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Avaliagao hepatica em macgarico-rasteirinho (Calidris pusilla, Linnaeus, 1766)

durante o periodo de invernada no Nordeste brasileiro

RESUMO GERAL - As aves migratorias sofrem grandes exigéncias fisicas e
energéticas, havendo a utilizagdo massiva das reservas energéticas corporais. As
longas distancias percorridas podem levar as aves migratérias a desidratacéo e ao
esgotamento das reservas de gorduras. Além disso, € comumente observada a
reducdo do peso corporal, da musculatura, da gordura peritoneal e de diversos
orgaos. Alguns estudos ja constataram que o figado e intestino também sofrem
variagcao de peso. O figado € um importante érgao para a avaliagao do estado geral
das aves migratérias, fornecendo informacgdes valiosas sobre o seu estado fisiologico,
uma vez que possui fungdes importantes como o metabolismo de substancias,
armazenamento de glicogénio, desintoxicagao e sintese de proteinas, carboidratos e
lipideos. Objetivou-se com este estudo verificar se ha diferencas significativas na
avaliacdo do figado do magarico-rasteirinho (Calidris pusilla) em aves recém-
chegadas no sitio de invernada e de aves no meio do periodo de invernada no
Nordeste brasileiro, enfatizando a avaliagdo dos parametros bioquimicos da funcao
hepatica, a avaliagdo da composigao do figado, avaliagdo da deposi¢cao de glicogénio
hepatico e a analise histopatologica do tecido hepatico. Os dados revelaram que ha
diferencgas significativas na composicao, na deposi¢ao de glicogénio e nos achados
histopatolégicos do figado, bem como nos valores médios de albumina sérica entre
as aves recém-chegadas e as aves no meio do periodo de invernada. A maioria dos
achados foram benéficos e mostraram que os sitios de invernada sao areas
importantes de conservagao da espécie. Além disso, foi constatado a negatividade
para Pasteurella spp., Mycobacterium spp. € Salmonella spp. como agentes
causadores de granulomas hepaticos observados nas aves durante os dois periodos
analisados. Vale ressaltar que este é o primeiro estudo de avaliagdo hepatica em
Calidris pusilla em sitios de invernada no Nordeste brasileiro e espera-se que estes
resultados sirvam como subsidios para a realizacao de estudos futuros relacionados
a fisiopatologia e investigacdo de potenciais agentes etioldégicos causadores das

lesdes hepaticas observadas.

Palavras-chave: Aves marinhas, bioquimica, histopatologia, figado, granuloma.



Liver evaluation in Semipalmated Sandpiper (Calidris pusilla, Linnaeus, 1766)

during the wintering period in Northeast Brazil

ABSTRACT - Migratory birds suffer great physical and energy requirements, with the
massive use of body energy reserves. Long distances can take migratory birds to
dehydration and depletion of fat reserves. Furthermore, it is commonly observed
decrease in weight of body, musculature, peritoneal fat and various organs. Some
studies have found that liver and intestine also suffer from weight variation. Liver is an
important organ for the assessment of the general state of migratory birds, providing
valuable information about their physiological state, as it has important functions like
metabolism of substances, glycogen storage, detoxification and synthesis of proteins,
carbohydrates and lipids. The aim of this study was to determine whether there are
significant differences in the assessment of Semipalmated Sandpiper (Calidris pusilla)
liver in newly arrived birds in wintering site and birds in the middle of the wintering
period in Northeast Brazil, emphasizing the evaluation of parameters of biochemical
liver function, evaluation of liver composition, evaluation of deposition of hepatic
glycogen and histopathologic analysis of liver tissue. The data revealed that there are
significant differences in the liver composition, liver deposition of glycogen and liver
histopathology findings, as well as the average values of serum albumin between the
newly arrived birds and birds among the wintering period. Most of the findings were
beneficial and showed that wintering sites are important areas for conservation of the
species. Also, the negativity was found to Pasteurella spp., Mycobacterium spp. and
Salmonella spp. as agents of hepatic granulomas observed in birds during the two
periods analyzed. It is noteworthy that this is the first liver evaluation study in Calidris
pusilla in wintering sites in Northeastern Brazil and it is expected that these results
serve as subsidies for future studies related to the pathophysiology and investigation

of potential etiological agents of liver injury observed.

Keywords: Shorebirds, biochemistry, histopathology, liver, granuloma.



CONSIDERAGOES GERAIS

No mundo existem cerca de 10.000 espécies de aves (Birdlife International,
2015), sendo encontradas atualmente 1.901 destas espécies no Brasil (CBRO, 2014).
Algumas dessas espécies apresentam comportamento migratério, o que pode
favorecer a disseminacao de patdgenos em longas distancias, colocando em risco as
populagdes de outras espécies de aves de vida livre ou cativeiro, mamiferos e até
humanos (TAKEKAWA et al., 2010).

Entre as espécies de aves migratdrias encontradas no Brasil, destaca-se a
ordem dos Charadriiformes, que é formada por trés subordens: Charadrii, Larii e
Scolopacidae (THOMAS; WILLS; SZEKELY, 2004). Os macaricos sdo aves limicolas
pertencentes a subordem Scolopacidae (NASCIMENTO, 1999). Geralmente utilizam
uma variedade de alimentos desde musgos, algas, pequenos ovos de insetos, peixes,
crustaceos e moluscos (MICHAUD; FERRON, 1990; SERRANO, 2010). Sao
encontradas habitando areas umidas e a grande maioria possui a capacidade de
migrar transequatorialmente (SILVA; RODRIGUES, 2015).

Periodicamente, os Charadriiformes migram para a costa sul-americana
durante o inverno. Chegando a realizando trajetos entre 12.000 a 25.000 km entre os
sitios reprodutivos e os de invernada (MYERS et al., 1987). Durante as migragdes, 0s
Charadriiformes passam a maior parte do tempo nos sitios de descanso, se
alimentando e descansando, com a finalidade de acumular reservas para a préxima
etapa de voo (MYERS et al., 1987). Apds se reproduzirem, as aves chegam dos locais
de reproducdo entre agosto e setembro, e permanecem nos sitios de invernada até
abril (LARRAZABAL; AZEVEDO JUNIOR; PENA, 2002).

As rotas migratorias dos Charadriiformes envolvem os dois hemisférios: Norte
e Sul. Em escala global, sdo conhecidas oito rotas migratérias: Atlantico oeste,
Atlantico leste, Interior Americano, Pacifico leste e oeste, Africa, Mediterraneo, india e
Asia-Australia (BOERE; STROUD, 2006). No Brasil, sdo conhecidas cinco rotas
migratorias que sado muito importantes para conservagdo e manutencédo destas
espécies migratorias: Atlantico, variagdo do interior do Nordeste, Brasil central,
Amazébnia central e Pantanal e a oeste AmazOnico (ANTAS, 1983). Além disso,
existem varios sitios de descanso no Brasil: desde o Amapa até o Rio Grande do Sul,

como a llha de Campecha localizada no Maranh&o, a Lagoa do Peixe no Rio Grande



do Sul, a Coroa do Avido no Pernambuco (TELINO; AZEVEDO; NEVES, 2003) e a
llha da restinga na Paraiba (OLIVEIRA et al., 2016).

Calidris pusilla, conhecido popularmente como macarico-rasteirinho, € uma
das espécies encontradas no Nordeste brasileiro. Essas aves se reproduzem nas
tundras no sul do Canada e do Alasca, e em seguida migram para as zonas costeiras
da América do Sul entre setembro e outubro, onde utilizam estes sitios para descanso
e alimentacéao, apds o periodo reprodutivo, que ocorre entre junho a julho (SICK 1997),
passando por rotas migratorias no Brasil, incluindo a parada em sitios de invernada
localizados no Nordeste brasileiro (OLIVEIRA et al., 2016).

Durante o periodo de migragéo, as aves migratorias sofrem grandes exigéncias
fisicas e energéticas, havendo a utilizagcdo massiva das reservas energéticas
corporais (WIKELSKI et al., 2003). Segundo Johnston (1968), as longas distancias
percorridas podem levar as aves migratérias a desidratacdo e ao esgotamento das
reservas de gorduras. Além disso, é comumente observado a redugdo do peso
corporal (LANDYS et al., 2005), da musculatura, da gordura peritoneal e de diversos
orgaos (PIERCE; MCWILLIAMS, 2004). Alguns estudos ja constataram que o figado
e intestino também sofrem variagdo de peso (KARASOV; PINSHOW, 1998; LANDYS-
CIANNELLI; PIERSMA; JUKEMA, 2003).

Essas variagdes observadas no peso do figado e intestino ocorrem porque as
aves migratorias apresentam uma alta flexibilidade fenotipica dos 6rgaos digestorios
frente as diversas condi¢des ambientais (BAUCHINGER; MCWILLIAMS, 2010;
MCWILLIAMS; KARASOV, 2001). Todavia, a maioria dos estudos ja realizados foram
em condi¢gbes experimentais, havendo assim uma escassez de estudos realizados
com aves capturadas em condi¢des naturais.

Os parametros bioquimicos também podem sofrer alteracbes em consequéncia
da exigéncia fisica da migracdo. Swanson (2010) observou evidéncias de possiveis
variagbes sazonais nos parametros bioquimicos devido as migragées. No estudo
realizado por Landys et al. (2005) foi observado que ocorrem altera¢gdes nos acidos
graxos, glicerol, triglicerideos, acido urico e butirato. Jenni-Eiermann et al. (2002), em
outro estudo, observaram que os niveis de triglicerideos e beta-hidroxibutirato foram
menores durante o voo, enquanto os niveis de glicose nao se alteraram. De acordo
com Guglielmo et al. (2002), podem haver variagées nos niveis de triglicerideos de
acordo com os sitios de descanso.

Vale ressaltar também que o figado € um érgéo importante para a avaliagado do



estado geral das aves migratorias, fornecendo informagdes valiosas sobre o seu
estado fisioldgico, uma vez que possui fungdes importantes como o metabolismo de
substancias, armazenamento de glicogénio, desintoxicacdo e sintese de proteinas,
carboidratos e lipideos (HOCHLEITHNER; HOCHLEITHNER; HARRISON, 2005).

Na literatura, sdo encontrados inumeros trabalhos fundamentados na ecologia
dos Charadriiformes e no acompanhamento populacional (ALMEIDA; BARBIERI,
2008; STROUD et al., 2006), todavia ainda ha uma escassez de estudos relacionados
a avaliacdo sanitaria. Uma vez que as aves migratorias continentais, podem ser
vetores de doencas infecciosas, devido ao seu potencial de disseminacdo de
patdogenos através de grandes distancias geograficas (DHAMA; MAHENDRAN;
TOMAR, 2008; HUBALEK, 2004; NEWMAN et al., 2012; SERRANO, 2010). Nesse
sentido, a avaliagdo histopatoldgica do figado pode fornecer informagdes sobre o
status sanitario dos espécimes, uma vez que esse o6rgao pode ser acometido por
inumeros agentes infecciosos (HOCHLEITHNER; HOCHLEITHNER; HARRISON,
2005). Esses agentes podem promover diversas lesbes micro e macroscoépicas,
podendo evoluir até para a morte do hospedeiro (SUPARTIKA; TOUSSAINT; GRUYS,
2006).

O figado pode ser afetado por qualquer enfermidade sistémica, entre afecgdes
causadas por patdgenos, toxicas, circulatérias, neoplasicas e agressées metabdlicas
(MITCHELL et al, 2006). Todavia, doengas em estagios iniciais podem ser
mascaradas porque o figado possui a capacidade de se regenerar. Dessa forma, os
sinais clinicos s6 aparecem quando as lesdes afetam a maior parte do figado,
podendo variar desde inapeténcia, disfungdo aguda, hemorragia e até morte
(HOCHLEITHNER; HOCHLEITHNER; HARRISON, 2005).

Neste sentido, varias espécies de parasitas, bactérias, fungos e virus sao
implicados como responsaveis pelo aparecimento de lesdes no figado das aves
(MITCHELL et al., 2006), incluindo o Reovirus, as micobactérias, Staphyloccocus
aureus, Streptococcus spp., Escherichia coli, Eubacterium tortuosum, Aspergiloses,
Coccidioses, Ascaris (SUPARTIKA; TOUSSAINT; GRUYS, 2006), Samonella spp.
(BEYAZ et al., 2010) e Capillaria hepatica (SANTOS et al., 2008). Estes agentes
podem causar diferentes tipos de lesdes e sinais clinicos, além disso possuem a
capacidade de causar lesdes granulomatosas no figado (SUPARTIKA; TOUSSAINT;
GRUYS, 2006).

Assim diante do exposto e considerando a escassez de estudos em



Charadriiformes em condi¢des naturais no Nordeste brasileiro, O presente estudo teve
como objetivo avaliar o figado de aves (Calidris pusilla) recém-chegadas no sitio de
invernada e no meio do periodo de invernada no Nordeste brasileiro. O estudo
enfatizando a avaliagado dos parametros bioquimicos da fungao hepatica, a avaliagéo
da composigao do figado, avaliagdo da deposigédo de glicogénio hepatico e a analise

histopatoldgica do tecido hepatico.



Capitulo |

Avaliacao hepatica em macarico-rasteirinho (Calidris pusilla, Linnaeus, 1766)
durante o periodo de invernada no Nordeste brasileiro’

'Pesquisa Veterinaria Brasileira



PESQUISA
VETERINARIA

BRASILEIRA

Avaliacdo hepatica em magarico-rasteirinho (Calidris pusilla, Linnaeus, 1766) durante o
periodo de invernada no Nordeste brasileiro

Journal: Pesquisa Veterinaria Brasileira
Manuscript: ID PVB-4826

Manuscript Type: Original Article

Date Submitted by the Author: | 16-Jun-2016

Complete List of Authors:

Silva, Edijanio; Universidade Federal da Paraiba,

Rodrigues, Roberta; Universidade Federal da Paraiba, Ciéncias
Veterinarias

Bernardino, Maria; Universidade Federal da Paraiba, Ciéncias
Veterinarias

Guerra, Ricardo; Universidade Federal da Paraiba, Departamento de
Ciéncia Veterinarias

Satake, Fabiana; Universidade Federal da Paraiba, Departamento de
Ciéncias Veterinarias

Freitas Neto, Oliveiro; Universidade Federal da Paraiba, Ciéncias
Veterinarias

Lucena, Ricardo; UFPB,

Campos, Danila; Universidade Federal da Paraiba, Ciéncias
Veterinarias

Keyword:

Shorebirds, biochemistry, histopathology, liver, granuloma




Avaliacdo hepatica em macarico-rasteirinho (Calidris pusilla, Linnaeus, 1766) durante o periodo de
invernada no Nordeste brasileiro?!

Edijanio G. Silva?, Roberta C. Rodrigues?, Maria G. S. Bernardino?, Ricardo R. Guerra3, Fabiana Satake?3,
Oliveiro C. Freitas Neto3, Ricardo B. Lucena3, Danila B. Campos3

ABSTRACT.- Edijanio G. Silva, Roberta C. Rodrigues, Maria G. S. Bernardino, Ricardo R. Guerra, Fabiana
Satake, Oliveiro C. Freitas Neto, Ricardo B. Lucena & Danila B. Campos 2016. [Liver evaluation in
Semipalmated Sandpiper (Calidris pusilla, Linnaeus, 1766) during the wintering period in Northeast
Brazil.] Avaliagcdo hepatica em magarico-rasteirinho (Calidris pusilla, Linnaeus, 1766) em dois periodos
diferentes de invernada no Nordeste brasileiro. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Laboratdrio de
Anatomia Animal, Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal da Paraiba, CCA/UFPB, s/n., Cidade
Universitaria, Areia, PB, 58.397-000, Brasil. E-mail: edijanio@veterinario.med.br

Migratory birds go through periods of fasting and suffer great physical demand during migration. In
wintering sites, they are fed back and prepare for a new flight. These different conditions promote changes
in corporal mass of birds and in some organs, especially from the digestive system. The objective of this
study was to verify if there are significant differences in liver evaluation of Semipalmated Sandpiper (Calidris
pusilla) liver in newly arrived birds in wintering site and birds in the middle of the wintering period in
Northeast Brazil, emphasizing the evaluation of parameters of biochemical liver function, evaluation of liver
composition, evaluation of deposition of hepatic glycogen and histopathologic analysis of liver tissue. Data
revealed that there are significant differences in composition, deposition of liver glycogen and
histopathological findings of the liver as well as in the mean values of serum albumin between newly arrived
birds and birds in the middle of the wintering period. Most of the findings were beneficial and showed that
wintering sites are important areas for conservation of the species. In addition, samples were negative for
Pasteurella spp., Mycobacterium spp. and Salmonella spp. as agents of hepatic granulomas observed in birds
during the two analyzed periods. It is noteworthy that this is the first liver evaluation study in Calidris pusilla
in wintering sites in Northeastern Brazil and it is expected that these results serve as subsidies for future
studies related to the physiopathology and investigation of potential etiological agents of the liver injuries
here observed.

INDEX TERMS: Shorebirds, biochemistry, histopathology, liver, granuloma.

RESUMO.- As aves migratoérias passam por periodos de jejum migratério e sofrem uma grande exigéncia
fisica durante a migracdo. Nos sitios de invernada, se alimentam e preparam-se para o retorno as suas areas
de reproducdo. Essas diferentes condi¢es promovem mudangas na massa coporal das aves e em alguns
o6rgaos, principalmente os do sistema digestério e musculos relacionados ao exercicio. Objetivou-se com este
estudo verificar se ha diferencas significativas na avaliacdo do figado do macarico-rasteirinho (Calidris
pusilla) em aves recém-chegadas no sitio de invernada e de aves no meio do periodo de invernada no
Nordeste brasileiro, enfatizando a avaliagdo dos parametros bioquimicos da fun¢do hepatica, a avaliagdo da
composicdo do figado, avaliagdo da deposi¢do de glicogénio hepatico e a analise histopatoldgica do tecido
hepatico. Os dados revelaram que ha diferengas significativas na composicdo, na deposi¢io de glicogénio e
nos achados histopatolégicos do figado, bem como nos valores médios de albumina sérica entre as aves
recém-chegadas e as aves no meio do periodo de invernada. A maioria dos achados foram benéficos e
mostraram que os sitios de invernada estudados sdo areas importantes de conservac¢do da espécie. Além
disso, foi constatado a negatividade para Pasteurella spp., Mycobacterium spp. e Salmonella spp. como
agentes causadores de granulomas hepaticos observados nas aves durante os dois periodos analisados. Vale
ressaltar que este é o primeiro estudo de avaliagdo hepatica em Calidris pusilla em sitios de invernada no
Nordeste brasileiro e espera-se que estes resultados sirvam como subsidios para a realizagdo de estudos
futuros relacionados a fisiopatologia e investigacdo de potenciais agentes etioldgicos causadores das lesdes
hepaticas observadas.

TERMOS DE INDEXACAO: Aves marinhas, bioquimica, histopatologia, figado, granuloma.

INTRODUCAO

As aves migratérias sofrem grande exigéncia fisica durante o periodo de migracdo, havendo a
mobilizacdo de reservas energéticas corporais para que consigam chegar ao local de destino (Wikelski et al.



2003). Calidris pusilla (Linnaeus, 1766), conhecido popularmente como macarico-rasteirinho, é uma ave
limicola pertencente a ordem Charadriiformes e a familia Scolopacidae, que possui a habilidade de realizar
migracdes de longas distancias. Anualmente, os magaricos-rasteinho se reproduzem nas tundras no sul do
Canada e do Alasca, entre os meses de junho a julho, e em seguida migram para as areas de descanso
localizadas nas zonas costeiras da América do Sul (Sick 1997). As aves chegam aos sitios de invernada entre
agosto e setembro permanecendo até o més de abril, depois migram novamente para os locais de
reproducdo (Larrazabal et al. 2002).

0 processo de migracdo é um comportamento biolégico que ocorre sazonalmente, em diversos
grupos animais, em geral associados a condi¢gdes alimentares e reprodutivas, essenciais ao seu ciclo de vida
(Alerstam et al. 2003). Durante o periodo de migracao, as aves sofrem alteracdes anatomicas e fisioldgicas,
podendo ocorrer reducdo no teor de gordura e na massa magra (Lindstrom & Piersma 1993, Battley et al.
2000), atrofia ou hipertrofia de determinados 6rgios e musculos (Piersma 1998, Piersma et al. 1999,
McWilliams & Karasov 2001; Bauchinger & McWilliams 2010).

O figado é um 6rgao envolvido no metabolismo de substincias, armazenamento de glicogénio,
desintoxicacdo e sintese de proteinas, carboidratos e lipideos (Hochleithner 2005; Pifieiro & Bert 2010).
Dessa forma, por possuir fun¢ées metaboélicas importantes, o figado é um d6rgio chave para a avaliacdo do
estado geral dos animais migratorios, fornecendo informacées valiosas sobre o seu estado fisioldgico.
Durante a migracdo foi descrita a diminuigdo do tamanho do figado em Calidris tenuirostris ap6s o periodo
migratério (Battley et al. 2000), além disso, as exigéncias fisiolégicas do processo de migracdo podem
alterar os pardmetros bioquimicos (Landys et al. 2005).

Além do estado fisioldgico, a avaliagdo do figado pode fornecer informagdes sobre o status sanitario
dos espécimes, uma vez que esse drgio pode ser acometido por inimeros agentes infecciosos (Hochleithner
2005). Durante o periodo de migracdo e descanso nos sitios de invernada as aves podem estar expostas a
patégenos ausentes em seu local de origem. Animais infectados durante o processo de migragdo podem
contribuir para a rdpida disseminacdo do agente infecioso, tornando-se reservatérios de varias das
infecgdes que acometem humanos e animais (Hubalek 2004; Dhama et al., 2008). Além disso, esses agentes
infecciosos podem promover lesdes graves, podendo evoluir até para a morte do hospedeiro (Supartika et
al. 2006).

Diante dessas informacdes e considerando a escassez de estudos em Charadriiformes durante o
periodo de invernada no Brasil, tornam-se necessarios a realizagdo de estudos relacionados a fisiologia e
achados patoldgicos nessas aves. O presente estudo teve como objetivo avaliar o figado de aves (Calidris
pusilla) recém-chegadas no sitio de invernada e no meio do periodo de invernada no Nordeste brasileiro. O
estudo enfatizou a avaliacdo dos parametros bioquimicos da fun¢io hepatica, a avaliagdo da composi¢do do
figado, avaliacdo da deposi¢ado de glicogénio hepatico e a analise histopatoldgica do tecido hepatico.

MATERIAL E METODOS

0 projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica para Uso de Animais na Federal Universidade da
Paraiba e registrada sob o protocolon °172/2015.

A autorizacgdo para a realiza¢do do estudo foi concedida pelo Sistema de Autorizacio e Informacgdo
em Biodiversidade (SISBIO), arquivados sob os protocolos 47023-1 e 47023-2.

Area em estudo e captura das aves:

0 estudo foi realizado na Coroa dos Ovos, situada na Area de Protecdo Ambiental das Reentrancias
Maranhenses, Maranhdo, Brasil (1°27'S e 45°09'W) e na Ilha da Restinga, localizada no municipio de
Cabedelo, estado da Paraiba, Brasil (6°59°6”S e 34°51’52”W).

Na Coroa dos Ovos, as aves recém-chegadas foram capturadas em setembro de 2010 (n=17) e as
aves no meio do periodo de invernada foram capturadas em janeiro de 2012 (n=12). Na Ilha da Restinga, as
aves recém-chegadas foram capturadas em setembro de 2015 (n=20) e as aves no meio do periodo de
invernada foram capturadas em janeiro de 2016 (n=11).

As aves foram capturadas com a utilizacdo de redes de neblina, sendo avaliadas, no total, 60 aves.

Andlise bioquimica:

Para a andlise bioquimica, foram colhidas amostras sanguineas sem anticoagulante por pun¢io da
veia jugular direita. Em seguida, as amostras de soro obtidas foram congeladas até o momento das andlises.

No total, foram analisadas 12 amostras, sendo 6 pertencentes as aves capturadas no periodo de
chegada e 6 amostras de aves capturadas no meio do periodo de invernada.

No soro foram dosadas as concentracdes das proteinas totais, albumina, aspartato amino



transferase (AST) e colesterol total em espectrofotdmetro automatico da Mindray (BS-120) utilizando kits
reagentes comerciais da marca Labtest Diagnostica SA®. A concentragdo das globulinas foi obtida pela
diferenca entre os valores das proteinas totais e albumina. O indice albumina:globulina (A:G) foi calculado
dividindo-se o valor da fracdo albumina pelo valor total da fracdo globulina de cada amostra analisada.

Avaliacdo da massa corporal:

Foram obtidos o peso da massa corporal de 32 aves no periodo de chegada e de 23 aves no meio do
periodo de invernada. Todas as aves foram pesadas em balan¢a de precisdo em seguida foi feita a
comparacgdo dos dados de massa corporal entre os dois periodos.

Composicado do Figado:

0 figado de cada ave foi coletado apds a eutandsia por deslocamento cervical. Os figados foram
coletados, dissecados e pesados em balanca analitica de precisdo (0,0001g) para a obtenc¢ido do peso total.
Em seguida, os figados foram secos ao frio com liofilizador durante um periodo de 48 horas e pesadas
novamente para a obtencdo da massa seca. O teor de umidade foi estimado pela diferenga entre o peso total
e o peso da massa seca.

Posteriormente, os figados foram moidos e as amostras foram embaladas individualmente em papel
filtro e levadas a unidade de extracido de Soxhlet, utilizando éter etilico como solvente, para a retirada da
gordura. Em seguida, as amostras foram pesadas e foi estimado o teor de gordura do figado pela diferenca
entre o peso da amostra colocada no extrator e o peso da massa seca.

A massa seca livre de gordura (MSLG) foi obtida pela diferenca entre a massa seca e gordura do
orgao.

Avaliacdo do glicogénio hepatico:

A fim de se realizar a andlise do indice de estoque de glicogénio hepatico nas aves estudadas, foi
realizada a coloragdo do acido periddico-Schiff (PAS) em laminas com cortes histolégicos de figados de 28
aves (sendo 17 pertencentes as aves capturadas no periodo de chegada e 11 amostras de aves capturadas
no meio do periodo de invernada), processados com a técnica padrado de histologia.

Para cada ave, foram realizadas 4 fotomicrografias de campos aleatdrios em objetiva de 40X. As
fotomicrografias foram analisadas pelo mesmo histologista, sem o prévio conhecimento do grupo
experimental ao qual a ave pertencia. O depdsito de glicogénio foi estimado pela positividade a coloragado de
PAS e foi classificado como: Grau + (pouquissimo depésito de glicogénio hepatico), Grau ++ (pouco depésito
de glicogénio hepatico), Grau +++ (moderado depésito de glicogénio hepatico) e Grau ++++ (muito depdsito
de glicogénio hepatico), de acordo com o método modificado de Ishak (Ishak et al., 1995).

Avaliacado histopatolégica do figado:

Para a avaliagdo histopatolégica, foram coletados fragmentos de 31 figados, sendo 20 amostras
correspondentes ao periodo de chegada e 11 amostras ao periodo do meio da invernada. Essas amostras
foram conservadas em formol tamponado a 10%, processadas segundo o protocolo de rotina utilizado em
laboratérios de histopatologia, embebidas em parafina, cortadas a 5 um e coradas com a técnica padrao de
hematoxilina-eosina (Tolosa et al., 2003). Apés as coloragdes, as laminas foram montadas com laminulas
utilizando-se Entelan® (Merck). As laminas foram analisadas por um patologista e foram atribuidos graus
aslesoes (- [Ausente]; + [Leve]; ++ [Moderada]; +++ [Acentuada]) observadas. Além disso, as laminas foram
fotomicrografadas (Microscopio Zeiss®, acoplado a camera Moticam® 2500) com auxilio do software Motic
Images Plus 2.0®.

Tentativa de isolamento de Pasteurella spp. e Salmonella spp.

Baseado na presenca de lesdes histopatoldgicas encontradas no figado, aventou-se a possibilidade
de infec¢ao por Mycobacterium spp, Salmonella spp. e Pasteurella spp. Para tentativa de isolamento dos dois
ultimos patégenos, um pool de fragmentos de trés figados com lesdes granulomatosas evidentes foi
assepticamente coletado em tubo Falcon contendo 20 mL de caldo infusdo cérebro coracdo (BHI) os quais
foram, em seguida, macerados com auxilio de um pistilo estéril. A amostra foi incubada a 37 °C overnight e
entdo semeada nos meios MacConkey e verde brilhante, com intuito de isolamento de colonias sugestivas
de pertencerem ao género Salmonella, e nos meios adgar sangue e triptona de soja para tentativa de
isolamento de Pasteurella spp. Colénias sugestivas de pertencerem ao género Salmonella foram submetidas
aos testes bioquimicos e sorologia conforme descrito por Berchieri Junior & Freitas Neto (2009). Enquanto
que as coldnias sugestivas de pertencerem ao género Pasteurella foram submetidas aos testes bioquimicos
seguindo o descrito por Muhairwa et al. (2000).
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Pesquisa por bacilos alcool-acido resistentes no figado

Para a realizacdo do diagnoéstico diferencial para Mycobacterium spp. foram selecionadas trés
amostras de figado com lesdes granulomatosas evidentes e, em seguida, essas amostras foram submetidas
a coloragio de Ziehl-Neelsen ja padronizada (Luna 1968). As amostras foram examinadas em microscopia
Optica para constatar a presenca de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR).

Diagnoéstico molecular para Salmonella spp.

Além da tentativa de isolamento, o diagnéstico de Salmonella spp. foi realizado pela técnica de PCR.
As sequéncias dos pares de iniciadores utilizados para a amplificagdo do gene invA, o qual é especifico para
Salmonella spp. foram 5'-CTCACCAGGAGATTACAACATGG-3 'e 5'-AGCTCAGACCAAAAGTGACCAT-3',
previamente utilizado por Malorny et al (2004). A extragdo do DNA nas trés amostras de figado com lesGes
granulomatosas foi realizada utilizando o kit G-spin TM Total DNA extration kit®, seguindo as especificacdes
do fabricante. A amplificacdo da PCR foi realizada nas seguintes condi¢des: desnaturagdo inicial a 94°C
durante 3’, 35 ciclos de 94°C durante 15", 57°C durante 15”, 72°C durante 15”, alongamento final a 72°C
durante 5’, utilizando o Thermocycler Tpersonal (Biometra, Germany). Como controle positivo foram
utilizadas amostras de Salmonella spp. e como controle negativo foram utilizadas amostras de
Staphylococcus aureus, ambas provenientes de meios de cultura.

Andlise estatistica dos resultados:

Para a andlise estatistica do indice de depdsito de glicogénio hepatico e achados histopatolégicos
no figado as cruzes foram transformadas em nimeros correspondentes, organizando os dados em escores
(Ishak et al. 1995).

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade e a comparagao dos grupos foi realizada
pelo teste t ou teste U de Mann-Whitney a 5% de significancia, utilizando o programa estatistico Bioestat
5.0 (Ayres et al. 2007).

RESULTADOS

Na avaliacdo dos parametros bioquimicos hepaticos revelou que ha um aumento significativo nos
valores médios de albumina e na relacdo albumina/globulina em aves no meio do periodo de invernada em
relagdo as aves recém-chegadas (Quadro 1).

Os dados da Quadro 2 mostram que a massa corporal das aves ndo apresentou diferencas
significativas entre os dois periodos (p>0,05).

A andlise de composicao do figado revelou que ha um aumento significativo nos valores médios de
peso total, massa seca, umidade e massa seca livre de gordura (MSLG) em aves no meio do periodo de
invernada quando comparadas com as aves recém-chegadas (Quadro 3). Houve um aumento de 26% no
peso total do figado, 31% na massa seca, 23% na umidade e 33% na MSLG. Nao foi constatado diferengas
significativas nos valores médios de gordura hepatica entre os dois periodos (p>0,05).

Na avaliacdo do glicogénio hepatico foi possivel constatar diferencas significativas (p<0,05) entre
os dois periodos. As aves no meio do periodo de invernada apresentaram mais deposi¢do de glicogénio no
figado quando comparado com aves no periodo de chegada (Quadro 4). Aves no meio do periodo de
invernada apresentaram um aumento de 18,87% na deposicdo de glicogénio quando comparadas com aves
recém-chegadas (Figura 1). O grau maximo de deposicdo de glicogénio hepatico nas aves em ambos os
periodos foi ++, representando pouco depdsito de glicogénio hepatico.

Macroscopicamente, ndo foram observadas lesdes patolégicas no figado. No entanto, ap6s o exame
microscépico, foram observadas lesdes histopatoldgicas no figado das aves capturadas nos dois periodos
(Figura 2). Observou-se proliferacdo de ductos biliares, na inflamagdo periportal mista (macroéfagos,
linfécitos e heteroéfilos), presenca de granulomas hepaticos aleatérios, fibrose, hemossiderose, heterdfilos
livres nos sinuséides hepaticos nas aves recém-chegadas e aves no meio do periodo de invernada. A andlise
estatistica constatou diferencas significativas nas proliferacées de ductos, inflamagdo periportal e
granulomas hepaticos entre os dois grupos de aves (Quadro 5). O quadro 6 mostra que as aves recém-
chegadas apresentaram um aumento de 45% na presenca de proliferagdo de ductos biliares quando
comparadas com aves no meio do periodo de invernada. Constatou-se também que as aves no meio do
periodo apresentaram um aumento de 30% na inflamagdo periportal e aumento de 34% na presenca de
granulomas. Além disso, todos granulomas observados em aves recém-chegadas apresentaram grau leve, ja
em aves no meio do periodo de invernada os granulomas foram classificados como de graus leve a severo.

Na avaliagdo histopatoldgica do figado, ndo foi observado a presenca de células gigantes, larvas e
ovos de parasitas em meio a inflamacdo e granulomas. Os esfregacos de figado ndo apresentaram bacilos
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sugestivos de Mycobacterium spp. na coloragdo de Ziehl-Neelsen e ndo houve aparecimento de colonias
sugestivas de Pasteurella spp. e Salmonella spp. nos meios utilizados. Além disso os resultados foram
negativos para Salmonella spp. pela técnica de PCR.

DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo de avaliacao hepatica em Calidris pusilla em condigdes ambientais naturais
no Nordeste brasileiro. Os dados demonstrados permitem analises relacionadas aos custos de energia pés
periodo de migragdo e a avaliacdo do status geral de recuperacdo das aves apds alguns meses de
permanéncia nos sitios de invernada.

Nos sitios de invernada as aves descansam, se alimentam e se preparam para um novo Voo
migratério (McWilliams & Karasov 2001), isso explica o aumento do peso do figado e nos valores médios de
albumina sérica observados em aves capturadas meses ap0ds a chegada no sitio de repouso. Esses dados
mostram que os sitios de invernada estudados fornecem condi¢des para que as aves se recuperem do
degaste decorrente do voo migratdrio e, subsequentemente, se preparem para um novo voo. Esses dados
reafirmam a importancia desses sitios de invernada como areas de conservacao de Calidris pusilla e também
de outras espécies de aves limicolas migratérias (Oliveira et al. 2016).

Piersma et al. (1999) também observaram o aumento no peso do figado em Calidris canutus
islandica no meio do periodo de invernada. O menor valor de albumina sérica observado no inicio do periodo
de invernada em Calidris pusilla pode ser decorrente ao catabolismo proteico como fonte energética no
periodo migratério. Além disso, o aumento da relagdo albumina/globulina observado nas aves no meio do
periodo de invernada foi devido ao aumento da albumina sérica.

Nesse estudo ndo foi constatado diferencas significativas na massa corporal em aves capturadas no
periodo de chegada e no meio do periodo de invernada. Este dado se correlaciona com os achados de
Rodrigues et al. (2009) realizado com Arenaria interpres de vida livre, no qual foi evidenciado que o aumento
de peso corporal s6 é observado no periodo final de invernada, bem préximo ao periodo de migragdo para
os sitios reprodutivos.

Os 6rgidos do sistema digestdrio possuem a capacidade de sofrer mudancas rapidas e reversiveis
frente as diferentes condi¢es alimentares (Piersma & Lindstrom 1997; Piersma 1998; Kasarov et al. 2004;
Mcwilliams & Karasov 2005). Durante o periodo de migracdo, a maioria das aves nao forrageiam, havendo
assim a mobilizacdo das reservas energéticas, entre lipideos, carboidratos e proteinas. Essa mobilizacdo
excessiva tem influéncia direta nas reservas de gordura, na musculatura e nos érgaos digestivos, incluindo
o figado. Isso pode explicar a diminui¢do da massa do figado observada em aves migratérias recém-chegadas
no sitio de invernada. A diminuicdo do peso do figado também foi observada em aves da espécie Sylvia
atricapilla submetidas a periodos de jejum em um estudo experimental realizado por Karasov & Pinshow
(1998).

Os resultados da composicdo do figado observados neste estudo se correlacionam com os
resultados de Pierce & McWilliams (2004), cujo estudo experimental com Zonotrichia albicollis, que também
é uma ave migratoria, constatou que ha a diminuicdo da massa magra do figado e de outros érgdos do
sistema digestorio quando estas sdo submetidas a periodos de jejum e, apds um periodo de re-alimentagao,
nota-se um aumento acentuado no peso desses 6rgaos. Battley et al. (2000), também observaram a redugao
no teor de gordura e na massa magra do figado em Calidris tenuirostris ap6s o periodo migratério.

Constatou-se que os meses de descanso compreendidos entre a chegada e o meio do periodo de
invernada nido foram suficientes para que ocorresse um aumento na deposi¢do de gordura hepatica, que é
uma importante reserva de energia corporal. Dados semelhantes foram observados por Aamidor et al.
(2011), cujo experimento constatou que ha a recuperagdo das reversas proteicas antes do reabastecimento
das reservas de gordura em aves re-alimentadas. Segundo Lindstrém & Piersma (1993), o acimulo de
gordura ocorre apenas pouco antes do voo migratério. Vale ressaltar que as aves deste estudo foram
analisadas nos meses de setembro e janeiro. Assim, em virtude de as aves permanecerem nesses sitios de
invernada até meados de abril, supde-se que podera haver um aumento na deposi¢do de gordura hepatica
nos meses seguintes até o periodo de saida do sitio de invernada.

Os resultados da avaliacdo do deposito de glicogénio hepatico mostraram que a partir do meio do
periodo de invernada as aves apresentaram uma tendéncia de acumular glicogénio. Esses dados sugerem
que o depésito de glicogénio no figado é a primeira forma de reserva de energia corporal antes da migracao.

0 aumento dos valores médios de proliferacdo de ductos biliares observados em aves recém-
chegadas no sitio de invernada pode ser devido a agdo de patégenos (Chen et al. 2004) ou pode estar
relacionado ao acumulo de bile por maior periodo de tempo decorrente do jejum alimentar, uma vez que
durante o voo migratério ha uma diminui¢do radical na alimentac¢do desses animais.
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Clinicamente, as aves apresentaram-se saudaveis, todavia no exame histopatolégico foi constatado
um aumento na presenc¢a de granulomas hepaticos e na inflamagdo periportal apés alguns meses de
permanéncia nos sitios de invernada. A hipdtese da presen¢a dos granulomas sem a associacdo de
patégenos ou outros agentes causativos foi descartada diante das caracteristicas histopatoldgicas
observadas na lesao.

No presente estudo foi realizado a tentativa de diagndstico para Mycobacterium spp., Salmonella
spp. e Pasteurella spp., uma vez que esses agentes possuem potencial zoonético e sdo capazes de promover
0 aparecimento de granulomas hepaticos em aves (Saraiva et al. 1973; Supartika e al. 2006 Beyaz et al.
2010). Embora as aves migratdrias sejam comumente citadas como carreadoras de agentes patogénicos, os
espécimes estudados foram negativos para os trés patogenos (Mycobacterium spp., Salmonella spp.
Pasteurella spp). A negatividade para Salmonella spp. se correlaciona com os achados de Hernandez et al.
(2003), cujo estudo sugere que a ocorréncia natural por bactérias do género Salmonella em aves selvagens
durante o periodo de migracdo é baixa. Ademais, devido a auséncia de alteragdes macroscépicas do figado
e pelas caracteristicas dos granulomas no exame histopatoldgico foi descartado infec¢do por Escherichia
coli, visto que, as lesdes promovidas por esse agente incluem a presenca de coligranulomas macroscépicos
e no exame histopatolégico é observado a presenca de coligranuloma tipico com centro necrdtico
eosinofilico, além da presenca de células gigantes e heteroéfilos nas margens (Da Silva et al., 1989; Rahimi M
& Haghighi 2014). Vale observar que existem outros patégenos, além dos aqui investigados, que também
poderiam levar ao aparecimento de granulomas hepaticos em aves (Swayne et al., 2013.

CONCLUSAO

Concluimos que ocorrem variacées significativas na composicdo do figado, na deposicdo de
glicogénio hepatico, nos valores de albumina sérica e nos achados histopatolégicos do figado de Calidris
pusilla capturados no periodo de chegada e no meio do periodo de invernada no Nordeste brasileiro. A
maioria dos achados observados nas aves no meio do periodo de invernada sdo benéficos e estdo
relacionadas a restauracdo do metabolismo p6s-migracdo. Todavia, foi observado um aumento na presenca
de granulomas hepaticos em aves no meio do periodo de invernada.
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Quadros

Quadro 1. Valores médios/mediana seguidos do desvio-padrio/desvio-interquartilico dos parametros
bioquimicos de Calidris pusilla no periodo de chegada e no meio do periodo de invernada.

Periodo

Chegada (n=6) Meio (n=6) P
Proteinas totais (g/L) 29,25 + 6,90 31,90 + 5,50 0,1312
Albumina (g/L) 8,97° + 1,00 10,402 + 1,49 0,0406
Globulina (g/L) 20,07 £ 5,25 21,55+ 2,82 0,3445
A/G (g/L) 0,41+ 0,04 0,492+ 0,05 0,0463
AST (nkat/L) 8.882,33 £ 6.048,02 14.255,63 +9.475,02 0,1344
Colesterol (mmol/L) 4,51 +0,67 4,89 + 0,98 0,2187

n: numero de animais analisados. AST: aspartato amino transferase. A/G: Relacdo albumina/globulina.
Valores médios ou mediana com letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo Teste t ou U Mann-
Whitney a 5% de significancia.

Quadro 2. Valores médios seguidos do desvio-padrao (em gramas) da massa corporal de Calidris pusilla no
periodo de chegada e no meio do periodo de invernada.

Periodo
Chegada (n=32) Meio (n=23) p
Média + DP Amplitude Média + DP Amplitude
Massa corporal (g) 21,40 £ 4,27 12,10 - 29,94 21,14 +£ 2,06 17,42 - 26,58 0,38

n: nimero de animais analisados. DP: desvio-padrio. Valores médios com letras diferentes na mesma linha
diferem entre si pelo Teste t a 5% de significancia.

Quadro 3. Valores médios seguidos do desvio-padrao (em gramas) dos parametros da composicdo do figado
de Calidris pusilla no periodo de chegada e no meio do periodo de invernada.

Periodo
Chegada (n=17) Meio (n=12) P
Peso total 2,74+ 0,63 3,692+ 0,40 0,0001
Massa seca 0,77+ 0,36 1,112+ 0,16 0,0017
Umidade 1,94+ 0,75 2,522+ 0,32 0,0045
Gordura 0,09 + 0,04 0,09 + 0,02 0,1766
MSLG 0,68>+ 0,32 1,022+ 0,16 0,0024

Onde: MSLG - Massa seca livre de gordura. n: nimero de animais analisados.
Valores médios com letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo Teste t ou U Mann-Whitney a
5% de significancia.

Quadro 4. Valores médios seguidos do desvio-padrio da deposic¢do de glicogénio hepatico de Calidris pusilla
no periodo de chegada e no meio do periodo de invernada.

Periodo
Chegada (n=17) Meio (n=11)
1,15+ 0,36 1,36 + 0,49 0,0268

P

Valores médios com letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo Teste de U Mann-Whitney a 5%
de significancia.
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Quadro 5. Valores médios seguidos do desvio-padrao das alteracdes histopatolégicas observadas no figado
de Calidris pusilla no periodo de chegada e no meio do periodo de invernada.

Periodo
Alteracgoes Chegada Meio P
(n=20) (n=11)

Proliferacio de ductos biliares 1,202+ 0,52 0,55+ 0,52 0,0074
Vacuolizacgao por deposicao de lipideos 0,40 £ 0,50 0,55+ 0,69 0,3399
Inflamacio periportal 0,85»+ 0,75 1,552+ 0,69 0,0110
Fibrose 0,30+ 0,73 0,27 £ 0,47 0,3942
Necrose e inflamacgao subcapsular 0,00 £ 0,00 0,18+ 0,41 0,2045
Hemossiderina* 1,10 £+ 0,64 1,00 £ 0,00 0,4102
Heterofilos nos sinusoides 1,10 £ 0,45 1,36 £ 0,81 0,2747
Granulomas 0,30b + 0,47 1,002+ 1,00 0,0288

Onde: * Presenca de pigmentos alaranjados (hemossiderina) em meio a inflamagio. n: nimero de animais

analisados.

Valores médios com letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo Teste U Mann-Whitney a 5% de

significancia.

Quadro 6. Prevaléncia dos achados histopatoldgicos no figado de Calidris pusilla no periodo de chegada e
no meio do periodo de invernada.

Chegada (n=20)

Meio (n=11)

Alteracgdes

Grau das Alteragdes (%)

Grau das Alteragoes (%)

Nee Leve Moderado Severo Nes Leve Moderado Severo
Proliferagiode  ,, 4o 10 5 6 100 0 0
ductos biliares
Vacuolizacio por
deposicao de 8 100 0 0 5 80 20 0
lipideos
Inflamagao 14 86 7 7 11 55 36 9
periportal
Fibrose 3 75 0 25 3 100 0 0
Necrose e
inflamacao 0 0 0 0 2 100 0 0
subcapsular
Hemossiderina* 18 78 17 5 11 100 0 0
Heterofilosnos ;4 0 5 11 82 0 18
sinusodides
Granulomas 6 100 0 0 7 57 29 14

n: Nimero de animais analisados.
Naa;: Numero de animais com alteragdo.
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Figuras

A B Cc .

Figura 1: Fotomicrografias de parénquima hepatico corado com &cido peridédico-Schiff (PAS) de Calidris
pusilla capturados no periodo de chegada (A) e no meio do periodo de invernada (B) no estado da Paraiba.
Observar em: A - Pouquissima presencga de glicogénio hepatico, B - Pouca presenca de glicogénio hepatico
e C - Controle positivo, observar a intensidade da coloracdo purpura das células caliciformes (pontas de
seta) presentes no intestino de Codornas Japonesas (Coturnix coturnix japonica). Barras: A, Be C - 50 um.
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Figura 2: Fotomicrografias de achados histopatoldgicos presentes no parénquima hepatico de Calidris
pusilla capturados no estado da Paraiba. A - Necrose no parénquima hepatico (ponta de seta); B, C -
presenca de granulomas (pontas de seta), infiltrado periportal (seta); D - necrose e inflamagao subcapsular
(ponta de seta); E - hemossiderina, (pontas de seta); F - hemossiderina em meio a inflamag¢io mista. Barras:
A -50 um; B e C-100 pm; D - 500 pm; e E, F- 20 pm. Coloragdo: hematoxilina e eosina.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados mostram que ocorrem variagdes significativas na composicao do
figado, na deposicdo de glicogénio hepatico, nos valores de albumina sérica e nos
achados histopatoldgicos do figado de Calidris pusilla capturados no periodo de
chegada e no meio do periodo de invernada no Nordeste brasileiro. A maioria dos
achados observados nas aves no meio do periodo de invernada sao benéficos e estédo
relacionadas a restauracdo do metabolismo pés-migracao. Todavia, foi observado um
aumento na presenca de granulomas hepaticos em aves no meio do periodo de
invernada.

Diante dos resultados aqui obtidos por nossa equipe € sugerido que se realize

mais estudos em aves migratorias, visto que fisiologicamente sdo pouco estudadas.
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