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RESUMO

O Pisittacula krameri, também conhecido como Periquito-de-colar e “Ring-neck”, € uma
das aves mais vendidas como “pet” atualmente no Brasil. Quando doentes, as aves apresentam
sinais clinicos sutis e inespecificos, dificultando o diagnéstico. Os exames laboratoriais
desempenham um papel importante no diagnéstico de doencas de aves. Sdo exames simples e
pouco invasivos, que contribuem para triagem, diagnostico de doengas e monitoramento do
tratamento. Até o presente, existem poucos relatos sobre perfis hematolégicos e bioquimicos de
Psittacula krameri. A presente dissertacdo foi dividida em dois capitulos: O capitulo | objetivou
determinar valores de referéncia de parametros hematologicos e de bioquimica plasmatica em
Psittacula krameri adultos, saudaveis, de cativeiro. Esse € o0 primeiro relato de intervalos de
referéncia de Psittacula krameri no Brasil. Amostras de sangue foram coletadas de 58 aves (33
machos e 25 fémeas). Os intervalos de referéncia para os parametros hematolégicos foram:
nimero de eritrocitos 1,91-3,64 x10%uL, hematocrito 41,19-53,98%, HGB 7,9-16,1 g/dL, MCV
128,4-210,68 fL, MCH 24,85-56,15 pcg, MCHC 19-31,62 g/dL, leucdcitos totais 1,0-8,0 x10%/uL,
heterdfilos 0,134-4,678 x10%/uL, linfocitos 0,368-3,213 x10%/uL, mondcitos 0,033-1,440 x10%/pL,
eosinofilos 0 x10%/uL, basdfilos 0-0,760 x10%/uL, relagdo heterdfilo:linfocito 0,12-2,97, proteina
plasmatica total 3,28-5,1 g/dL. Os intervalos dos parametros bioquimicos foram: acido urico 1,51-
15,33 mg/dL, albumina 1,04-2,64 g/dL, AST 62,99-485,76 U/L, célcio 6,79-10,18 mg/dL, CK 321-
3279,51 U/L, colesterol total 191,15-446,49 mg/dL, fosforo 2,67-8,05 mg/dL, GGT 7,2-29,37 U/L,
globulina 1,12-2,05 g/dL, LDH 213,78-768,6 U/L, proteina total 2,7-4,2 g/dL e triglicerideos 41,1-
502,02 mg/dL. Nao houve diferenca significativa dos parametros entre machos e fémeas, exceto
na contagem relativa de mondcitos, a qual resultou em intervalos diferentes entre fémeas e
machos. Os valores estabelecidos nesse estudo contribuem no diagnéstico e auxiliam no controle
e monitoramento de doencgas. O capitulo Il objetivou avaliar os perfis hematoldgicos e bioquimicos
dos Psittacula krameri na estagdo reprodutiva. Este € o primeiro relato de parametros
hematologicos e bioquimicos em Psittacula krameri durante a estacdo reprodutiva. Foram
coletadas amostras de sangue de 31 aves (16 machos e 15 fémeas) em dois momentos, antes da
estacdo reprodutiva (junho) e durante a estagdo reprodutiva (outubro). Verificou-se diferenga
significativa para alguns parametros, entre a primeira coleta e a estacdo reprodutiva. Os
parametros sdo: hematocrito (49,29+3,19 para 45,1915,53), ndmero de metarubrécitos (0,1+0,4
para 3,1612,85) e de policromatofilos (4,39+1,31 para 6,4512,45), VCM (165,261£18,1 para
155,87£18,46), CHCM (26,55+1,82 para 28,2611,41), numero de leucocitos totais
(3032,26+£2073,30 para 4129,03+2261,89), contagem relativa de heterofilos (32,45£12,45 para
45,11£18,42), linfocitos (52,26+14,37 para 35,06£17,13) e monocitos (9,4814,49 para 13,0616,97),
contagem absoluta de heterdfilos (1056,45£998,04 para 1910,32+1482,47), monocitos
(280,65£219,21 para 495,16+363,51), basdfilos (190,97+193,67 para 262,9+202,7) e relagao
heterdfilo:linfécito (0,75+£0,53 para 1,97+1,65). Nos parametros bioquimicos, a GGT (24,6217,61
para 18,17+9,59), albumina (2,09+0,24 para 2,47+0,41), globulinas (1,8510,3 para 1,39+0,52), CK
(1476,441691,49 para 1574,27+2777,75), LDH (624,641330,94 para 317,28194,54), fésforo
(6,61%2 para 5,37+2,07) e a relagdo albumina:globulina (1,16+0,26 para 2,11+1,05). Na avaliagao
da extensdo sanguinea corada foram encontrados precursores de eritrocitos em diferentes
estagios de desenvolvimento nas fémeas durante a postura, o que sugere maturagéo assincrona
devido a eritropoiese acelerada. Os resultados encontrados revelam a influéncia do periodo
reprodutivo nos parametros sanguineos de Psittacula krameri.

Palavras-chave: Ring-neck. Psitacideo. Hematologia. Reprodugéo. Medicina aviaria.



ABSTRACT

The Rose-ringed parakeet (Psittacula krameri), also known as "Ringneck”, is the best
selling bird as a pet in Brazil currently. When they are ill, the birds present subtle and nonspecific
clinical signs, making diagnosis difficult. Laboratory tests perform an important role in avian
illnesses diagnosis. These exams are simple and little invasive and contribute to screening,
diseases diagnosis and treatment follow-up. Until now, there are few Rose-ringed parakeets
hematological and biochemical parameters reports. This dissertation was divided into two chapters.
Chapter | aimed to determine hematological and biochemical reference intervals in healthy adult
Rose-ringed parakeets in captivity. This is the first reference interval report in Rose-ringed
parakeets in Brazil. Blood samples were collected from 58 birds (33 males and 25 females). The
hematological reference intervals were red blood cells 1.91-3.64 x10%/uL, package cell volume
41.19-53.98%, HGB 7.9-16.1 g/dL, MCV 128.4-210.68 fL, MCH 24.85-56.15 pcg, MCHC 19-31.62
g/dL, white blood cells 1.0-8.0 x10%/uL, heterophils 0.134-4.678 x10%/uL, lymphocytes 0.368-3.213
x10%uL, monocytes 0.033-1.440 x10%/uL, eosinophils 0 x10%uL, basophils 0-0.760 x10%/uL,
heterophil:lymphocyte ratio 0.12-2.97, total plasmatic protein 3.28-5.1 g/dL. The biochemical
reference intervals were uric acid 1.51-15.33 mg/dL, albumin 1.04-2.64 g/dL, AST 62.99-485.76
U/L, calcium 6.79-10.18 mg/dL, CK 321-3279.51 U/L, total cholesterol 191.15-446.49 mg/dL,
phosphorus 2.67-8.05 mg/dL, GGT 7.2-29.37 U/L, globulins 1.12-2.05 g/dL, LDH 213.78-768.6 U/L,
total protein 2.7-4.2 g/dL e triglycerides 41.1-502.02 mg/dL. There was no significant difference in
parameters between males and females, except in relative monocyte count, resulting a different
interval for males and females. The values established in this study contribute to diagnosis and
help in the control and monitoring of diseases. Chapter Il aimed to evaluate Rose-ringed parakeets
hematological and biochemical profiles in the breeding season. This is the first hematological and
biochemical parameters report in Rose-ringed parakeets during breeding season. Blood samples
were collected from 31 birds (16 males and 15 females) in two moments, before breeding season
(June) and during breeding season (October). It was found significant difference for some
parameters between first collection and breeding season. The parameters are: package cell volume
(49.2943.19 to 45.19+5.53), metarubricyte (0.120.4 to 3.16+2.85) and policromathophils
(4.394£1.3110 6.45+2.45), MCV (165.26+£18.1 to 155.87+18.46), MCHC (26.55+1.82 t0 28.26+1.41),
white blood cells (3032.26£2073.30 to 4129.03+2261.89), relative heterophils count (32.45+12.45
to 45.1£18.42), lymphocytes (52.26+14.37 to 35.06+17.13) and monocytes (9.4814.49 to
13.0616.97), absolute heterophils count (1056.45+998.04 to 1910.32+1482.47), monocytes
(280.65+219.21 to 495.161363.51), basophils (190.97+193.67 to 262.94202.7) and
heterophil:lymphocyte ratio (0.7510.53 to 1.97+£1.65). In the biochemical parameters, GGT
(24.62+7.61 to 18.17+9.59), albumin (2.09+0.24 to 2.47+0.41), globulins (1.85+0.3 to 1.39+0.52),
CK (1476.441691.49 to 1574.2722777.75), LDH (624.64+330.94 to 317.28+94.54), phosphorus
(6.61+2 to 5.37+2.07) and albumin:globulin ratio (1.16+£0.26 to 2.11£1.05). In blood smears
evaluation were found erythrocyte precursor in different stages of development in females during
laying season, it suggests asynchronous maturation by accelerated erythropoiesis. The results
found reveal the breeding season influence in the blood parameters in Rose-ringed parakeets.

Keywords: Ring-neck. Parrot. Hematology. Breeding season. Avian medicine.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o ramo da medicina aviaria e exdtica vem crescendo de forma
consistente na medicina veterinaria. O Brasil € um dos paises com a maior variedade de
psitacideos, contanto com 80 espécies descritas do total de 100 da Ameérica do Sul (MURER
et al., 2018). O mercado “pet” de aves no Brasil vem crescendo, exigindo dos medicos
veterinarios cada vez mais capacitagcdo (GRESPAN & RASOQO, 2014).

Entre as espécies de animais silvestres mais criadas no Brasil o Psittacula krameri
(Periquito-de-colar) esta em sétimo lugar e € a sexta espécie mais vendida, sendo a ave
exotica mais vendida entre 2015 e 2018 (TRAJANO & CARNEIRO, 2019). O mercado de
animais exoticos abrange 23% do mercado de animais de estimagédo do Pais. A familia
Psittacidae representou 18% dos animais comercializados no referido periodo (TRAJANO &
CARNEIRO, 2019). A ordem dos Psittaciformes abrange varias especies de aves que
habitam regides tropicais do Hemisfério Sul, se disseminam pela Africa, Pacifico e América
do Sul (POLO et al., 1998).

Os exames laboratoriais avaliam alteragdes metabdlicas que sao indicativos de
doenca (SCHMIDT et al., 2007). Geralmente aves apresentam sinais clinicos de forma sutil
e inespecifica nos estagios iniciais de uma doencga, o que dificulta o diagnostico. Assim
sendo, os exames laboratoriais desempenham um papel muito importante na avaliagdo da
saude de aves (SCHMIDT et al., 2007; HERNANDEZ & MARGALIDA, 2010; RAIDAL, 2020).
Os exames laboratoriais sdo importantes na triagem de aves em zooldgicos, centros de
recuperacao, criadouros e para deteccdo de doencgas (POLO et al., 1998; HERNANDEZ &
MARGALIDA, 2010).

Exames hematologicos e bioquimicos sdo meétodos simples e pouco invasivos para
avaliar o estado de saude e condigbes fisioloégicas de uma populacao de vertebrados e para
detectar alteracGes nas condigdes fisiologicas, patologicas, ecologicas e ambientais (VAZ et
al., 2016). Os exames laboratoriais contribuem para triagem, para o diagnéstico de
determinada doencga ou para confirmar a suspeita clinica, para estipular o prognostico e para
0 monitoramento do tratamento (HOCHLEITHNER, 1994).

Até o presente momento existem poucos estudos sobre valores hematolégicos e
bioquimica sanguinea de Psittacula krameri (NAZIFI & VESAL, 2003; MEHMOOD, KHAN
&SIDDIQUE, 2003; WILLIAMS et al., 2012; ENAM et al., 2018).

Dentre as condi¢des fisiologicas, a época reprodutiva € importante porque ha
relatos de diversas alteragcbes hematolégicas nesse periodo. Anemia foi relatada em
algumas aves da espécie Taeniopygia guttata (Mandarim) (WAGNER, STABLES &
WILLIAMS, 2008), Sturnus vulgaris linnaeu (Estorninhos europeus) (WILLIAMS et al., 2004),
Quelea quelea (Tecelao-de-bico-vermelho) (JONES, 1983), Zonotrichia leucophrys oriantha

(Pardal-de-cora-branca-da-montanha) (MORTON, 1994), Phasianus colchicus (Faisao-
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comum) (HRABCAKOVA et al., 2014; SCHUMANN et al., 2014) e, também em Columba
livia (Pombo domeéstico) (GAYATHRI & HEGDE, 2006).

Nao ha relatos dessas alteragdes em Psittacula krameri, sendo relevante verificar
a ocorréncia nessa espécie para poder corrigir alimentacdo e manejo, de forma a manter o
melhor equilibrio fisiolégico dessas aves durante a reproducéo.

A presente dissertacdo esta dividida em dois capitulos, o capitulo | com o titulo
“Valores hematologicos e bioquimicos de Psittacula krameri (Periquito-de-colar) saudaveis
adultos de cativeiro”, e o capitulo Il “AlteragSes hematoldgicas e de bioquimica plasmatica

em Psittacula krameri (Periquitos-de-colar) durante a estacao reprodutiva”.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Este estudo objetivou estabelecer valores de referéncia de parametros
hematolégicos e de bioquimica plasmatica de machos e fémeas de Psittacula krameri
criados em cativeiro e avaliar de alteragdes hematologicas e bioquimicas na estacao

reprodutiva.

1.1.2 Objetivos especificos

Estabelecer valores de referéncia para parametros hematoldgicos e bioquimicos
de fémeas e machos adultos saudaveis de Psittacula krameri criados em cativeiro.

Comparar os pardmetros hematolégicos e bioquimicos de acordo com 0 sexo das
aves.

Discutir as possiveis alteragbes hematologicas e bioquimicas causadas por

horménios na época reprodutiva de Psittacula krameri em machos e fémeas adultos.
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2 CAPITULO | - VALORES HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS DE
Psittacula krameri (PERIQUITOS-DE-COLAR) SAUDAVEIS ADULTOS DE
CATIVEIRO

RESUMO

Psittacula krameri (periquitos-de-colar) sdo aves comuns em cativeiro em todo o
mundo. O objetivo desse estudo foi determinar intervalos de referéncia hematolégicos e
bioquimicos para a especie para auxiliar no acompanhamento e detecgdo precoce de
doencas, 0 que contribui para a preservacido da saude das demais aves silvestres e dos
seres humanos. As amostras de sangue foram coletadas de 58 aves (33 machos e 25
fémeas), adultas (entre cinco e dez anos), consideradas saudaveis (baseadas no historico
de saude, exames fisicos e coproparasitologicos) para analises hematoldgicas e
bioquimicas. As amostras de sangue foram coletadas da veia jugular em seringas
heparinizadas. Os esfregacos sanguineos foram realizados imediatamente apos a coleta do
sangue. As amostras foram acondicionadas e encaminhadas para o laboratério. As andlises
hematolégicas e bioquimicas foram realizadas em até 12 e 24 horas apds as coletas,
respectivamente. Os perfis bioquimicos realizados foram: renal (acido Urico), hepatico (GGT
e AST), proteinograma (proteina total, albumina e globulinas), muscular (AST, CK e LDH),
lipidico (colesterol total e triglicérides) e eletrélitos (calcio e fésforo). O teste de Shapiro-Wilk
foi utilizado na analise estatitica. Os intervalos de referéncia foram calculados usando o
pacote reference Intervals R. A diferenca entre os grupos foi analisada pelo teste t de
Student ou teste de Mann-Whitney. Os intervalos de referéncia para os parametros
hematologicos foram: eritrécitos 1,91-3,64 x10%/uL, hematocrito 41,19-53,98%, HGB 7,9-
16,1 g/dL, MCV 128,4-210,68 fL, MCH 24,85-56,15 pcg, MCHC 19-31,62 g/dL, leucécitos
totais 1,0-8,0 x10%uL, heterdfilos 0,134-4,678 x10%uL, linfocitos 0,368-3,213 x10%/uL,
mondcitos 0,033-1,440 x10%/uL, eosindfilos 0 x10%/uL, basdfilos 0-0,760 x10%/uL, relagéo
heterdfilo:linfécito 0,12-2,97. E para os parametros bioquimicos: acido urico 1,51-15,33
mg/dL, albumina 1,04-2,64 g/dL, AST 62,99-485,76 U/L, célcio 6,79-10,18 mg/dL, CK 321-
3279,51 U/L, colesterol total 191,15-446,49 mg/dL, fésforo 2,67-8,05 mg/dL, GGT 7,2-29,37
U/L, globulina 1,12-2,05 g/dL, LDH 213,78-768,6 U/L, proteina total 2,7-4,2 g/dL, proteina
plasmatica total 3,28-5,1 g/dL e ftriglicerideos 41,1-502,02 mg/dL. Nao houve diferenca
significativa entre machos e fémeas nos parametros hematolégicos e bioquimicos, exceto
na contagem relativa de mondcitos. No eritrograma, foram observadas diferengas no nimero
de eritrocitos e na hemoglobina, ao comparar com dados obtidos por outros autores com
menor nimero de aves (n=16 e n=20). Essas diferengas ocorrem pela idade, estado
reprodutivo, variagdo sazonal e ambiental. Os valores de hematdcrito foram semelhantes a

outro estudo realizado com Periquitos-de-colar (n=16). No leucograma, os heterofilos estao
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em maior numero, seguidos pelos linfocitos. Eosindfilos foram raramente encontrados. No
perfil renal, verificou-se valores de acido urico de 1,51-15,33mg/dL, ndo ha dados anteriores
em Periquitos-de-colar, mas valores considerados dentro da normalidade em aves séo de
até 10 mg/dL. A possivel causa encontrada foi pela ingestdo de dieta formulada
comercialmente. No perfil hepatico, os valores da GGT foram maiores que os encontrados
um estudo realizado em Athens, Geodrgia e os valores da AST foram semelhantes aos
encontrados nesse mesmo estudo. No perfil muscular os valores da CK foram altos
indicando que pode ter ocorrido estresse durante a captura e contencdo das aves. Os
valores do perfil lipidico (colesterol e triglicérides) sao influenciados pela dieta, exercicio,
clima e horménios. Os valores do calcio e fosforo foram mais elevados do que o estudo
realizado na mesma especie em Zaria, Nigéria. Os valores estabelecidos nesse estudo

contribuem no diagnéstico e auxiliam no controle e monitoramento de doengas.

Palavras-chave: Periquito-de-colar, psitacideo, Psittacula krameri, aves, medicina aviaria,

pets exoéticos, ring neck
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ABSTRACT

Rose-ringed parakeets are popular pet birds throughout the world. The aim of this
study was to determine hematological and biochemical reference intervals for Rose-ringed
parakeets to aim in the keep up with and early detection of diseases, objectifying health
preservation for other wild birds and humans. Blood samples were collected from 58 birds
(33 males and 25 females), adult (between five and ten years old), healthy (based in its health
history, physical examination and stool exams) for hematological and plasma biochemical
analyzes. The samples were collected from jugular vein with heparinized syringes. The blood
smears were made immediately after blood collection. The samples were packed and
forwarded for the laboratory. Hematological and biochemical analyses were performed until
12 and 24 hours after collection, respectively. The biochemical profiles analyzed were renal
(uric acid), hepatic (GGT and AST), proteinogram (total protein, albumin and globulins),
muscular (AST, CK and LDH), lipid (total cholesterol and triglycerides) and electrolytes
(calcium and phosphorus). The Shapiro-Wilk test was used for statistical analyses. The
reference intervals were calculated using reference Intervals R package. The difference
between groups was analyzed using the Student t test or the Mann-Whitney test. The
reference intervals for hematological parameters were RBC 1.91-3.64 x 10%/uL, PCV 41.19-
53.98%, HGB 7.9-16.1 g/dL, MCV 128.4-210.68 fL, MCH 24.85-56.15 pcg, MCHC 19-31.62
g /dL, WBC 1.0-8.0 x 10%/uL, heterophils 0.134-4.678 x 10%/uL, lymphocytes 0.368-3.213 x
10%/uL, monocytes 0.033-1.440 x 10%/uL, eosinophils 0 x 10%/uL, basophils 0-0.760 x 10%/uL
and heterophil:lymphocyte ratio 0.12-2.97. The reference intervals for biochemical
parameters: uric acid 1.51-15.33 mg/dL, albumin 1.04-2.64 g/dL, AST 62.99-485.76 U/L,
calcium 6.79-10.18 mg/dL, CK 321-3279.51 UJ/L, total cholesterol 191.15-446.49 mg/dL,
phosphorus 2.67-8.05 mg/dL, GGT 7.2-29.37 U/L, globulin 1.12-2.05 g/dL, LDH 213.78-
768.6 U/L, total protein 2.7-4.2 g/dL, total plasma protein 3.28-5.1 g/dL and triglycerides 41.1-
502.02 mg/dL. There was no significant difference between males and females for any
parameters, except for relative monocyte count, which was higher in males. The values
obtained in the present study were determined in a large number of birds. In eritrogram were
observed differences in red blood count and hemoglobin concentration comparing with
previous data with lower number of birds (n=16 and n=20). These differences occur by age,
breeding state, seasonal variation and environmental. the package cell volumes were similar
other Rose-ringed parakeet study (n=16). In leukogram, heterophils were higher followed by
lymphocyte. Eosinophils were rarely found. In renal profile was verified high uric acid values
(1.51-15.33 mg/dL), there are no previous dice in Rose-ringed parakeets but is considered
normal values for birds until 10 mg/dL. The possible reason found was commercially
formulated diet ingestion. In hepatic profile, GGT values were higher than that found in a

study in Athens, Georgia and the AST values were liked that found in the same study. In
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muscular profile, CK values were high indicating some stress during birds catch and restraint.
The lipid profile values (cholesterol and triglycerides) are bias by diet, exercise, weather and
hormones. The calcium values were higher than a same specie study in Zaria, Nigeria. The
values established in this study contribute to the diagnosis and help in diseases control and

monitoring.

Key words: Ring-necked parakeet, psittacine, Psittacula krameri, avian, avian medicine,

exotic pets
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2.1 INTRODUGAO

O Psittacula krameri (periquito-de-colar ou “ring neck”), pertence a familia Psittacidae, é
nativo da Africa subsaariana e sul da Asia (FLORY, 2019; ROCHA, et al., 2020). Eles foram
introduzidos por seres humanos em alguns paises da Europa, Asia (ocidental, oriental, sudoeste
e sudeste), Oriente Médio, América do Sul e Estados Unidos (BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2018).

No Brasil a criacdo de P. krameri foi regularizada pelo IBAMA por meio da Instrugéo
Normativa n° 03/2011 de 1° de abril de 2011 (BRASIL, 2011). Entre 2015 e 2018 o Psittacula
krameri ficou em sétimo lugar entre as espécies de animais silvestres mais criadas no Brasil e a
sexta espécie mais vendida, sendo a ave exotica mais vendida nesse periodo (TRAJANO &
CARNEIRO, 2019).

O Psittacula krameri € gregario, isto €, formam grupos e vivem em comunidade
(MENCHETTI, MORI & ANGELICI, 2016). De forma geral sua plumagem é verde esmeralda claro
e a cauda azul esverdeada. Possui tamanho médio de 40 cm, incluindo as penas da cauda, que
medem em torno de 14,0 — 28,0 cm (ROCHA et al., 2020). O bico € grande e em forma de gancho,
de cor vermelha. A espécie apresenta dimorfismo sexual, os machos adultos (acima de trés anos)
possuem um anel no pescogo preto e rosa (MENCHETTI, MORI & ANGELICI, 2016; ROCHA et
al., 2020). Os periquitos se adaptam facilmente a varios habitats, nidificam em cavidades naturais
e artificiais (ROCHA et al, 2020). Durante o periodo reprodutivo podem apresentar
comportamentos agressivos contra outras aves. Podem apresentar comportamento competitivo
com aves nativas por alimento e locais para nidificagdo, afugentando até mesmo morcegos e
abelhas (MENCHETTI, MORI & ANGELICI, 2016). Podem causar danos na agricultura, atacando
0s pomares e celeiros, rasgando sacos de graos. Aves exoticas de vida livre podem ser
reservatério de diversas doencgas bacterianas, virais e parasitarias, constituindo uma ameaca as
espeécies selvagens nativas e a salde humana (MENCHETTI, MORI & ANGELICI, 2016). Deste
modo, a avaliagdo de sanidade dessas aves, utilizando os valores hematologicos e bioquimicos
de referéncia, sdo importantes para diagnoéstico precoce de doencas, protecdo da fauna e
populagbes humanas e para priorizar agces de combate as ameacgas que pdem em risco
populacbes de espécies e ambientes naturais.

Atualmente existem laboratorios especializados em diagnostico de doengas de aves e
animais exoticos. Sabe-se relativamente pouco sobre as particularidades das espécies, e sobre
as diferencas sutis que podem aparecer em animais de diferentes idades, condi¢des de salde ou
reprodutivas (RAIDAL, 2020). De forma geral, principalmente nos estagios iniciais de uma doencga,
as aves apresentam apenas sinais clinicos sutis e inespecificos, deste modo, as analises
laboratoriais desempenham um papel muito importante na avaliagdo da salde das aves
(SCHMIDT et al., 2007; HERNANDEZ & MARGALIDA, 2010; RAIDAL, 2020). Os resultados
laboratoriais ajudam a responder se existe uma doenga ndo aparente (triagem); se esta ocorrendo

algum processo patologico (fisiopatologia); se o diagnostico provisorio esta correto (confirmacao);
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sobre a gravidade do processo da doencga (progndstico) e se a terapia instituida foi eficaz no
processo da doenca (monitoramento) (HOCHLEITHNER, 1994).

Exames hematolégicos e bioquimicos sao procedimentos pouco invasivos para avaliar o
estado de saude e condigbes fisiologicas de animais e para identificar alteragcées nas condi¢des
fisiologicas, patolégicas, ecologicas e ambientais (VAZ et al, 2016). Através dos valores
hematologicos € possivel avaliar o estado e saude dos animais quando ha conhecimento sobre
valores normais para a espécie. Dessa forma quando houver uma doenga sera possivel monitorar
a sanidade e identificar através dos exames laboratoriais (HARR, 2002).

Até o presente momento existem poucos dados sobre valores hematologicos e de
bioquimica sanguinea de Psittacula krameri. Um estudo hematologico com 16 aves (10 machos e
seis fémeas) (NAZIFI & VESAL, 2003), um estudo com bioquimica sérica com 20 aves de vida
livre (sexo nao especificado) (ENAM et al., 2018), outro estudo de avaliagdo hepatica com 30 aves
(20 machos e 10 fémeas) (WILLIAMS et al.,, 2012) e um estudo avaliando impacto de um
medicamento sobre 0s valores da hemoglobina em 20 aves (10 machos e 10 fémeas) (MEHMOQD,
KHAN & SIDDIQUE, 2003).

O objetivo desse estudo foi determinar intervalos de referéncia de parametros
hematolégicos e bioquimicos plasmaticos para Psittacula krameri saudaveis, adultos e de cativeiro
usando um nimero maior de animais. E importante conhecer os parametros normais para essa
espécie no Brasil a fim de diagnosticar doencas de forma precoce e manter a sanidade dessas
aves, evitando a disseminagao de doencas infecciosas, parasitarias e zoonéticas.

Este € o primeiro relato de intervalos de referéncia hematologicos e bioquimicos em

Psittacula krameri (periquitos-de-colar) saudaveis de cativeiro no Brasil.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Local e animais

As aves sao do Laboratorio de Criagédo e Incubacgédo de Animais Alternativos, Silvestres e
Exoticos (LACRIAS), localizado na Fazenda Experimental Canguiri da Universidade Federal do
Parand, Pinhais, Parana, Brasil (25°23'13.4"S 49°07'34.2"W). O LACRIAS esta localizado em uma
regidao de clima Cfb: clima temperado umido, com verao ameno e temperaturas maximas de 22°C
(classificacao de Koppen). Foram selecionadas aves adultas de ambos os sexos, baseadas no
histérico de saude (sem sinais de doencga nas duas semanas anteriores e posteriores a coleta) e
no exame fisico normal e coproparasitologicos negativos. Para este estudo foram utilizadas 58
aves, sendo 33 machos e 25 fémeas adultos, com idade entre cinco e dez anos. A sexagem foi
realizada por meio de exame visual, pois os machos dessa espécie apresentam dimorfismo sexual
a partir de trés anos (ROCHA et al., 2020; MENCHETTI, MORI & ANGELICI, 2016).



26

As aves foram mantidas em cativeiro, alimentadas com dieta formulada comercialmente
(Bambito, Biotron, Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil) (Tabela 1) e agua a vontade, e receberam frutas
e legumes trés vezes por semana e sementes (alpiste, paingo e sementes de girassol) duas vezes
por semana. As aves ficaram alojadas em aviarios comunitarios (7x7m?) dentro de um galpdo
fechado de alvenaria. Os aviarios tinham cortinas, que durante o dia ficam abertas a ventilagédo
natural. A noite as cortinas permaneceram fechadas. A renovacdo de ar e manutencdo da
temperatura foi realizada através da abertura e fechamento das cortinas, para que fosse mantida
a faixa de conforto térmico e para que nao houvesse incidéncia de ventos diretamente sobre as
aves.

Este estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais, do setor de Ciéncias

Agrarias da Universidade Federal do Parana, Brasil (protocolo 030/2021).

Tabela 1: Niveis de garantia da dieta formulada comercialmente utilizada para a alimentagdo dos
Psittacula krameri ad libdum.

Dieta formulada comercialmente

Matéria seca (%) 90,5
Proteina bruta (%) 16,2
Extrato etéreo acido (%) 12,8
Calcio (%) 1,2
Fasforo (%) 0,5
Energia bruta (kcal/kg) 4850

Fonte: LACRIAS

2.2.2 Amostras

Foirealizada contengcdo manual das aves para as coletas. Foi realizada pungao percutanea
da veia jugular, sendo a area de puncao previamente desinfetada com alcool 70%, utilizadas
seringas de 1mL e agulhas de calibre 26G (0,45 x 13mm). O volume maximo coletado foi de 1%
do peso vivo das aves (Owen, 2011). As amostras de sangue foram coletadas com heparina sddica
bovina (Heptar, Eurofarma, ltapevi, Sdo Paulo, Brasil) e acondicionadas em tubos tipo Eppendorf.
Os esfregacgos sanguineos foram preparados imediatamente apds a coleta. Apos acondicionadas
as amostras sanguineas foram armazenadas refrigeradas e enviadas ao Laboratorio de Patologia
Clinica Veterinaria da Universidade Federal do Parana. As coletas foram realizadas no periodo da
manha. As anadlises foram realizadas no mesmo dia. O tempo entre a coleta e 0 inicio do

processamento no laboratorio foi de aproximadamente 3 horas.
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2.2.3 Exames hematoldgicos

Os parametros hematolégicos avaliados foram contagem de eritrocitos (RBC), hematocrito
(PCV), concentragdo de hemoglobina, volume corpuscular médio (VCM= hematocrito/RBC),
hemoglobina corpuscular media (HCM= concentracdo de hemoglobina/RBC) e concentracao de
hemoglobina corpuscular media (CHCM= concentragao de hemoglobina/hematécrito) e contagem
total e diferencial de leucocitos. As contagens dos eritrocitos e leucocitos foram realizadas em
camara de Neubauer, com amostras de sangue diluidas 1:100 em solugdo com corante supra vital
azul de cresil brilhante. O hematacrito foi determinado pelo método de microhematdcrito, com
centrifugacdo a 12.000rpm (rotacdo por minuto) por cinco minutos; apos a determinagdo do
hematocrito, foi realizada a mensuragcdo da proteina plasmatica total com uso de refratdbmetro
dptico com calibracdo de temperatura (Instrutherm, Freguesia do O, Séo Paulo, Brasil) (VAZ et al.,
2016). A concentracédo da hemoglobina foi realizada de forma semi-automatica utilizando a técnica
da cianometahemoglobina (colorimeétrico), utilizando kit comercial (Bioclin, Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil), sendo realizada a leitura em espectrofotdmetro (BA-88A, Mindray, Cidade Moncdes,
Sao Paulo, Brasil) apos a centrifugagao. Os esfregacos sanguineos foram corados pelo metodo
de May Grinwald-Giemsa modificado. Na leitura das laminas foi realizado a contagem diferencial
dos leucocitos em 100 células (usando objetiva 100x — 6leo de imersao), a estimativa do nimero
de trombécitos e avaliacdo dos eritrocitos. A leitura das laminas foi realizada por profissional
treinado e capacitado.

A morfologia dos eritrocitos foi avaliada pelo tamanho, cor e nucleo. Eritrocitos maduros de
psitacideos sao elipticos com citoplasma de cor alaranjada, o nicleo é central, eliptico de cor roxa
(CAMPBELL, 2015b). Os policromatoéfilos tém tamanho semelhante ao eritrocito maduro, porém
podem ter uma aparéncia mais arredonda, seu citoplasma € levemente basofilico e o nucleo é
mais arredondado e a cromatina € menos condensada (figura 1A). Os metarrubrocitos sao
menores e esféricos, com citoplasma basofilico/acinzentado, dependendo do estagio de
maturacgao (figura 1B). Os heterdfilos sdo leucocitos com nucleo lobulado (dois a trés Iobulos) com
cromatina grosseira e aglomerada, o citoplasma € incolor e contém granulos alongados (fusiformes)
que coram de cor eosinofilica (figura 1C). Os eosindfilos tém citoplasma levemente eosinofilico,
nucleo lobado e os granulos sao arredondados e eosinofilicos (figura 1D). Os basofilos sao
redondos, pouco menores que os heterofilos, nicleo geralmente ndo € lobado, o citoplasma tem
granulos basofilicos redondos (figura 1E). Os linfécitos sdo esféricos e com grande proporgao
nucleo-citoplasma, com citoplasma homogéneo claro a levemente basofilico, podem ser
caracterizados como pequenos, medios e grandes (figura 1F). Os mondcitos sao células grandes
arredondadas, o nucleo varia em formato (redondo, oval ou lobada), com citoplasma abundante
azul-acinzentado, podem ter ocasionais vacuolos e granulos eosinofilicos finos (figura 1G). Para
diferenciar mondcitos de linfocitos grandes e reativos, observar o citoplasma, porque mondcitos

tém citoplasma azul-acinzentado homogéneo e formato irregular. Linfocitos reativos apresentam
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citoplasma basofilico, cromatina condensada, zona de Golgi e vacuolos citoplasmaticos. Os
trombocitos sdo células pequenas, podem ser ovais ou redondas, possuem cromatina nuclear
densa, citoplasma claro ou azul-acinzentado palido, pode apresentar um ou mais granulos nos
polos e vacuolizagBes quando ativados (figura 1H) (CAPITELLI & CROSTA, 2013; JONES, 2015;
MITCHELL & JOHNS, 2008).

O plasma foi obtido por centrifugacao em rotagdo de 4.500 rpm por cinco minutos. As
analises bioquimicas foram realizadas no equipamento de espectrofotometria automatica (BS-200,
Mindray, Cidade Monc¢des, Sado Paulo, Brasil). Foram avaliados os seguintes perfis: hepatico —
GGT (método SZASZ Modificado IFCC) e AST (método cinético UV), renal - acido Urico (método
enzimatico colorimétrico UOD-PAP), proteinograma - proteina total (método Biureto), albumina
(método verde bromocresol) e globulinas (calculo: proteina total — albumina), perfil muscular — CK
(método cinético UV), AST e LDH (método cinético UV), lipidico - colesterol total (meétodo
enzimatico colorimétrico COD-PAP) e triglicérides (método enzimatico colorimétrico) e eletrolitos
— calcio (método colorimeétrico de ponto final) e fosforo (método UV de ponto final). Foram utilizados
kits comerciais (Bioclin, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil) para as dosagens bioquimicas,

calibragao e controle de qualidade.

Figura 1 - Sangue periférico de Psittacula krameri saudavel. A- Eritrocitos maduros e um eritrocito
policromatofilo (seta). B- Eritrocitos maduros e metarrubrécito (seta). C- Heterdfilo (seta). D- Eosinofilo
(seta). E- Basofilo (seta). F- Linfécito (seta). G- Mondcito (seta). H- Trombécito (seta). I- Dois
trombdcitos (setas pretas) e dois linfocitos (setas vermelhas). Coloragéo de May Grinwald-Giemsa
(100x).

Fonte: O autor (2022).
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2.2.4 Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o R versao 3.6.3 (The R Project
for Statistical Computing, 1090, Viena, Austria) (R CORE TEAM, 2020). Os outliers foram
identificados usando a distancia de Cook no pacote referencelntervals R (FINNEGAN, 2020), se
detectados, os outliers foram removidos. Os resultados sdo apresentados de acordo com o
tamanho da amostra, normalidade, media e desvio padrao, para a amostra completa (machos e
fémeas juntos) e, também para cada género (machos e fémeas separadamente). As variaveis séao
apresentadas como media e desvio padrdo. A normalidade foi verificada pelo teste de Shapiro-
Wilk. Diferencas sexuais significativas foram avaliadas usando o teste t quando os dados foram
distribuidos normalmente ou o Mann-Whitney quando os dados ndo foram distribuidos
normalmente. Primeiro, os dados foram verificados quanto a normalidade usando o teste de
Shapiro-Wilk. Para dados normalmente distribuidos, IRs paramétricos com cobertura de 95% e
intervalos de confiangca de 90% para os limites de IR foram calculados usando o pacote
referencelntervals R. Para os dados que falharam no teste de normalidade de Shapiro-Wilk, IRs
nao paramétricos com 95% de cobertura e intervalos de confianca de 90% de bootstrap para os
limites de IR foram calculados usando o pacote freferencelntervalsg R. Para diferengas
significativas entre machos e fémeas calculamos os IR seguindo o0 mesmo procedimento para
cada grupo. As diferengas em todos os testes analiticos foram consideradas significativas em P <
0,05.

2.3 RESULTADOS

Um total de 58 aves adultas foram incluidas no estudo. Todas as aves foram consideradas
saudaveis no momento da coleta de sangue, baseado no historico, exame fisico e nos exames
fecais. Nas tabelas 2 e 3 estdo apresentados a mediana, desvio padrao e intervalos de referéncia
para variaveis hematoldgicas e nas tabelas 4 e 5 estdo apresentados a mediana, desvio padrdo e
intervalos de referéncia para as variaveis bioquimicas obtidas de Psittacula krameri adultos.

No eritrograma, os resultados obtidos foram: contagem de eritrécitos 1,91-3,64 x108/pL,
hematocrito 41,19-53,98% e hemoglobina 7,9-16,1 g/dL. A estimativa de policromatéfilos por
campo ficou estabelecida entre um e seis, sendo considerada normal a ocorréncia de
policromatéfilos em baixo numero, em aves sadias (CAMPBELL, 2015). A contagem diferencial
dos leucocitos revelou predominio de heterdfilos (40,53%), seguido por linfécitos (40,24%).
Eosindfilos foram raramente encontrados e por este motivo foram suprimidos das tabelas. A média
da relagcao H:L foi 1,13 + 0,72, pois a proporcao de heterdfilos e linfocitos foi bem semelhante.

Nao foram encontrados hemoparasitos e nenhuma diferenca morfologica foi identificada
em eritrocitos e leucocitos. Os valores da proteina plasmatica total (refratometria) foram de 3,28-

5,1 g/dL, enquanto os valores da proteina total (Biureto) foram de 2,7-4,2 g/dL.
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Nao foram encontradas diferengas significativas nas variaveis hematologicas e bioquimicas entre

machos e fémeas, exceto na contagem relativa de mondcitos (P <0,05), o que resultou em um

intervalo de referéncia para cada.

Tabela 2 — Descrigdo da mediana, desvio padrdo por grupo e variagdo sexo-especifica para valores
hematoldgicos e de proteina plasmatica total para Psittacula krameri no estado do Parana, Brasil

Parametro Global Fémeas Machos P-group
Hematologico N Média + DP N Média + DP N Média + DP

Eritrocitos (1 06/p L) 56 2,77 £ 0,44 23 283+043 33 2,73+£044 0,43 (1
P-shapiro 0,3 0,6 0,72

Hemoglobina (g/dL) 54 10,84 £ 1,89 23 10,98+ 1,72 31 10,74 £ 2,03 0,49 (mw)
P-shapiro <0.05 <0.05 <0.05

Hematocerito (%) 56 47,58+ 3,26 25 47,92+ 297 31 47,32+ 3,50 0,49 (1
P-shapiro 0,19 0,31 0,23

VCM (fL) 54 1695312099 24 16545+20,49 30 172,8+ 21,15 0,20 (H
P-shapiro 0,82 0,82 0,7

HCM (pcg) 56 39,92+8,58 25 40,24 + 8,84 31 39,67 £ 8,50 0,81 (Y
P-shapiro <0.05 0,15 0,25

CHCM (g/dL) 54 23,01+£335 23 23,04 £ 3,30 31 23+3,44 0,91 (mw)
P-shapiro <0.05 <0.05 <0.05

Polichromatoéfilos (fcampo) 55 3,72+142 23 3,56+1,34 32 384+148 0,47 (mw)
P-shapiro <0.05 0,15 <0.05

Leucdcitos totais (103/pL) 56 3875+1038,82 23 4260,62+ 205531 33 3606,06+2014,62 0,29 (mw)
P-shapiro <0.05 0,09 <0.05

Heterofilos (%) 54 40,53 +£10,70 24 41,54 £ 10,56 30 39,73+ 10,92 0,54 (1
P-shapiro 0,18 0,13 0,34

Heterofilos (103/pL) 57 1637,36 £ 1094,0 24 186791+ 1147,62 33 1469,69+ 1038,75 0,28 (mw)
P-shapiro <0.05 <0.05 <0.05

Linfécitos (%) 54 40,24 £ 14,02 25 40,92+ 11,87 29 39,65+ 15,82 0,73 (1
P-shapiro 0,72 0,37 0,16

Linfécitos(103/pL) 54 1409,16 + 802,87 22 1636,59+83566 32 1252,81+753,03 0,07 (mw)
P-shapiro <0.05 0,36 <0.05

Mondcitos (%) 55 10,83+7,13 25 8,56 +647 30 12,73+ 7,20 0,01 (mw)
P-shapiro <0.05 <0.05 0,07

Monécitos (1 03/p L) 54 41740+373,08 23 301,73+187,89 31 503,22+449,60 0,33 (mw)
P-shapiro <0.05 0,34 <0.05

Baséfilos (%) 56 6,16 £ 3,65 23 6,69 + 3,84 33 5,78+ 3,52 0,37 (H
P-shapiro 0,11 0,46 0,41

Basdfilos (103/pL) 55 230,63+190,97 22 276,13+230,33 33 200,30+156,07 0,28 (mw)
P-shapiro <0.05 <0.05 <0.05

H:L 56 1,13+£0,72 25 1,19+ 0,60 31 1,09 £ 0,81 0,34 (mw)
P-shapiro <0.05 0,23 <0.05

PPT (g/dL) 55 4,18 £ 0,46 24 4121045 31 423+047 0,37 (H
P-shapiro 0,09 0,32 0,18

VCM, volume celular médio; MCH, hemoglobina celular média; MCHC, concentragdo meédia de
hemoglobina celular. Os dados sdo apresentados como média + DP. P-shapiro = valor p para o teste
de normalidade de Shapiro-Wilk. P-group = valor p para o teste t ou Mann-Whitney. Diferentes
sobrescritos (t, mw) sdo usados para indicar se foi usado o teste t ou Mann-Whitney, de acordo com a
Normalidade. FONTE: O autor (2022).
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Tabela 3 - Intervalo de referéncia, valores minimos e maximos com intervalos de confianga de 90%

para valores hematolégicos e de proteina plasmatica total para Psittacula krameri no estado do

Parana, Brasil

Parametro Intervalo de Referéncia Limite de referéncia inferior 90% C| Limite de referéncia superior 90% ClI Método
Hematolégico Min Max Min Max Min Max
Eritrécitos (10%uL) 1,91 3,64 1,74 2,07 347 3,8 P
Hemoglobina (g/dL) 7.9 16,1 71 8,2 16,1 17,13 NP
Hematocrito (%) 41,19 53,98 39,97 42,42 52,76 55,21 P
VCM (fL) 128,4 210,68 120,37 136,43 202,65 218,71 P
HCM (pcg) 24,85 56,15 21,7 257 55,3 57,3 NP
CHCM (g/dL) 19 31,62 19 19 31,25 33 NP
Policromatéfilo (/fcampo) 1 6 0 1 6 6 NP
Leucdcitos totais (10%uL) 1000 8000 1000 1000 8000 8850 NP
Heterdfilos (%) 19,56 61,52 15,46 23,65 57,42 65,61 P
Heterdfilos (10%uL) 134 4678 48 188 4516 5613 NP
Linfécitos (%) 12,76 67,72 74 18,13 62,36 73,08 P
Linfocitos (10%uL) 368,75 3213,75 306,25 3875 3067,5 3607,5 NP
Monécitos (%) 1 20 0 1 20 26 NP (F)
0 26,84 0 2,31 23,15 30,54 P (M)
Monacitos (10%uL) 33,75 1440 12,5 37,5 1440 1620 NP
Basdfilos (%) 0 13,32 0 0,37 11,95 14,69 P
Basdfilos (10°/uL) 0 760 0 0 720 950 NP
H:L 0,12 2,97 0 0,14 2,95 3,24 NP
PPT (g/dL) 3,28 5,1 3,1 3,45 4,93 5,28 P

Min, minimo; Max, maximo; IC, intervalo de confianga; P, paramétrico; NP, ndo paramétrico; VCM,
volume celular médio; MCH, hemoglobina celular media; MCHC, concentracdo média de hemoglobina
celular; (F) fémeas; (M) machos. FONTE: O autor (2022).

Tabela 4 - Descricdo da mediana, desvio padrao por grupo e variagdo sexo-especifica para
bioquimicos plasmaticos para Psittacula krameri saudaveis no estado do Parana, Brasil

Parametro Global Fémeas Machos P-group
Bioquimico N Média + DP N Média + DP N Média + DP

Acido urico (mg/dL) 56 754 +4,21 24 7,89 +456 32 7,28 + 3,99 0,44 (mw)
P-shapiro <0.05 <0.05 <0.05

Albumina (g/dL) 56 1,84 £0,40 24 1,77 £0,37 32 1,89+042 0,27 (Y
P-shapiro 0,24 0,23 0,39

AST (UL) 56 213,90+114,82 24 21042+118,05 32 216,52+114,17 0,73 (mw)
P-shapiro <0.05 <0.05 <0.05

Calcio (mg/dL) 54 8,48 + 0,86 21 8,59+ 0,96 33 841+ 0,80 0,49 (Y
P-shapiro 0,83 0,252 0,57

Colesterol (mg/dL) 56 31881+6513 25 302,02+4885 31 33235+73,79 0,07(Y
P-shapiro 0,88 0,17 0,71

CK (U/L) 54 125534 +776,46 22 123859+779,40 32 1266,59 +786,72 0,99 (mw)
P-shapiro <0.05 <0.05 <0.05

Fésforo (mg/dL) 56 5,36 + 1,37 24 547 +143 32 527 +1,34 0,617 (1
P-shapiro 0,94 0,95 0,42

GGT (U/L) 35 18,28 + 5,65 14 16,60+ 6,35 21 19,32+ 5,05 0,20 (Y
P-shapiro 0,23 0,24 0,59

Globulinas (g/dL) 55 1,58 £0,23 24 1,59+0,23 31 1,57 £0,23 0,82 (Y
P-shapiro 0,08 0,12 0,22

LDH ((U/L) 54 42484 +141,79 24 447,08+137,62 30 407,05+144,86 0,25(mw)
P-shapiro <0.05 0,68 <0.05

Proteina total 57 3,38+0,41 25 3,35+ 0,41 32 340+042 0,56 (mw)
P-shapiro <0.05 <0.05 0,3
Triglicérides(mg/dL) 55 207,74+122,71 23 204,10+134,13 32 210,35+11595 0,60 (mw)
P-shapiro <0.05 <0.05 <0.05

Os dados sao apresentados como média + DP. P-shapiro = valor p para o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk. Grupo P = valor p para o teste t ou Mann-Whitney. Diferentes sobrescritos (t, mw) sdo
usados para indicar se foi usado o teste t ou Mann-Whitney, de acordo com a Normalidade. FONTE: O

autor (2022).
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Tabela 5 - Intervalo de referéncia, valores minimos e maximos com intervalos de confianga de 90%
para bioquimicos plasmaticos para Psittacula krameri saudaveis no estado do Parana, Brasil

Parametro Intervalo de Referéncia Limite de referéncia inferior 90% CI Limite de referéncia superior 90% C| Método
Bioguimico Min Max Min Max Min Max

Acido Urico (mg/dL) 1,51 15,33 0,94 1,73 14,57 16,76 NP
Albumina (g/dL) 1,04 2,64 0,89 1,2 249 2,79 P
AST (U/L) 62,99 485,76 47,93 64,47 480,32 538,32 NP
Calcio (mg/dL) 6,79 10,18 6,46 712 9,85 10,51 P
Colesterol (mg/dL) 191,15 446,49 166,68 215,62 422,02 470,96 P
CK (UL) 321 3279,51 188,78 3534 3165,92 3620,72 NP
Fosforo (mg/dL) 2,67 8,05 2,16 3,19 7,53 8,57 P
GGT (U/L) 7.2 29,37 4,47 9,93 26,64 32,1 P
Globulinas (g/dL) 1,12 2,05 1,03 1,21 1,96 2,14 P
LDH (U/L) 213,78 768,6 184,11 218,35 7482 849,03 NP
Proteina total (g/dL) 27 4,2 2,6 27 4,2 4,3 NP
Triglicérides (mg/dL) 41,1 502,02 5,3 51,9 495,54 548,82 NP

Min, minimo; Max, maximo; IC, intervalo de confianga; P, paramétrico; NP, ndo paramétrico. FONTE: O
autor (2022).

2.4 DISCUSSAO

No presente estudo, os valores médios da contagem de eritrécitos foram 2,77 x108/pL,
valores menores do que os encontrados por Nazifi & Vesal (2003) (4,68 x10%uL) em Psittacula
krameriem Xiraz, Ird. Essa diferenga pode ter ocorrido porque os valores de eritrocito podem variar
individualmente entre aves da mesma espécie. Outros fatores que podem causar essa variagao
na contagem de eritrocitos sao a idade, estado reprodutivo, variagao sazonal e geografica, hipoxia
e fatores ambientais (CAMPBELL, 2015b; CLARK, BOARDMAN & RAIDAL, 2009). Devido aos
poucos estudos de hematologia e bioquimica com P. krameri (Anexo 2), os valores do presente
estudo serdo comparados com outras espécies de aves da familia Psittaculidae, género
Neophema chrysogaster (Periquito-de-ventre-laranja) (MELROSE et al., 1995), quando necessario.

Os valores da hemoglobina (média 10,84+1,89) foram menores que os encontrados em P,
krameri por Mehmood, Khan & Siddique (2003) (13,20+0,83) e por Nazifi & Vesal (2003)
(16,53+0,53), mas as técnicas de determinagdo da hemoglobina foram diferentes entre os estudos.
Os valores do hematécrito (47,5813,26%) foram comparaveis aos encontrados em P krameri em
Xiraz, Ird (48.2411.24) (NAZIFI & VESAL, 2003). Os valores da VCM (169,53+20,99) foram
maiores que 0s encontrados no estudo anterior com P krameri (103,51£19,17) (NAZIFI & VESAL,
2003). Os valores da VCM podem aumentar com a idade das aves (CAMPBELL, 2015b). As aves
do presente estudo tém entre cinco e 10 anos, as aves do outro estudo tem entre dois e trés anos.
Os valores de HCM (39,92 + 8,58) foram maiores que em P. krameri (35,4416,98) (NAZIFI &
VESAL, 2003). Os valores de CHCM (23,01 + 3,35) foram menores que os encontrados para P.
krameri anteriormente (34,29+4,56) (NAZIFI & VESAL, 2003), mas essa redugdo do CHCM é em
funcéo do aumento da VCM (CAMPBELL, 2015b).

A meédia da contagem de leucocitos totais foi 3875+1038,82 (/uL) proximo aos valores
reportados para Psittacula krameri anteriormente (4,02+0,88 x10%/uL) (NAZIFI & VESAL, 2003).



33

Heterdfilos e linfécitos foram os leucécitos mais abundantes, com valores médios de 40,53%
(10,70) e 40,24% (+£14,02), respectivamente. Geralmente o heterofilo é o leucocito predominante
no sangue de aves (JONES, 2015). No presente estudo heterdfilos foram ligeiramente mais
abundantes do que linfocitos, 0 mesmo ocorreu com Neophema chrysogaster (MELROSE et al.,
1995). A relagdo H:L é utilizada para avaliar o estresse fisiologico em aves, sendo melhor para
avaliar mudangas ambientais a longo prazo (GROSS & SIEGEL, 1983). Porém, deve-se considerar
o0 estado de salde das aves, pois inflamacgédo pode afetar a relagcdo H:L, sendo importante a
avaliagao morfologica dos leucocitos (CLARK, 2015). Os valores determinados para a relagéao H:L
foram 0,12-2,97. A média dos valores relativos de basdfilos (6,16+3,65) e mondcitos (10,83£7,13)
foram maiores que os encontrados por Nazifi & Vesal no Ird (2003) (0,32+0,36 e 2,63+0,55
respectivamente). Essa diferenca encontrada na contagem diferencial dos leucocitos entre o
presente estudo e o de outros autores, em P. krameri, pode ter ocorrido devido a quantidade de
animais no experimento que era menor (n=16). O valor estabelecido para a contagem de
eosindfilos foi zero, pois, poucos animais apresentavam um eosinofilo.

Aavaliagdo da concentragao do acido urico € utilizada para detectar doenca renal em aves.
Niveis considerados normais para acido Urico em aves variam de menos do que 1 a 10 mg/dL
(ECHOLS, 2006). O intervalo de referéncia determinado para acido urico no presente estudo ficou
entre 1,51-15,33 mg/dL (média 7,54 + 4,21). A alimentacdo com racgéo peletizada comercial tende
a aumentar os niveis de acido urico (ECHOLS, 2006) e isso pode explicar o alto intervalo de
referéncia para os niveis plasmaticos de acido Urico, uma vez que, no presente estudo, as aves
recebem ragao peletizada diariamente.

O intervalo de referéncia da GGT no presente estudo foi 7,2-29,37 U/L, maiores que os
intervalos encontrados para Psittacula krameri maniflensis (Periquito-de-colar-indiano) (3-5 U/L)
(WILLIAMS et al., 2012). A heparina pode reagir com 0s reagentes do teste de GGT, causando
turbidez, resultando em valores artificialmente elevados (HOCHLEITHNER, 1994). No presente
estudo foi utilizado seringa heparinizada, deste modo algumas amostras podem ter sido coletadas
contendo mais heparina do que outras, o que pode ter causado esse aumento no intervalo da GGT.
Diferengas nos valores da GGT também podem ser causados pelas diferengas nas metodologias
utilizadas para mensuragao da GGT (HARR, 2006).

Os valores da meédia estabelecido para AST neste estudo foram 213,90 + 114,82 U/L. A
AST é um indicador muito sensivel, mas pouco especifico de doencga hepatocelular, podendo ser
usado para diferenciar dano hepatico de dano muscular (HARR, 2002).

A creatina quinase (CK) é uma enzima musculo-especifica, podendo ser utilizada na
deteccdo de lesdo muscular. Os valores da CK do presente estudo foram 321-3279,51 U/,
maiores que os estabelecidos para P. krameri manillensis (682-981 U/L) (WILLIAMS et al., 2012).
Foi relatado em perus saudaveis aumento de CK devido ao estresse fisico e ao exercicio
(HOCHLEITHNER, 1994). Os valores elevados da CK encontrados no presente estudo, sugerem

que houve algum nivel de lesdo muscular e estresse durante a captura e contencao para a coleta
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de amostra nas aves. No momento da coleta as aves foram retiradas dos aviarios com auxilio de
puca e colocadas em gaiolas para levar a sala de coleta. Esse manuseio pode ter contribuido para
0s valores elevados da CK.

A LDH esta presente em diversos tecidos das aves, mas comumente 0 aumento de sua
atividade € associado a doencga hepatica e danos musculares. Em aves saudaveis a atividade da
LDH é considerada normal até 1000 U/L (VAZ et al., 2016). O intervalo de referéncia estipulado
para LDH no atual estudo foi 213,78-768,6 U/L.

Os intervalos de calcio encontrados foram 6,79-10,18 mg/dL, maiores que os encontrados
para P. krameri por Enam et al. (2018) (2,38-2,81 mg/dL). As concentragdes de calcio variam de
acordo com o estado reprodutivo, sexo e estacao (HARR, 2006).

O IR para fosforo determinado no presente estudo foram 2,67-8,05 mg/dL, maiores que os
encontrados em outro estudo com P. krameri (1,01-1,31 mg/dL) (Enam, 2018). Os niveis de fosforo
podem ser alterados pela dieta. Dietas com predominio de sementes podem levar aoc aumento de
fosforo (HOCHLEITHNER, 1994). Em nosso estudo as aves recebem sementes trés vezes na
semana a vontade. Os niveis de calcio e fosforo podem ser usados para avaliar a ingestao
adequada de calcio e vitamina D3 e boa absor¢ao de minerais (HOCHLEITHNER, 1994).

Frequentemente a proteina total € usada como um indicador do estado de salde de um
paciente (HOCHLEITHNER, 1994). A determinacgdo dos valores de referéncia para proteina total
neste estudo pelo método de Biureto foi 2,7-4,2 g/dL menores que os valores encontrados por
Enam et al. (2018) (6,53-7,7 g/dL). As proteinas totais podem ser alteradas pela idade, hormonios,
dieta e estresse de temperatura (HOCHLEITHNER, 1994). A proteina plasmatica obtida por
refratometria foi 3,28-5,1 g/dL. Essa diferenca provavelmente ocorre devido a presenga do
fibrinogénio no plasma, e podem ocorrer interferéncias na refratometria devido a aumento de
glicose ou colesterol (VAZ et al., 2016). Os resultados encontrados de albumina e globulina foram
1,04-2,64 g/dL e 1,12-2,05 g/dL, menores que os encontrados em P. krameri em Zaria, Nigéria
(3,22-4,5 e 2,73-3,3 g/dL, respectivamente) (ENAM et al., 2018). Proteina total, albumina e
globulina sdo usados como indicadores de saude e podem ajudar a avaliar a progressao de uma
doenca, mas alteragbes nas concentracdes de proteinas podem indicar desidratacdo ou
hiperidratagdo (HOCHLEITHNER, 1994; HARR, 2006).

Os valores de colesterol total encontrados no presente estudo foram 191,15-446,49 mg/dL
maiores que os encontrados para P. krameri manillensis (307-367 mg/dL) (WILLIAMS et al., 2012).
Niveis mais elevados de colesterol pode ser resultantes de uma dieta rica em gorduras e exercicio
fisico escasso (PINTO et al., 2016).

Os triglicerideos séo a principal forma de armazenamento de lipideos e importante fonte
de energia (HOCHLEITHNER, 1994). O intervalo de referéncia definido para triglicerideos neste
estudo foi 41,1-502,02 mg/dL. Diversos fatores influenciam os niveis de triglicerideos como clima,
horménios, dieta e género (HOCHLEITHNER, 1994). Em nosso estudo ndo houve diferenga

significativa nos niveis plasmaticos de triglicerideos entre machos e fémeas.
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2.5 CONCLUSAO

Os resultados encontrados diferiram em poucos parametros com estudos relatados
anteriormente em P. krameri, 0 que pode estar relacionado ao manejo ambiental e nutricional,
variagado individual e relacionada ac numero menor de aves nos estudos. Os intervalos de
referéncia hematologicos e bioquimicos plasmaticos foram estabelecidos para P krameri
saudaveis, adultos e de cativeiro. Os valores contribuem no auxilio diagnéstico de doengas e para
manter a sanidade dessas aves, evitando a disseminacao de doengas infecciosas, parasitarias e
zoondticas. Este é o primeiro relato de intervalos de referéncia hematoldgicos e bioquimicos em

Psittacula krameri saudaveis de cativeiro no Brasil.
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3 CAPITULO Il — ALTERAGOES HEMATOLOGICAS E DE BIOQUIMICA
PLASMATICA EM Psittacula krameri (PERIQUITOS-DE-COLAR) DURANTE A
ESTAGAO REPRODUTIVA

RESUMO

Os Psittacula krameri (periquitos-de-colar) sdo nativos da Africa Subsaariana e do sul da
Asia. S&o consideradas aves monogamicas. No Brasil a estagéo reprodutiva ocorre entre setembro
e marco (primavera e verao). O objetivo desse estudo foi avaliar os pardmetros hematologicos e
bioquimicos de P krameri durante a estacao reprodutiva. Foram coletadas amostras de sangue
de 31 aves adultas saudaveis (15 fémeas e 16 machos). Foram realizadas duas coletas, uma
antes da estacao reprodutiva (junho) e outra durante a estacao reprodutiva (outubro). Diferengas
significativas entre os grupos foram avaliadas usando teste t pareado ou o teste de Wilcoxon
Signed-Rank. No resultado geral (machos + fémeas) verificou-se diferenga significativa entre a
primeira coleta para a estagdo reprodutiva nos seguintes parametros: hematocrito (49,29+3,19
para 45,19+5,53), numero de metarrubrocitos (0,1+£0,4 para 3,16+2,85) e de policromatdéfilos
(4,394£1,31 para 6,45+2,45), VCM (165,26+18,1 para 155,87+18,46), CHCM (26,55+1,82 para
28,2611,41), numero de leucocitos totais (3032,26+2073,30 para 4129,03+2261,89), contagem
relativa de heterdfilos (32,45+12,45 para 45,1+18,42), linfocitos (52,26+14,37 para 35,06+£17,13) e
monocitos (9,48+4,49 para 13,0616,97), contagem absoluta de heterdfilos (1056,45+998,04 para
1910,32+1482,47), mondcitos (280,65+219,21 para 495,16+363,51), basofilos (190,97+193,67
para 262,91+202,7) e relagdo heterofilo:linfocito (0,75+£0,53 para 1,97+1,65). Nos parametros
bioquimicos, a GGT (24,62+7,61 para 18,1719,59), albumina (2,09+0,24 para 2,4710,41),
globulinas (1,85+0,3 para 1,3910,52), CK (1476,441691,49 para 1574,27+2777,75), LDH
(624,641£330,94 para 317,2819454), fosforo (6,61+2 para 5,3722,07) e a relagado
albumina:globulina (1,16+£0,26 para 2,11+1,05). Na avaliagdo do esfregago sanguineo foram
observados eritrécitos imaturos em diferentes estagios de desenvolvimento, principalmente nas
fémeas, durante o periodo reprodutivo. Este € o primeiro relato de parametros hematolégicos e
bioquimicos de Psittacula krameri no periodo de reprodugao.

Palavras-chave: Ring-neck, psitacideo, reprodugao, postura, aves, medicina aviaria
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ABSTRACT

The Rose-ringed parakeets (Psittacula krameri) are native of Sub-Saharan Africa and
South Asia. They are considered monogamous. In Brazil the breeding season happens between
september and march (spring and summer). The aim of this study was evaluated hematological
and biochemical parameters of Rose-ringed parakeets during breeding season. Blood samples
were collected from 31 healthy adult birds (15 females e 16 males). Two collections were made,
one out breeding season (june) and other during breeding season (october). Significant differences
between groups were assessed using a paired t-test or the Wilcoxon Signed-Rank test. In the
general result (males + females) the parameters with significant difference between first and
second collection were: package cell volume (49,29+3,19 to 45,1915,53), metarubricytes (0.1+0.4
to 3.16+2.85) and policromatophils (4.39+1.31 to 6.45+2.45), MCV (165.26+18.1 to 155.87+18.46),
CMHC (26.55+1.82 to 28.26+1.41), white blood cells (3032.26+2073.30 to 4129.03+2261.89),
relative heterophil count (32.45+12.45 to 45.1£18.42), lymphocytes (52.26+14.37 to 35.06£17.13)
and monocytes (9.48+4.49 to 13.0616.97), absolute heterophil count (1056.45+998.04 to
1910.32+1482.47), monocytes (280.65+219.21 to 495.164+363.51), basophils (190.97+193.67 to
262.9+202.7) and heterophil:lymphocyte ratio (0.7520.53 to 1.97+1.65). In the biochemical
parameters, GGT (24.62+7.61 to 18.17+9.59), albumin (2.09+0.24 to 2.47+0.41), globulins
(1.85120.3 to 1.39+0.52), CK (1476.441691.49 to 1574.27+2777.75), LDH (624.64+330.94 to
317.28494.54), phosphorus (6.611+2 to 5.3712.07) and albumin:globulin ratio (1.16+£0.26 to
2.11+1.05). In blood smears evaluation were observed different stages of development of immature
erythrocyte, mainly in females, during breeding season. This is the first report of Rose-ringed

parakeets' hematological and biochemical parameters during breeding season.

Keywords: Ring-necked parakeet, parrot, breeding season, laying season, avian, avian medicine
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3.1 INTRODUGAO

Os Psittacula krameri (Periquitos-de-colar ou “Ring neck”) sdo gregarios (vivem em
bando), nativos da Africa Subsaariana e sul da Asia, sdo monogamicos e formam seus ninhos
principalmente em cavidades arboreas, mas também utilizam outras cavidades naturais e artificiais.
Em sua area nativa a estagao reprodutiva ocorre de janeiro a junho (ROCHA et al., 2020). No
Brasil o periodo reprodutivo ocorre de setembro a margo (primavera e verao) (GRESPAN & RASO,
2014). A corte dura alguns minutos e € seguida pela copula. A postura geralmente é de trés a
quatro ovos por fémea e a incubagao dura em torno de 21 a 24 dias, os filhotes deixam o ninho
apos seis a sete semanas da eclosdo (OSTROWSKI, BANASZEWSKA & BIESIADA-DRZAZGA,
2019). E importante ter conhecimento sobre suas particularidades, pois o sucesso da reproducao
em cativeiro depende de diversos fatores, como por exemplo, a formacgao de casais compativeis,
suplementacgao nutricional, escolha do ninho, condigGes sanitarias e ambientais adequadas sem
muita interferéncia humana (GRESPAN & RASO, 2014).

Os exames laboratoriais sdo uma ferramenta para auxiliar na identificacdo de doencas
dos diversos sistemas, como por exemplo, do trato digestorio, hepatico, respiratorio,
cardiovascular, hematopoiético, endécrino e podem ser utilizados na medicina preventiva (HARR,
2002; LIERZ, 2003; GRESPAN & RASO, 2014; RAIDAL, 2020). Através dos exames laboratoriais
€ possivel avaliar o estado de salde e as condigbes fisioldégicas dos animais, sendo um método
simples e pouco invasivo (VAZ et al., 2016a).

Ha relatos de que durante a produgado de ovos, passeriformes apresentam reducédo do
hematocrito, hemoglobina e do niumero total de eritrécitos (WAGNER, STABLES & WILLIAMS,
2008). Essas alteragdes podem ocorrer devido a hemodiluicdo, pelo aumento plasmatico de
vitelogenina e de lipoproteinas de baixa densidade, as quais sao transportadas pelo sangue até o
ovario para a formagao dos ovos (JOHNSON, 1999; WILLIAMS et al., 2004, CAMPBELL, 2012),
deste modo pode ocorrer apenas a diminuicdo do hematocrito e ndo necessariamente dos demais
parametros (MORTON, 1994; WAGNER, STABLES & WILLIAMS, 2008). Sugere-se tambem que
a diminuicdo do hematocrito reflete uma supressao transitéria da eritropoiese durante a produgao
dos ovos, pois a energia seria direcionada a atender as demandas metabolicas dos o6rgaos
reprodutivos (WAGNER, STABLES & WILLIAMS, 2008). Outra hipotese € que a presenca de
anemia pode ser resultado de um efeito pleiotrépico do estrogénio, que esta em niveis altos
durante a reproducao, inibindo a diferenciagao, proliferagdo e sobrevivéncia de precursores de
eritrécitos e leucocitos na medula ossea (WILLIAMS et al, 2004; WAGNER, STABLES &
WILLIAMS, 2008).

Nao ha relatos dessas alteragdes durante a estagéo reprodutiva em psitacideos e em P,
krameri. E importante verificar quais alteragdes hematoldgicas e bioquimicas acontecem, pois
assim pode-se tomar medidas necessarias para diminuir os efeitos indesejaveis da reprodugao

sobre a saude desses animais.
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Este estudo tem como objetivos comparar os perfis hematologicos e bioquimicos de

Psittacula krameri, machos e fémeas, na estacao reprodutiva e fora dele.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Animais

No presente estudo foram incluidas 31 saudaveis adultas, sendo 15 fémeas e 16 machos.
A idade das aves era de seis a onze anos, todas nascidas em cativeiro. As aves foram
consideradas saudaveis baseadas no historico de saulde, exame fisico normal e exames
coproparasitolégicos negativos. Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana (protocolo 030/2021).
As aves foram provenientes do Laboratério de Criacdo e Incubacao de Animais Alternativos,
Silvestres e Exéticos (LACRIAS), que fica situado na Fazenda Experimental Canguiri da
Universidade Federal do Parana em Pinhais, Parana, Brasil (25°23'13.4"S 49°07'34.2"W).

A alimentacao das aves foi composta por ragdo comercial (Bambito, Biotron, Rio Claro,
Sao Paulo, Brasil) a vontade, frutas e legumes trés vezes por semana e sementes duas vezes por
semana e agua a vontade. Os niveis de garantia do alimento comercial foram: matéria seca 90,5%,
proteina bruta 16,5%, extrato etéreo acido 12,8%, calcio 1,2%, fésforo 0,5%, energia bruta 4850
kcal’lkg (LACRIAS). Durante o ano do presente estudo as aves permaneceram em grandes
alojamentos/viveiros (3x3,5m? e 7x7m?) dentro de um galpédo fechado de alvenaria. No periodo
reprodutivo, de setembro a outubro, foi necessario alojar os casais em gaiolas, pois no viveiro as
aves apresentaram comportamentos agressivos pela disputa dos ninhos. As aves foram mantidas
aos pares em gaiolas de reprodugdo (80x50x45cm), com ninhos de madeira (22x22x38cm)
forrados com maravalha e com dois poleiros, e foi mantido um fotoperiodo de 15 horas controlado
com timer. Os casais foram escolhidos ao acaso. A alimentagcdo e manejo permaneceram 0s
mesmos durante o periodo de reproducao. As aves permaneceram nas gaiolas por 31 dias antes

da segunda coleta.

3.2.2 Amostras

Foram realizadas duas coletas de amostras de sangue. A primeira em junho de 2021 (antes
da estagao reprodutiva) e a segunda em outubro de 2021 (durante a estagdo reprodutiva/postura
de ovos). As coletas foram realizadas das mesmas aves nos dois periodos. Na primeira coleta as
aves estavam soltas no viveiro. A segunda coleta foi realizada apds as aves permanecerem aos
pares em gaiolas com ninhos pelo periodo de 31 dias. No momento da coleta as fémeas ja haviam
realizado a postura dos ovos, porém nenhum ovo havia eclodido.

A contengao das aves foi realizada de forma manual. A coleta foi realizada com a pungao

da veia jugular, utilizando seringas de 1mL heparinizadas com heparina sodica bovina (Heptar,
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Eurofarma, Itapevi, Sdo Paulo, Brasil) e agulhas de calibre 26G (0.45 x 13mm). Imediatamente
apos a coleta foram realizados os esfregagos sanguineos. As amostras foram armazenadas em
tubos tipo Eppendorff e mantidas refrigeradas.

As amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria da
Universidade Federal do Parana para a realizagdo das analises, as quais foram realizadas no

mesmo dia da coleta de sangue.

3.2.3 Exames hematoldgicos

As contagens de eritrocitos e leucocitos foram realizadas na camara de Neubauer, com
diluicdo prévia (1:100) de amostra de sangue, em corante azul de cresil brilhante (VAZ et al.,
2016a). A determinacdo do hematécrito foi realizada pelo método de microhematécrito, apos a
centrifugacdo do tubo microcapilar a 12.000rpm (rotagdo por minuto) durante cinco minutos, em
seguida foi realizada a mensuragao da proteina plasmatica total, com auxilio de refratdbmetro optico
com calibracdo de temperatura (Instrutherm, Freguesia do O, Sao Paulo, Brasil) (VAZ et al., 2016b).
A concentracao de hemoglobina foi mensurada de forma semi-automatica em espectofotébmetro
(BA-88A, Mindray, Cidade Mongbes, Sao Paulo, Brasil), pela técnica da cianometahemoglobina
(colorimétrico), apos a centrifugacao, utilizando kit comercial (Bioclin, Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil).

Os esfregacos sanguineos foram corados pelo método de May Griinwald Giemsa. Foi
realizada a leitura do esfregago sanguineo para determinacdo da contagem diferencial dos
leucécitos em 100 células, avaliagdo da morfologia dos eritrécitos e estimativa de policromatéfilos.
Os indices hematimétricos, volume corpuscular médio (VCM); concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) e hemoglobina corpuscular média (HCM), foram obtidos segundo as
formulas: VCM (fL)= hematdcrito / concentragdo de eritrocitos (x10%/uL); CHCM (g/dL)=
concentracdo de hemoglobina (g/dL) / hematocrito e HCM (pcg) = concentragao de hemoglobina
(g/dL) / concentracdo de eritrocitos (x108/uL).

O plasma foi obtido apos a centrifugacdo a 4.500rpm por cinco minutos. Os testes
bioquimicos realizados foram: albumina (método verde de bromocresol), aspartato
aminotransferase (AST) (meétodo cinético UV), calcio (método colorimétrico de ponto final),
colesterol total (método enzimatico colorimétrico COD-PAP), creatina quinase (CK) (método
cinetico UV), fosforo (método UV de ponto final), gama glutamiltransferase (GGT) (método SZASZ
Modificado IFCC), globulinas (calculo: proteina total — albumina), desidrogenase latica (LDH)
(método cinético UV), proteina total (método Biureto) e triglicérides (método enzimatico
colorimétrico). As analises bioquimicas foram realizadas de forma automatizada com equipamento
de espectrofotometria (BS-200, Mindray, Cidade Mong¢des, Sao Paulo, Brasil), utilizando kits

comerciais (Bioclin, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil).
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Os parametros de precursores de eritrocitos normais em aves foram utilizados segundo os

critérios de Schwartz et al., 2019 (Figura 1).

Figura 1 - Precursores eritréides em esfregago de aspirado de medula 6ssea de papagaios Amazdnia

hispaniola, coloragdo de Wright-Giemsa, aumento de 100x.
1 A

A: Rubroblasto. B: Prorrubrécito. C: Rubrécito basofilico. D: Rubrocito policromatofilico. E:
Metarrubrocito. F: Eritrécito policromatofilico. G: Eritrocito maduro. Fonte: Schwartz et al.,, 2019
(adaptado).

3.2.4 Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o R verséo 4.1.2 (The R Project for
Statistical Computing, 1090, Viena, Austria) (R CORE TEAM, 2020). As variaveis s&o
apresentadas como media e desvio padrado global e para cada grupo. A normalidade da diferenca
foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Diferencas significativas entre os grupos foram avaliadas
usando um teste t pareado quando a diferenca foi normalmente distribuida ou o teste de Wilcoxon
Signed-Rank quando as diferencas ndo foram normalmente distribuidas. Diferengas em todos os

testes analiticos foram consideradas significativas em valor de P < 0,05.

3.3 RESULTADOS

Na Tabela 1 estdo os valores dos parametros hematologicos e de bioquimica plasmatica
antes e durante a estagao reprodutiva/postura de todas as aves (machos e fémeas). Na Tabela 2
estdo apresentados os parametros hematolégicos e de bioquimica plasmatica antes da estagao
reprodutiva e durante a postura das fémeas, e a Tabela 3 os parametros hematologicos e
bioquimicos antes da estacao reprodutiva e na estagao reprodutiva dos machos. Os parametros
destacados em vermelho sdo os que apresentaram diferenca significativa entre as duas coletas.

No resultado geral (machos + fémeas) foram observadas diferencas significativas entre a
primeira coleta e a coleta da estagao reprodutiva/postura nos seguintes parametros hematolégicos:
hematocrito, nimero de metarrubrocitos e de policromatofilos, VCM, CHCM, nimero de leucécitos
totais, contagem relativa de heterofilos, linfécitos e monécitos, contagem absoluta de heterdfilos,
monocitos, basofilos e relagéo heterdfilo:linfocito (H:L). Nos parametros bioquimicos, observou-se

diferencas em GGT, albumina, globulina, CK, LDH, fosforo e a relagao albumina:globulina (A:G).
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Tabela 1 - Valores dos parametros hematologicos e de bioguimica plasmatica de fémeas e machos de
Psittacula krameri antes da estagdo reprodutiva e durante a estagdo reprodutiva/postura

Fora da estagéo Estagdo R o
R . eferéncia
reprodutiva reprodutiva/postura P-valor
N MEDIA + DP N MEDIA + DP Min Max
Eritrocitos (1 06/pL) 31 3,04 £0,36 31 2,96 +0,62 0,42 t 1,91 3,64
Hematdécrito (%) 31 49,29 £ 3,19 31 45,19 £ 5,53 0 w 41,19 53,98
Hemoglobina (g/dL) 31 13,07 £1,02 31 12,8 +1,82 0,83 w 7,9 16,1
Metarrubrécitos (/campo) 31 0,1+0,4 31 3,16 £2,85 0 w 0 0
Policromatéfilos (/campo) 31 4,39 +£1,31 31 6,45 £ 2,45 0 t 1 6
VCM (fL) 31 165,26 + 18,1 31 155,87 + 18,46 0,03 t 128,4 210,68
CHCM (g/dL) 31 26,55+ 1,82 31 28,26 £ 1,41 0 w 19 31,62
HCM (pcg) 31 43,84 +£5,81 31 43,97 £5,15 0,92 t 24,85 56,15
Prec. Eritrocitos (%) 31 0,42 £+ 0,81 31 4,23 +18,76 0,14 w 0 0
Leucacitos totais (103/pL) 31 3032,26 £+2073,38 31 4129,03 +£2261,89 0,03 t 1000 8000
Heterdfilos (%) 31 32,45 +12,45 31 45,1 +18,42 0 t 19,56 61,52
Bastonetes (%) 31 00 31 0,13+£0,34 0,07 w 0 0
Linfocitos (%) 31 52,26 + 14,37 31 35,06 £17,13 0 t 12,76 67,72
Eosindfilos (%) 31 00 31 0,06 £0,36 1 w 0 0
Monécitos (%) 31 9,48 £4,49 31 13,06 £6,97 0 t 1 20
Basofilos (%) 31 5,81 £ 3,27 31 6,58 £ 3,34 0,25 t 0 13,32
Heterofilos (1 03/pL) 31 1056,45 + 998,04 31 1910,32 £+ 1482,47 0 w 134 4678
Bastonetes (1 03/pL) 31 00 31 5,81+17,28 0,1 w 0 0
Linfocitos (1 03/pL) 31 1504,19 + 968,6 31 1453,55 +1168,3 0,83 t 368,75 3213,75
Eosindfilos (1 03/pL) 31 0+0 31 1,29+7,18 1 w 0 0
Monocitos (103/pL) 31 280,65 £ 219,21 31 495,16 + 363,51 0 w 33,75 1440
Basofilos (103/pL) 31 190,97 £ 193,67 31 262,9 £202,7 0,04 w 0 760
H:L 31 0,75 +0,53 31 1,97 £1,65 0 w 0,12 2,97
PPT (g/dL) 31 4,55 +0,62 31 4,7 +0,72 0,33 t 3,28 5,1
Albumina (g/dL) 29 2,09 0,24 31 2,47 £ 0,41 0 w 1,04 2,64
AST (U/L) 30 240,51 £ 274,79 31 239,28 £219,3 0,87 w 62,99 485,76
A:G 29 1,16 £ 0,26 31 2,11 +£1,05 0 w n/a n/a
Calcio (mg/dL) 29 9,7 £0,71 31 9,96 £2,37 0,45 w 6,79 10,18
CK (U/L) 31 1476,44 + 691,49 31 1574,27 £+ 2777,75 0,01 w 321 3279,51
Colesterol (mg/dL) 30 377,68 £ 123,44 31 378,87 £96,19 0,97 w 191,15 446,49
Fosforo (mg/dL) 29 6,612 31 5,37 £2,07 0,01 w 2,67 8,05
GGT (U/L) 30 24,62 +7,61 28 18,17 £9,59 0 w 7,2 29,37
Globulinas (g/dL) 29 1,85+0,3 31 1,39 £0,52 0 t 1,12 2,05
LDH (U/L) 30 624,64 £ 330,94 31 317,28 £ 94,54 0 w 213,78 768,6
Proteina total (g/dL) 31 3,97 £0,43 31 3,87 £ 0,64 0,42 t 2,7 4,2
Triglicerideos (mg/dL) 30 286,54 £ 224,31 30 291,2 + 407,57 0,21 w 41,1 502,02

VCM, volume corpuscular médio; CHCM, concentragdo de hemoglobina corpuscular média; HCM,
concentracdo de hemoglobina média, Prec.Eritrocitos, precursores de eritrécitos; H:L, relagdo
heterdfilo:linfocito; PPT, proteina plasmatica total; AST, Aspartato aminotransferase; A:G, relagédo
albumina:globulina; CK, creatina quinase; GGT, gama glutamiltransferase; LDH, desidrogenase latica;
DP, desvio padrdo; Min, minimo; Max, maximo. Os dados sdo apresentados como média + DP por
grupo. O valor-p representa o resultado do teste de diferenga entre os grupos. Diferentes sobrescritos
(t, w) s8o usados para indicar se foi utilizado o teste t ou Wilcoxon, de acordo com a normalidade da
diferenga. Os parametros que diferiram significativamente entre as coletas estdo destacados em
vermelho. Fonte: O autor (2022).
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Tabela 2 - Valores dos para@metros hematologicos e de bioguimica plasmatica de fémeas de Psittacula
krameri fora da estagao reprodutiva e durante a postura

Fora da esta'géo reprodutiva P'ostura P_valor Referéncia
N MEDIA + DP N MEDIA £ DP Min Max
Eritrocitos (106/pL) 15 3,06 +0,37 15 2,85 +0,69 0,26 t 1,91 3,64
Hematocrito (%) 15 48,73 £2,74 15 44 +5,88 0,02 w 41,19 53,98
Hemoglobina (g/dL) 15 13,29 £1 15 12,27 +1,99 0,056 t 7.9 16,1
Metarrubrécitos (fcampo) 15 0,07 £0,26 15 3,53 +3,09 0 w 0 0
Policromatéfilos (fcampo) 15 46+14 15 721278 0,01 t 1 6
VCM (fL) 15 165,13 £21,78 15 158,8 + 22,6 0,37 t 128,4 210,68
CHCM (g/dL) 15 27,27 £1,33 15 27,8 £1,37 0,22 t 19 31,62
HCM (pcg) 15 44,93 £6,17 15 44 +5,93 0,65 t 24,85 56,15
Prec.Eritrocitos (%) 15 0,33+0,82 15 8,07 +26,87 01 w 0 0
Leucocitos totais (103/pL) 15 3600 +2354,33 15 5133,33 +2474,63 0,09 t 1000 8000
Heterofilos (%) 15 37,47 £11,39 15 50,27 £ 18,5 0,02 t 19,56 61,52
Bastonetes (%) 15 00 15 0,13 £0,35 0,35 w 0 0
Linfocitos (%) 15 48,07 £+ 13,64 15 34,6 £16,41 0,01 t 12,76 67,72
Eosinoéfilos (%) 15 0 15 0 0 0
Monécitos (%) 15 8,4 4,69 15 9,27 £5,95 0,59 t 1 20
Basofilos (%) 15 6,07 +3,43 15 5,73 12,34 0,63 t 0 13,32
Heterofilos (103/pL) 15 1388 +1161,88 15 2520,67 £+1712,52 0,06 t 134 4678
Bastonetes (103/pL) 15 00 15 8 +21,45 0,37 w 0 0
Linfocitos (103/pL) 15 1680 + 1062,46 15 1834 £1309,74 0,65 t 368,75 3213,75
Eosinéfilos (103/pL) 15 0 15 0 0 0
Monécitos (103/pL) 15 293,33 £227,11 15 481,33 £434,21 0,1 t 33,75 1440
Basofilos (103/pL) 15 238,67 +222,51 15 289,33 £ 199,09 0,48 t 0 760
H:L 15 0,9 £ 0,51 15 2,12 +£1,62 0,01 t 0,12 2,97
PPT (g/dL) 15 4,28 £0,41 15 4,89 £0,77 0,01 t 3,28 5,1
Albumina (g/dL) 14 2,04 £0,26 15 2,39 £0,37 0 t 1,04 2,64
AST (U/L) 14 224,34 +203,46 15 181,24 £161,5 05 w 6299 485,76
AG 14 1,16 £0,34 15 1,71 20,86 0,04 w n/a n/a
Calcio (mg/dL) 14 9,66 0,69 15 11,07 £ 2,96 0,25 w 6,79 10,18
CK (U/L) 15 1610,61 £ 623,15 15 612,41 £182,42 0 t 321 3279,51
Colesterol (mg/dL) 14 331,37 £66,81 15 385,17 £116,95 0,175 t 191,15 446,49
Fésforo (mg/dL) 14 6,561+1,52 15 5,81 +1,43 0,28 t 2,67 8,05
GGT (U/L) 14 26,26 £8,79 13 21,52 +12,92 0,22 t 7,2 29,37
Globulinas (g/dL) 14 1,83+0,35 15 1,61 10,53 0,36 t 1,12 2,05
LDH (U/L) 14 564,54 £ 304,05 15 311,91 +£99,74 0,01 t 213,78 768,6
Proteina total (g/dL) 15 3,92+0,45 15 4,01+0,62 0,64 t 2,7 4,2
Triglicerideos (mg/dL) 14 218,41 +90,23 15 407,65 +557,41 0,71 w 41,1 502,02

VCM, volume corpuscular médio; CHCM, concentragdo de hemoglobina corpuscular média; HCM,
concentracdo de hemoglobina meédia, Prec.Eritrocitos, precursores de eritrécitos; H:L, relagdo
heterdfilo:linfocito; PPT, proteina plasmatica total; AST, Aspartato aminotransferase; A:G, relagdo
albumina:globulina; CK, creatina quinase; GGT, gama glutamiltransferase; LDH, desidrogenase latica;
DP, desvio padrdo; Min, minimo; Max, maximo. Os dados sdo apresentados como média + DP por
grupo. O valor-p representa o resultado do teste de diferenga entre os grupos. Diferentes sobrescritos
(t, w) s8o usados para indicar se foi utilizado o teste t ou Wilcoxon, de acordo com a normalidade da
diferenga. Os parametros que diferiram significativamente entre as coletas estdo destacados em
vermelho. Fonte: O autor (2022).
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Tabela 3 - Valores dos parametros hematolégicos e de bioquimica plasmatica de machos de
Psittacula krameri fora da estagao reprodutiva e durante a estagdo reprodutiva

Fora da esta’géo reprodutiva Estagéo’ reprodutiva P_valor Referéncia
N MEDIA + DP N MEDIA + DP Min Max
Eritrécitos (108/pL) 16 3,04 £0,37 16 3,06 £0,54 0,85 t 1,91 3,64
Hematocrito (%) 16 49,81 £ 3,56 16 46,31 £5,12 0,01 w 41,19 53,98
Hemoglobina (g/dL) 16 12,87 £1,03 16 13,29 £ 1,54 0,13 w 7,9 16,1
Metarrubrocitos (/campo) 16 0,12+0,5 16 2,81 £2,66 0 w 0 0
Policromatofilos (/fcampo) 16 4,19 +£1,22 16 5,75 £1,91 0,02 t 1 6
VCM (fL) 16 165,38 £ 14,58 16 153,12 £13,71 0,02 t 128,4 210,68
CHCM (g/dL) 16 25,88 £2 16 28,69 £1,35 0 t 19 31,62
HCM (pcg) 16 42,81 +£5,46 16 43,94 £4,49 0,55 w 24,85 56,15
Prec. Eritrocitos (%) 16 0,5+0,82 16 0,62 £1,09 0,79 w 0 0
Leucdcitos totais (10%/uL) 16 2500 £1673,32 16 3187,5+1600,78 0,19 t 1000 8000
Heterofilos (%) 16 27,75 £11,85 16 40,25 £17,53 0,01 t 19,56 61,52
Bastonetes (%) 16 00 16 0,12 £0,34 0,35 w 0 0
Linfocitos (%) 16 56,19 £ 14,33 16 35,5 + 18,31 0 t 12,76 67,72
Eosinofilos (%) 16 00 16 0,12+0,5 1 w 0 0
Monécitos (%) 16 10,5 £4,18 16 16,62 + 6,01 0 t 0 26,84
Basofilos (%) 16 5,56 +3,2 16 7,38 £3,98 0,11 t 0 13,32
Heterdfilos (103/pL) 16 745,62 £ 720,56 16 1338,12 £967,71 0,01 t 134 4678
Bastonetes (103/pL) 16 00 16 3,75+£12,58 0,37 w 0 0
Linfécitos (10°/uL) 16 1339,38 £873,44 16 1096,88+921,06 045 t 368,75 3213,75
Eosinofilos (10%/uL) 16 00 16 2510 1 w 0 0
Mondcitos (10%/uL) 16 268,75 £ 218,29 16 508,12 £296,54 0,01 w 33,75 1440
Basofilos (103/pL) 16 146,25 £ 156,2 16 238,12 £209,36 0,04 w 0 760
H:L 16 0,61 £0,52 16 1,83 +£1,73 0 w 012 2,97
PPT (g/dL) 16 4,8 £0,69 16 4,53 +0,64 0,15 t 3,28 5,1
Albumina (g/dL) 15 2,14 £ 0,21 16 2,55 +0,44 0,01 w 1,04 2,64
AST (U/L) 16 254,67 £ 331,14 16  293,7 £ 255,56 0,5 w 62,99 485,76
A:G 15 1,16 £ 0,15 16 2,49 +£11 0 w n/a n/a
Calcio (mg/dL) 15 9,73 £0,75 16 8,92 £0,82 0,02 t 6,79 10,18
CK (U/L) 16 1350,65 £ 747,67 16 2476,02 £3688,93 0,74 w 321 3279,51
Colesterol (mg/dL) 16 418,2 £ 147,78 16 372,96 £75,25 0,18 w 191,15 446,49
Fosforo (mg/dL) 15 6,69 £2,42 16 4,96 +2,52 0,01 w 2,67 8,05
GGT (U/L) 16 23,18 £6,34 15 15,27 £ 3,83 0 t 7,2 28787
Globulinas (g/dL) 15 1,87 £0,26 16 1,19 £0,42 0 t 1,12 2,05
LDH (U/L) 16 677,22 £ 353,97 16 322,32 +£92,39 0 t 213,78 768,6
Proteina total (g/dL) 16 4,03 £ 0,41 16 3,74 £0,65 0,13 t 2,7 4,2
Triglicerideos (mg/dL) 16 346,15 + 286,53 15 174,75 +£65,76 0,03 w 411 502,02

VCM, volume corpuscular medio; CHCM, concentragdo de hemoglobina corpuscular média; HCM,
concentracdo de hemoglobina média, Prec.Eritrécitos, precursores de eritrocitos; H:L, relagao
heterdfilo:linfécito; PPT, proteina plasmatica total; AST, Aspartato aminotransferase; A:G, relagéo
albumina:globulina; CK, creatina quinase; GGT, gama glutamiltransferase; LDH, desidrogenase
latica; DP, desvio padrao; Min, minimo; Max, maximo. Os dados sao apresentados como média
DP por grupo. O valor-p representa o resultado do teste de diferenca entre os grupos. Diferentes
sobrescritos (t, w) sdo usados para indicar se foi utilizado o teste t ou Wilcoxon, de acordo com a
normalidade da diferenca. Os parametros que diferiram significativamente entre as coletas estao
destacados em vermelho. Fonte: O autor (2022).

Na avaliacdo do esfregaco sanguineo foram observadas alteragbes como policromasia
(Figura 2), presenca de metarrubrocitos (figura 3), alteragGes nucleares (pleomorfismo) em
precursores de eritrocitos (figura 4), células precursoras de eritrécitos em diferentes estagios de
desenvolvimento (Figura 5 e 6) e figuras de mitose (figura 7), com maior frequéncia na época de
postura. Algumas células precursoras possuiam citoplasma alongado com leve a moderada

basofilia citoplasmatica e cromatina nuclear mais frouxa (figura 5), outras com citoplasma
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intensamente basofilico, mais arredondadas e cromatina nuclear condensada (figura 6). Durante
a estacao reprodutiva/postura a presencga de policromasia e metarrubrocitos foi constatada em
todas as aves (machos e fémeas). A presencga de pleomorfismo nuclear e figuras de mitose foram
encontrados em algumas fémeas, porém nao em todas. As celulas precursoras de eritrocitos em
diferentes estagios de desenvolvimento tiveram presenca marcante principalmente nas fémeas

durante a postura.

Figura 2 - Presenca de policromatdfilos (seta preta) em esfregago sanguineo de Psittacula krameri
durante a estac&o reprodutiva, coloragédo de May Griinwald Giemsa, aumento de 100x.
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Fonte: O autor (2022).
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Figura 3 - Metarrubrocito (seta preta fina), monocito (seta vermelha) e linfocito (seta preta larga) em
esfregaco sanguineo de Psittacula krameri durante a estagdo reprodutiva, coloragédo de May
Grinwald Giemsa, aumento de 100x.
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Fonte: O autor (2022).

Figura 4- Presenga de pleomorfismo nuclear de policromatofilos (seta preta) em esfregago sanguineo
de Psittacula krameri durante a estacéo reprodutiva, coloragdo de May Grinwald Giemsa, aumento

de 100x.
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Fonte: O autor (2022).



49

Figura 5 - Eritrocitos imaturos em diferentes estagios de desenvolvimento (setas vermelhas),
encontradas em esfregaco sanguineo de Psittacula krameri durante a estagdo reprodutiva, coloragao
de May Griinwald Giemsa, aumento de 100x.
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Fonte: O autor (2022).

Figura 6 - Células precursoras de eritrocitos com intensa basofilia citoplasmatica (seta vermelha) em
esfregaco sanguineo de Psittacula krameri durante a estagdo reprodutiva, coloragdo de May
Grinwald Giemsa, aumento de 100x.

Fonte: O autor (2022).
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Figura 6 - Figura de mitose (seta vermelha) encontrada em esfregaco sanguineo de Psittacula
krameri durante a estag&o reprodutiva, coloragdo de May Griinwald Giemsa, aumento de 100x.
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Fonte: O autor (2022).

3.4 DISCUSSAO

No presente estudo os valores de hematdcrito diminuiram durante a postura, nas fémeas
e nos machos. QOutros estudos relataram a diminuicdo do hematdécrito durante a postura de ovos
em fémeas da espécie Taeniopygia guttata (Mandarim) (WAGNER, STABLES & WILLIAMS, 2008),
Sturnus vulgaris linnaeu (Estorninhos europeus) (WILLIAMS et al., 2004), Quelea quelea (Tecelao-
de-bico-vermelho) (JONES, 1983), Zonotrichia leucophrys oriantha (Pardal-de-cara-branca-da-
montanha) (MORTON, 1994), Phasianus colchicus (Faisdo-comum) (HRABCAKOVA et al., 2014;
SCHUMANN et al., 2014) e Columba livia (Pombo doméstico) (GAYATHRI & HEGDE, 2006).

Foram propostos mecanismos para explicar a diminuicdo do hematécrito durante a
producgao de ovos. Um efeito indireto da produgao hepatica de precursores de gema dependente
de estrogénio e mobilizagao de ions de calcio explicariam a diminuicdo do hematdcrito (WAGNER,
STABLES & WILLIAMS, 2008). Durante a produgado de ovos, compostos osmoticamente ativos
sao transportados no sangue em grandes concentragdes, podendo assim estimular um aumento
no volume plasmatico devido ao movimento osmotico de agua nos espacos extracelulares para o
sangue afim de manter a osmolaridade ou viscosidade plasmatica em um nivel constante,

diminuindo assim o hematécrito, mas nao o numero total de células (MORTON, 1994; WILLIAMS
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et al., 2004; WAGNER, STABLES & WILLIAMS, 2008). Essa hemodiluicdo ocorre devido ao
aumento plasmatico de vitelogenina e lipoproteinas de baixa densidade (VLDL), os quais sao
transportados pelo sangue até o ovario (JOHNSON, 1999; WILLIAMNS et al., 2004; CAMPBELL,
2012). Sugere-se ainda que a diminuicdo do hematocrito refletiria uma supressao transitoria da
eritropoiese durante a producdo de ovos, direcionando assim a energia para atender as demandas
metabolicas dos 6rgaos reprodutivos, ou ainda, que os fatores essenciais necessarios para a
eritropoiese seriam preferencialmente destinados para a producdo dos componentes do ovo
(WAGNER, STABLES & WILLIAMS, 2008). Acredita-se também o estresse da postura dos ovos
possa contribuir para essa diminuigdo do hematoécrito (GAYATHRI & HEGDE, 2006).

No presente estudo ndo houve presenga de anemia. Mas nos estudos com Taeniopygia
guttata (WAGNER, STABLES & WILLIAMS, 2008) e Phasianus colchicus (HRABCAKOVA et al.,
2014; SCHUMANN et al., 2014) foi relatado diminuicdo da concentragdo de eritrocitos e
hemoglobina. A presenca de anemia pode resultar de um efeito pleiotropico direto e negativo do
estrogénio, o qual esta presente em altos niveis durante a produgao de ovos e desempenha papel
importante nas fungdes reprodutivas. O estrogénio inibe a diferenciagdo, proliferagcdo e
sobrevivéncia de precursores de eritrocitos e leucécitos na medula 6ssea (WILLIAMS et al., 2004;
WAGNER, STABLES & WILLIAMS, 2008).

Os precursores eritroides foram observados no sangue periférico das fémeas e dos
machos, sendo em maior nimero durante a postura nas fémeas. Os eritrocitos maduros sao
elipticos e possuem citoplasma laranja-rosa claro e nucleo condensado de cor roxa, quando
utilizadas coloragbes de Romanowski ou de Wright (CAPITELLI & CROSTA, 2013; MITCHELL &
JOHNS, 2008), ja os eritrocitos imaturos sédo arredondados e com citoplasma basofilico, o nucleo
€ redondo e a cromatina nuclear € mais frouxa (MITCHELL & JOHNS, 2008).

Foram observados também a presenca de células precursoras de eritrocitos em diferentes
estagios de desenvolvimento, figuras de mitose e pleomorfismo nuclear em policromatéfilos. A
presenca de policromasia e recitulocitose e aumento de eritrocitos imaturos no sangue periférico
indicam eritropoiese ativa (CAPITELLI & CROSTA, 2013). A reticulocitose e policromatofilia
identificadas em nosso estudo podem ter ocorrido devido aos efeitos estimuladores da
eritropoietina em resposta a hipdxia tecidual devido a diminuicdo do hematécrito (JONES, 2015;
WAGNER, STABLES & WILLIAMS, 2008). Wagner, Stables & Williams (2008), também
observaram reticulocitose em seu estudo realizado com Taeniopygia guttata (Mandarim).

A eritropoietina é produzida nos rins, e estimula a eritropoiese em resposta ao nivel de
oxigénio do sangue, niveis de horménios corticais, estrogenos e androgenos (CAPITELLI &
CROSTA, 2013). Apesar de ocorrer um declinio nos valores do hematécrito nas aves do presente
estudo, ndo foi verificado a ocorréncia de anemia.

Essas alteragcbes encontradas sugerem que a estimulagao do tecido hematopoiético apds
um insulto andxico ou de toxicidade pode ser decorrente da agdo dos hormdnios reprodutivos
(CAPITELLI & CROSTA, 2013). As celulas precursoras encontradas variavam de tamanho e
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formato, algumas mais alongadas, outras mais redondas e algumas com formato irregulares, o
nucleo tambéem apresentou variagfes (figura 3). Essas alteragbes sao sugestivas de maturagao
assincrona associada a eritropoiese acelerada (JONES, 2015).

Durante a postura ocorreu aumento da porcentagem de heterdéfilos e consequentemente a
diminui¢do dos linfocitos em ambos os sexos, ocasionando um aumento da proporgao H:L. A
relacdo H:L € um indicador fisioldgico de resposta ao estresse (LENTFER et al., 2015). Nos
machos ocorreu também aumento do numero de monécitos e basdfilos. Essas alteragbes ocorrem
devido ao estresse, que pode ter ocorrido em consequéncia a reproducao, devido a liberagao de
glicocorticoides (ROZEMPOLSKA-RUCIHSKA, 2020; VAZ et al., 2016a; JONES 2015). Ha relatos
de aumento do numero de mondcitos e basdfilos em decorréncia do estresse (ROZEMPOLSKA-
RUCIHSKA, 2020; MAXWELL et al., 1990). Outro fator que pode ter causado estresse nas aves
foi a alteracdo dos recintos, pois na primeira coleta as aves estavam alojadas no viveiro e na
segunda coleta elas estavam nas gaiolas de reproducao.

No perfil bioquimico, os parametros observados nos dois periodos estavam dentro dos
valores normais de referéncia a espécie (segundo os dados obtidos no CAPITULO 1), exceto o
calcio que ficou um pouco acima do valor de referéncia nas fémeas, durante a postura.

A proteina plasmatica total € utilizada para estimar o estado de saude e nutricional de aves
silvestres, pois a proteina total € considerada um indicador de estado nutricional. Valores
diminuidos de proteina total podem indicar uma doencga crénica, fome ou estresse (MASELLO &
QUILLFELDT, 2004).

No presente estudo observou-se 0 aumento da concentragao de albumina plasmatica nas
fémeas durante a postura. Durante a produgcdo de ovos, podem ocorrer alteragcbes nas
concentragfes de proteinas totais (albumina e globulinas), pois essas proteinas sao precursoras
da gema (vitelogenina e lipoproteinas) (SCHMIDT et al., 2007; LUMEIJ, 2008). Isso se deve a
vitelogénese (GAYATHRI & HEGDE, 2006). Essas proteinas sao produzidas no figado e
transportadas no sangue até os ovarios. Nos machos o aumento da albumina pode ter ocorrido
por desidratagcdo (CAMPBELL, 2012). A relagdo A:G aumentou significativamente devido ao
aumento da albumina em ambos o0s casos.

Nas aves, até um terco do calcio circulante esta ligado as proteinas. Portanto, a
concentragdo de calcio total varia de acordo com a concentracao plasmatica de proteinas (LUMEIJ,
2008). No presente estudo, nos machos, ocorreu uma diminuigado do calcio na estacéo reprodutiva.
Foi constatado a diminuicdo das globulinas também, o que pode ter levado a diminuicdo da
circulagdo do calcio. Nas fémeas verificou-se aumento da albumina e calcio durante a postura,
porém apesar das concentragdes de calcio plasmatico ter elevado entre a coleta fora da postura
e na postura, esse aumento nao foi significativo. Provavelmente ocorreu um aumento significativo
de calcio nas fémeas nos dias que antecederam a ovulagdo, mas no momento da coleta os valores

ja estavam normalizados.
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O fosforo plasmatico nos machos apresentou diminuicdo significativa no periodo da
estacao reprodutiva. A diminuigdo do fosforo pode estar associada a deficiéncia dietética de calcio
e vitamina D3, ma absorgao e fome (CAMPBELL, 2012). Uma hipotese que foi levantada para a
diminuicao das globulinas, calcio e fosforo nos machos na estagao reprodutiva, seria porque as
fémeas demandam de maior aporte energético para a formacgéo e postura dos ovos, assim elas
podem ter ingerido uma quantidade maior de alimento, privando os machos da ingestéo adequada
de nutrientes. Porém nao foram avaliados neste estudo a quantidade de alimento ingerido por
cada animal.

No perfil muscular foram avaliados a CK e AST. A enzima CK é musculo especifica,
utilizada para avaliar danos musculares (SCHMIDT et al., 2007). Nas fémeas do presente estudo
houve diminuigao significativa nos valores da CK durante a postura, porque na primeira coleta as
aves encontravam-se soltas no viveiro, e na coleta da postura elas estavam presas nas gaiolas, o
que contribuiu para uma captura mais rapida e mais tranquila. Os valores da AST nao
apresentaram grandes variagdes.

No perfil hepatico foram avaliadas as enzimas GGT, AST e LDH. Nas fémeas a AST teve
uma leve diminuicdo durante a época de postura, mas nao foi significativa. A GGT apresentou
diminuigao significativa na estagéo reprodutiva nos machos e a LDH diminui significativamente na
estacdo reprodutiva nos machos e nas fémeas. Poréem os valores encontrados permaneceram
dentro do intervalo de referéncia para a espécie.

No presente estudo os valores de triglicerideos nos machos diminuiu significativamente na
estacdo reprodutiva. Os triglicerideos s&o indicadores de estado de saulde e reserva de gordura.
Niveis mais altos de triglicerideos plasmatico podem indicar um estado nutricional de reabsorgéao,
onde a gordura é depositada no tecido adiposo e niveis diminuidos sao indicativos de um estado
de jejum (MASELLO & QUILLFELDT, 2004). Em um estudo realizado com Cyanoliseus patagonus
(Papagaio-da-patagénia) ocorreu diminuicdo dos niveis plasmaticos de triglicerideos nos machos
adultos, o qual foi relacionado ao esforco reprodutivo (MASELLO & QUILLFELDT, 2004).

3.5 CONCLUSAO

Os resultados do estudo fornecem os primeiros dados sobre hematologia e bioquimica
de Psittacula krameri durante a estacao reprodutiva e postura de ovos. Apesar da mudanga de
alguns fatores ambientais e de manejo entre as coletas, os resultados encontrados indicam que
ocorre influéncia do periodo reprodutivo nos parametros hematologicos e bioquimicos de
Psittacula krameri. E importante considerar o status reprodutivo nas avaliacdes hematoldgica e

bioquimica dessas aves.
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ANEXO 1 - CERTIFICADO DE APROVAGAO NO COMITE DE ETICA

m UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
S SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS
UFPR COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que o protocolo mimero 0302021, referente 20 projeto de pesquisa “Valores hematologicos e
bioquimicos de periquito-de-colar (Psittacula krameri) saundaveis adultos ma época de reproducio e
alteracoes hematologicas na estacio reprodutiva”, sob 2 responsabilidade de Rosangela Locatelli Dittrich —
que envolve a produgso, mamutencio e/ou wilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de Outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julbo de 2009, e com as normas editadas pelo
MM&M&WM(MA)J&WMWDE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DO SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PARANA - BRASIL. com grau 2 de imvasividade em 07/06/2021.

Fnalidade Pesquisa

| Vigencia da sutonzacao Junho 2021 ate Feversiro2022

Espécie/Linhagem Periquito-de-colar (Prittacula krameri) - ave

Nimnero de animais 58

Peso/Idade 100 £-250 g/adultos

Sexo Macho e femea

Ongem m&mehﬂhm&m}\m“ Silvestres e
Exoticos da Brasil

*A autorzacio pan micio da pesquisa 56 torza vabhda a partir da data de enussdo deste cartficado.

CERTIFICATE
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maintenance and'or utilization of animals from Chordata phylum, Vertebrata subphyhm (except Humans), for
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o° 6.899, of 15 July 2009, and with the edited rules from Conselho Nacional de Controle da Experimentacio
Ammal (CONCEA), and it was approved by the ANIMAL USE ETHICS COMMITTEE OF THE
AGRICULTURAL SCIENCES CAMPUS OF THE UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA (Federal

University of Parana, Brazil), with degree 2 of invasiveness, on June 7%, 2021.
Research

Purpose
Validity June2021 until February/2022
Specie/Line Ring neck (Psittacula krameri) - bird
| Number of animals 58
| Weight/Aze 0.22 Ib to 0.55 Ib/adults
Sex Male and female
Ongin med&uﬁquhmbﬁmofmmﬁ\gwmmm
of UFPR, Pinhais, Parana, Brazl.
*The authorization 1o start the research becomes valid from the date of issus of this cartificate.
(hrmh,(ﬂde;mhodgMI
V7 aﬁ 2770
Maity
Coordenadora

CEUA/AG/UFFR

56



57

ANEXO 2 — TABELA COMPARATIVA COM OS PARAMETROS HEMATOLOGICOS
E BIOQUIMICOS DE Psittacula krameri DO PRESENTE ESTUDO E DEMAIS

AUTORES
Pinto et al., 2022 Nazifi & Vesal, 2003' Mehmood et al., 20032 Enam etal.,2018°  Williams et al., 2012*
N MEDIA + DP N MEDIA + DP N MEDIA + DP N MEDIA + DP N Intervalo de referéncia

Eritrécitos (106/uL) 56 277 £0,44 16 4,68 +0,68 n/a n/a n/a
Hematécrito (%) 56 47,58 + 3,26 16 48,24 +1,24 n/a n/a n/a
Hemoglobina (g/dL} 54 10,84 + 1,89 16 16,53 £+ 0,53 20 13,20 £ 0,83 n/a n/a
Policromatéfilos {{campo) 55 3,72+1,42 nf/a n/a n/a n/a
VCM (fL) 54 169,53 + 20,99 16 103,51 £ 19,17 n/a n/a n/a
CHCM (g/dL) 54 23,01 +£3,35 16 34,29 +4,56 n/a n/a n/a
HCM (pcg) 56 39,92 +£8,58 16 35,44 +6,98 n/a n/a n/a
Leucdcitos totais (103/uL) 56 3875 +1038,82 16 4,02 +0,88 n/a n/a n/a
Heteroéfilos (%) 54 40,53 +10,70 16 38,18 £ 7,91 n/a n/a n/a
Bastonetes (%) 58 0 16 n/a n/a n/a n/a
Linfécitos (%) 54 40,24 +14,02 16 58,43 +7,78 n/a n/a n/a
Eosinéfilos (%) 56 0 16 0,43+0,34 n/a n/a n/a
Monécitos (%) 55 10,83 +7,13 16 2,63 +0,55 n/a n/a n/a
Basoéfilos (%) 56 6,16 + 3,65 16 0,32 +0,36 n/a n/a n/a
Heteréfilos (1 03/uL) 57 1637,36 £ 1094,0 nf/a n/a n/a n/a
Bastonetes (103/uL) 58 0 nf/a n/a n/a n/a
Linfocitos (10%/uL) 54 1637,36 £ 1094,0 nf/a n/a n/a n/a
Eosinéfilos (1 03/uL) 58 0 nf/a n/a n/a n/a
Monécitos (1 03/uL) 54 417,40 £+ 373,08 nf/a n/a n/a n/a
Baséfilos (103/uL) 55 230,63 £ 190,97 nf/a n/a n/a n/a
H:L 56 1,13+£0,72 n/a n/a n/a n/a
PPT (g/dL) 55 4,18 £0,46 nf/a n/a n/a n/a
Acido urico 56 7,54 £4.21 n/a n/a n/a n/a
Albumina (g/dL}) 56 1,84 +0,40 n/a n/a 20 3,85+0,11 n/a

AST (U/L) 56 213,90 £ 114,82 n/a n/a n/a 30 182-282
Calcio (mg/dL} 54 8,48 +0,86 n/a n/a 20 2,52 +0,04 n/a
CK (U/L) 54 1255,34 + 776,46 n/a n/a n/a 30 3-5

Colesterol (mg/dL}) 56 318,81 £65,13 nf/a n/a n/a 15 307-367
Fésforo (mg/dL}) 56 536 +£1,37 n/a n/a 20 1,05 +0,03 n/a
GGT (U/L) 35 18,28 + 5,65 n/a n/a n/a 30 3-5
Globulinas (g/dL} 55 1,58 +0,23 n/a n/a 20 2,89 £0,05 n/a

LDH (U/L) 54 424,84 +141,79 n/a n/a n/a 30 73-103
Proteina total (g/dL} 57 3,38 £0,41 n/a n/a 20 6,73+0,12 n/a
Triglicerideos (mg/dL}) 55 207,74 +122,71 n/a n/a n/a n/a

VCM, volume corpuscular médio; CHCM, concentragdo de hemoglobina corpuscular média; HCM,
concentragdo de hemoglobina média; H:L, relagdo heterdfilo:linfocito; PPT, proteina plasmatica total;
AST, Aspartato aminotransferase; A:G, relagdo albumina:globulina; CK, creatina quinase; GGT, gama

glutamiltransferase; LDH, desidrogenase latica; n/a, ndo avaliado. (1) Aves adultas aparentemente

saudaveis, 10 machos e 6 fémeas. N&o ha dados sobre manejo. Shiraz, Iran. (2) 10 machos e 10

fémeas. Nao ha dados sobre idade, estado de saude e manejo. Faisalabad, Paquist&o. (3) Aves
selvagens de vida livre, aparentemente saudaveis. Zaria, Nigéria. (4) Psittacula krameri manillensis.
Aves clinicamente saudaveis, de cativeiro, sexo desconhecido. Dieta: sementes comerciais, frutas e

sementes de milho.
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