies anteriores.

Comparando diferentes espécies de aves, os valores de creatinina normais Sao
constantes, entre 0,1 e 0,4 mg/dL (HOCHLEITHNER, 1994), sendo assim, os valores para
Macronectes giganteus (0,2 a 0,37 mg/dL), Thalassarche melanophris (0,3 a 0,8 mg/dL) e
Fregata magnificens (0,4 a 0,6 mg/dL) estdo proximos do padrdo. Além disso, o valor unico
encontrado para Thalassarche chlororhynchos (0,5 mg/dL) também esta relativamente dentro
do padrdo. Contudo, os valores para Puffinus puffinus (0,5 a 1,1 mg/dL) e Procellariiformes
(0,2 a 1,1 mg/dL) estdo bastante diversos.

As concentra¢Ges normais de célcio nas aves podem chegar a concentrag@es de 30 g/L
(THRALL et al., 2004). Estes incrementos estdo relacionados aos estagios reprodutivos das
fémeas, quando acontece o transporte de calcio para o ovario, induzido por estrégenos
(HARR, 2002; DUNBAR et al., 2005). Deste modo, a defini¢do de valores de referéncia em
funcdo do sexo e da estacdo reprodutiva seria necessaria para a correta interpretacdo dos
valores de calcio. Porém, devido ao baixo numero de dados, ndo foi possivel determinar
valores de referéncia para fémeas e machos neste trabalho. Assim, nenhuma das espécies
alcancou concentracdes de 30 g/L, tendo Thalassarche chlororhynchos o maior valor minimo
(10,3 a 12 g¢/L) e Fregata magnificens, 0 maior nimero maximo (6,4 a 14,7 g/L), além dos
valores de Procellariiformes (6,7 a 23,1 g/L).

Por fim, a concentracdo de fésforo nas aves é regulada principalmente pela excrecao
renal e, em condi¢des normais, varia de 5 a 7 g/L (THRALL et al., 2004). Para esse critério,
apenas os valores para Thalassarche melanophris ficaram acima do padréo (6,7 a 10,6 g/L), 0
que levou o geral de Procellariiformes (1,4 a 10,6 g/L) para cima também. Porém, fora esses,
o restante ficou abaixo do valor minimo.

Apds todas essas discussdes e mesmo tratando-se de um relatério final, percebe-se
facilmente que outros estudos acerca das aves aqui em andlise serdo necessarios para
incrementar o tamanho amostral e precisdo dos padrGes obtidos, notadamente para
Procellariiformes. Afinal, o numero amostral para as espécies foi baixo e oscilante, e ndo
houve distingdo entre critérios essenciais, como regido, sexo e idade dos animais. Assim, 0
presente trabalho tem a funcdo primordial de iniciar o longo trabalho que demandara
continuidade a fim de estabelecer de fato os valores de referéncia para todos os parametros
considerados ideais para a analise da saude de albatrozes e petréis e suas populacdes,

fornecendo inclusive embasamento para novos trabalhos cientificos.
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Recomendacdes para Manejo

Valores hematologicos de referéncia sdo dados essenciais para a correta reabilitacao
de animais silvestres. Eles possibilitam o melhor diagnéstico para que animais debilitados
possam ser manejados, tratados e por fim, liberados novamente na natureza. Afinal, tanto a
modificagdo do esquema terapéutico quanto a liberacdo dos animais dependem dos testes
laboratoriais (hemograma e testes bioquimicos) e por consequéncia, da interpretacdo desses
valores. Porém, a escassez desses dados referentes as aves marinhas torna o processo de
reabilitacdo mais lento e menos confidvel do que o ideal. Essa falta de informacGes de
referéncia sobre a saude das aves, portanto, prejudica a recuperacdo dos Procellariiformes e
Suliformes, animais muito importantes para o ecossistema marinho.

Assim, este trabalho analisou todas as amostras de Procellariiformes, aptos para a
soltura, acessiveis até maio de 2019, como também as amostras de Fregata magnificens
disponiveis em Santa Catarina. Ambos os conjuntos de amostras foram analisados de forma
simultanea e possibilitaram o emprego de uma metodologia em teste para a obtencdo de
maiores graus de confianca para a determinacdo de valores hematoldgicos. Esse teste
possibilitou a obtencdo de uma base hematoldgica para futuros trabalhos da éarea e para o
aumento no numero de publicac6es sobre valores de referéncia de aves marinhas.

Além disso, a obtencdo de valores de referéncia possui potencial para orientar decisdes
importantes de manejo, como melhores procedimentos clinicos e o aperfeicoamento na
manipulagdo de aves em cativeiro. Assim, tornando a reabilitacdo das aves em questdo mais
facil e mais répida. Essas informacfes também podem orientar politicas publicas regionais e
nacionais sobre os valores hematoldgicos basicos para que aves marinhas sejam liberadas
novamente na natureza e assim, possam voltar a desempenhar suas fun¢des ecoldgicas. Sendo
assim, as informacdes contidas neste trabalho procuram contribuir para as futuras decisdes do
Plano de Acdo Nacional para a Conservacdo de Albatrozes e Petréis (PLANACAP), do PAN
Aves Marinhas e para outras iniciativas de conservacao de aves marinhas ao longo do pais.
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Anexo 1 — Minuta final de artigo cientifico a ser submetido apoés finalizagcdo da Bolsa
PIBIC

Valores hematoldgicos e bioquimicos de referéncia para tesouréo (Fregata

magnificens) em area de distribuicdo no sul do Brasil
Rafael Meurer, Saloa Teixeira Rezende, Sandro Sandri, Cristiane K. M. Kolesnikovas, Patricia Pereira Serafini

Introducéo

As fragatas, pertencentes a ordem dos Pelecaniformes, sdo aves costeiras ou insulares
e habitam ilhas oceénicas tropicais (NOVELLI, 1997; SICK, 1997). Séo caracterizadas pela
longa cauda bifurcada, asas compridas e curvadas, e por serem extremamente leves, 0 que as
permitem a realizacdo de habilidosas manobras (SICK, 1997; CROXALL, 1987). Séo
também as aves com a maior superficie de asa por unidade de peso, com um comprimento
total de 98cm e mais de dois metros de envergadura, pesando apenas 1,5kg (SICK, 1997). S&o
adaptadas para captura de alimento na superficie da agua, entretanto, também consomem
peixes demersais provenientes de descartes pesqueiros (KRULL, 2004) e do

cleptoparasitismo sobre as gaivotas, atobas e trinta-réis (SICK, 1997).

No Brasil, estéo registradas trés espécies de fragatas, sendo que a Fregata magnificens
€ a que possui maior distribuicdo geografica (SICK, 1997), com col6nias reprodutivas em
Fernando de Noronha, Abrolhos, llha do Francés em Macaé, Rio de Janeiro (ALVES, 1993),
ilhas Cagarras e Redonda, no Rio de Janeiro (ANTAS, 1991; SICK, 1997), Ilha dos
Alcatrazes, em Sdo Paulo, Ilha dos Currais, no Parana e Ilhas Moleques do Sul em Santa
Catarina (SICK, 1997). Suas coldnias permanecem em atividade durante o ano todo, tendo os
meses entre junho e agosto como inicio do periodo reprodutivo e a maioria das eclosdes dos
filhotes entre novembro e dezembro (BEGE & PAULI, 1988). Os ninhos, em geral, séo
construidos sobre arbustos e arvores, com gravetos retirados do local e compactados com as
préprias fezes. A fragata, entdo, coloca apenas um ovo de cor branca, que € incubado por

aproximadamente 40 dias em turnos alternados pelo casal (BRANCO, 2004).

As fragatas, assim como outras aves que nidificam em ilhas costeiras, sofrem com
variacoes climaticas, escassez de alimento, presenca de predadores e competidores, doencas e
distdrbios humanos, como derrames de petrdleo, poluicdo e lixo no mar, furto de ovos e
incéndios criminosos (BURGER & GOCHFELD, 1994; BRANCO, 2004). Além disso, essas

aves, muitas vezes, sdo fisgadas por pescadores, provocando agonia € morte as aves, ou
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acabam enroladas em redes de pesca, 0 que resulta em afogamentos ou ferimentos profundos
(BOTH & FREITAS, 2004). Essas perturbagcfes antrdpicas, unidas a muitas outras, afetam
diretamente as populacdes de aves marinhas, podendo influir na taxa de sobrevivéncia e no
sucesso reprodutivo dessas (BRANCO, 2004).

Para melhor conservar essas aves, valores padronizados de exames laboratoriais,
incluindo valores hematologicos e bioquimicos, sdo necessarios, pois eles fornecem
informacdes sobre aspectos fisioldgicos especificos da espécie (JAIN, 1993). Além disso,
quando associados a avalia¢do clinica, ao historico e a correta interpretacdo dos resultados,
esses exames tornam-se uma poderosa ferramenta no diagndstico de enfermidades, escolha do
tratamento mais apropriado e determinacdo do prognostico de animais em reabilitacdo
(GONZALEZ & SILVA, 2006). No entanto, a literatura que descreve valores hematoldgicos
e bioquimicos de aves selvagens livres e aquelas em cativeiro é muito escassa (GOULART,
2006; MASELLO & QUILLFELDT, 2004). Por fim, sabe-se que estudos especificos para
Fregata magnificens, sobre quaisquer temas, sdo incomuns (MORAES-ORNELLAS, 2009).

Assim, consciente dessa escassez, 0 objetivo deste trabalho foi estabelecer os valores
séricos hematoldgicos e bioquimicos de referéncia para Fregata magnificens, utilizando-se de
dados obtidos de junho de 2016 a maio de 2019 e provenientes de aves que passaram por um
periodo em cativeiro para reabilitacdo e foram consideradas aptas para reintroducéo;

considerando a analise dos resultados dos exames fisicos, hematoldgicos e bioquimicos.
Materiais e métodos
Area de estudo

As amostras foram coletadas no litoral da Ilha de Santa Catarina, em Florianépolis,
pelo Projeto de Monitoramento de Praias da Petrobras (PMP-BS), realizado no espaco fisico
da Associacdo R3 Animal. Os dados utilizados foram obtidos a partir dos tesourdes (Fregata
magnificens) considerados aptos para soltura, apds serem encontrados debilitados em praias

de Floriandpolis e passarem pelo processo de reabilitacao.
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Figura 1. Area em Floriandpolis a ser monitorada durante o Projeto de Monitoramento de Praias da Bacia de
Santos. Trecho em verde: monitoramento diario; trecho laranja: monitoramento semanal; trecho em vermelho:
acionamento por rede de colaboradores (Fonte: Projeto de Monitoramento de Praias da Bacia de Santos — PMP-
BS, Projeto Executivo do PMP-BS Fase 1, Volume Unico. Revisio 02. Setembro/2017).

Coleta de amostras

A partir desses animais, foram feitas as colheitas de sangue, com agulhas descartaveis,
com seringas de 3 ml, a partir da veia ulnar, obtendo-se, no maximo, 1% do peso corporal de
cada ave (CAMPBELL & ELLIS, 2007). O sangue foi entdo separado em dois microtubos de
coleta, um contendo heparina de s6dio como anticoagulante, para realizar o0 hemograma e
outro, com ativador de coagulo, para 0s exames biogquimicos, ambos previamente

identificados.
Analises hematologicas e bioquimicas

A hemoglobina foi determinada através do Reagente de Hemoglobina (ref. 43,
Labtest®), lido por espectrofotometria, de acordo com instru¢cbes do fabricante. O
hematdcrito foi determinado pelo método do microhematdcrito, com centrifugacdo a 12.000
rpm por 5 minutos. Na Cémara de Neubauer foi realizada a contagem total de eritrocitos,
leucdcitos e trombdcitos, a partir do sangue previamente diluido (1:200) em solucdo Natt e

Herrick (1952). A partir do esfregaco sanguineo corado com Instantprov — corante rapido para
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hematologia (Newprov®) — foi possivel realizar a contagem diferencial relativa de leucécitos,

além de avaliar a presenca de corpusculos de inclusdo ou parasitas, em microscopia otica.

Os testes bioquimicos foram realizados a partir da centrifugacdo das amostras, onde o
sobrenadante (soro) foi transferido para um tubo separado, de onde foi submetido a reagentes
liquidos (Labtest®). Soros escurecidos (indicadores de hemdlise) ou com aspecto turvo
(indicadores de lipemia) foram descartados, pois 0 uso dessas amostras poderia afetar o0s
resultados. Para cada teste foi necessario volume de amostra em condi¢Ges constantes
estritamente definidas, que ao serem homogeneizados, produzem mudancga de coloracéo, lida
por espectrofotometria com analisador bioquimico (Modelo Thermoplate, TP-Analyzer Plus).
Foram dosados os seguintes parametros: Proteinas plasmaticas totais (Ref. 99), Glicose
(Ref.133), Acido urico (Ref.140), Albumina (Ref.19), Triglicérides (Ref.133), Creatinina
(Ref.35), Célcio (Ref.90), Fosfatase alcalina (Ref.40) e Fdsforo (Ref. 42).

Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas a partir de um assessor de valor de referéncia,
o Reference Value Advisor V 2.1 (Office 2010-2013), através do software Microsoft Office
Excel® (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, 98052-7329, EUA).

Os valores hematoldgicos e bioquimicos obtidos foram analisados através de testes de
normalidade e seus resultados apresentados com base em intervalos de confianca de 90%.
Como o nimero maximo de valores nos testes foi 21, utilizou-se 0 método de Bootstrap nédo
paramétrico, usado para criar réplicas dos dados, a partir das quais podemos avaliar a
variabilidade de quantidades de interesse, quando ndo existe um modelo probabilistico bem
definido para os dados. Além disso, para testar a normalidade dos valores, usou-se o teste de
Anderson-Darling e considerou-se as ferramentas estatisticas de transformacdo de dados Box-

Cox, quando n > 20.

Para a identificacdo de outliers, utilizou-se os testes de Tukey, onde detecta-se o valor
discrepante com base na razdo da distancia ao valor mais proximo dentro da distribuicdo dos
valores, e de Dixon-Reed, onde localiza-se o outlier com base na faixa mediana e interquartil.
Apos a determinacéo desses outliers, fez-se a analise de fatores pré-analiticos e analiticos para
que os individuos a serem usados para a determinagdo dos padrdes de referéncia fossem
escolhidos de forma rigida (GEFFRE et al., 2011).
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Entdo, para os hemogramas, os outliers foram mantidos, enquanto que para os testes
bioquimicos, esses valores foram analisados de forma mais criteriosa e caso se mostrassem
demasiadamente discrepantes, eles foram retirados dos calculos estatisticos. Entretanto, como
a maioria dos paradmetros apresentava n < 20, varios dos resultados foram determinados

utilizando-se os valores minimos e maximos.

Resultados

Um total de 21 de Fregata magnificens foi liberado ap6s o periodo de reabilitacdo na
base do PMP-BS de Floriandpolis de junho de 2016 a maio de 2019. Entretanto, houve

oscilagBes no numero de individuos para cada exame em anélise (Tabela 1).

Tabela 1. Intervalos hematol6gicos e bioquimicos de referéncia de Fregata magnificens liberados apés

a reabilitacdo no PMP-BS.

Exames Intervalos de confianca Métodos N Meédias
VVolume Globular (%0) 28,6 — 47,6 Box-Cox Standard 21 40,3
Hemoglobina (g/dL) 12,6 — 53,3 Minimo - Mé&ximo 21 40,5
Leucocitos (pL) 1000 — 16200 Minimo - Maximo 21 5204,8
Trombdcitos (uL) 1020 — 18400 Minimo - Maximo 20 3554,8
Hematimetria (UL) 14-41 Box-Cox Robust 21 2,1
VCM (fL) 90,7 -280,4 Box-Cox Robust 21 203,6
HCM (pg) 83,6 —349,9 Untransformed Robust 21 200,5
CHCM (%) 45,8 -125,3 Box-Cox Robust 21 97
Heterdfilos (%) 52,7 -96,7 Box-Cox Robust 21 84,9
Eosinofilos (%) 0-1 Minimo - Maximo 21 0,2
Linfécitos (%) 3,3-42,2 Box-Cox Robust 21 10,7
Mondécitos (%) 0-11 Minimo - Maximo 21 4,1
Basofilos (%0) 0 Né&o houve variacdes. 21 0
Proteinas totais (g/dL) 2,4-5 Minimo - Maximo 21 3.8
Glicose (mg/dL) 150 - 398,1 Minimo - Maximo 19 281,3
Triglicérides (mg/dL) 35,5-1455 Minimo - Maximo 18 67,9
Albumina (g/dL) 06-15 Minimo - Maximo 17 0,9
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Acido Urico (mg/dL) 0,5-12 Minimo - Maximo 18 5,4
Calcio (mg/dL) 6,4 — 14,7 Minimo - Méaximo 16 9,5
Creatinina (mg/dL) 0,4-0,6 Minimo - Maximo 2 0,5
Fosfatase alcalina (U/L) 4,2-30,2 Minimo - Maximo 15 13,7
Fosforo (mg/dL) 1,8-5.2 Minimo - Maximo 9 4

Legenda: VCM — Volume Corpuscular Médio, HCM — Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM —

Concentracdo Média de Hemoglobina Corpuscular.

Discussao

Além desse trabalho, ndo h& estudos sobre valores hematoldgicos e bioquimicos
séricos de referéncia para Fregata magnificens em cativeiro. Por isso, mesmo com o ndmero
de individuos baixo, este estudo mostra-se importante para a melhora na reabilitacdo dessas
aves e também para futuros estudos comparativos com valores de referéncia das populacGes

selvagens.

Nesse trabalho, o heterdfilo foi o leucocito mais frequente, seguido do linfocito. Esse
resultado é validado por varios estudos anteriores (ANDERSON e STEPHENS, 1970;
CAMPBELL, 1995; ELSBACH, 1980; EVANS et al.,, 1994, KOKOSHAROV, 1998;
SAMOUR et al., 2011), afinal, o heterofilo geralmente ¢ o leucocito mais comum em

esfregacos sanguineos de aves.

A presenca de basofilos € mais comum nas aves do que nos mamiferos (MITCHELL
& JOHNS, 2008), mas a basofilia é rara (CAPITELLI & CROSTA, 2013), por isso, o fato de

gue ndo foram encontrados dados variantes de basofilos nesse estudo é realmente promissor.

Como trabalhos anteriores (FOURIE & HATTINGH, 1983; SAMOUR et al., 2011),
para todos os valores de referéncia obtidos, houve, de forma geral, grande variacdo nos
valores hematologicos, o que pode ser explicado como a resposta a niveis diferentes de

estresse pelos quais 0s animais foram submetidos.

H& apenas um estudo bioquimico para Fregata magnificens (NOVELINO et al.,
2015), porém, os animais usados para a analise da glicose pertenciam a uma populacao livre.
Os valores de referéncia para esse exame encontrados foram 237 e 379 mg/dL, o que difere do
intervalo de referéncia obtido nesse trabalho (150 — 398,1 mg/dL). No entanto, como as
amostras usadas eram de animais de vida livre e de animais em reabilitacdo, respectivamente,

ndo é possivel comparar os dados totalmente.
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Concluséao

Este estudo estabelece os intervalos hematoldgicos e de bioquimicos séricos de
referéncia para Fregata magnificens consideradas aptas para soltura apds reabilitacdo em
cativeiro e consideradas saudaveis em seus exames fisicos, clinicos e coproparasitologicos,
com condigdes corpdreas consideradas adequadas. As informacfes aqui obtidas auxiliam o

manejo desses animais, bem como o diagnostico correto para 0 maior sucesso na soltura.

Com esta analise espera-se que os procedimentos de selecdo das aves para soltura,
bem como de manejo em cativeiro para o Brasil, sejam qualificados com informacéo e
diagndsticos os mais padronizados possiveis. Assim, espera-se que a reabilitacdo de Fregata
magnificens encontradas nas praias do sul do Brasil torne-se procedimento de elevada

capacidade e embasamento técnicos.
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