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Resumo

DE MENEZES, Paulo Quadros. Intervalos de Referéncia Hematoldgicos do
Morcego Tadarida brasiliensis (Molossidae, Chiroptera) no sul do Brasil. 2020.
84f. Dissertacao (Mestrado em Biologia Animal) — Programa de Pés-Graduagéao em
Biologia Animal, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2020.

Andlises hematoldgicas e bioquimicas sdo importantes ferramentas na medicina
humana e animal dando suporte para o diagnéstico de doencas e decisbes sobre
tratamentos. Essas analises também tém aplicagcbes em decisdes sobre manejo e
conservacao de espécies silvestres. Intervalos de Referéncia (IR) séo intervalos de
valores provenientes de individuos saudaveis e considerados normais para uma
populacdo ou espécie, que sao usados na interpretacdo dos resultados das analises
hematoldgicas e bioquimicas. O estabelecimento de IR para animais silvestres
envolve uma série de dificuldades metodolégicas e trabalhos com espécies de
morcegos sao raros. O objetivo do presente estudo é estabelecer pela primeira vez
Intervalos de Referéncia para 12 parametros sanguineos de uma espécie de
Molossidae, Tadarida brasiliensis, um morcego insetivoro de ampla distribuicdo
geografica, abundante e sinantrépico. O estudo foi realizado com 139 individuos
adultos saudaveis, incluindo machos e fémeas, capturados em dois abrigos em
construcdes durante 12 meses no sul do Rio Grande do Sul, extremo sul do Brasil. Os
resultados indicam que T. brasiliensis apresenta ampla variacdo na contagem de
hemacias, concentracdo de hemoglobina e hematocrito, com valores mais baixos dos
limites inferiores dos IR quando comparado com espécies de outras familias. Os IRs
obtidos para VCM e CHCM seguem um padrdo distinto apresentando pequena
variacao e valores baixos quando comparados a outras familias. O IR para a contagem
de plaquetas em T. brasiliensis foi amplo e com valores de limite superior bastante
elevado. Os IR para proteinas totais foram pouco variaveis e baixos. Tadarida
brasiliensis apresenta as células leucocitarias compostas por neutrofilos
segmentados, linfocitos, eosinéfilos e monadcitos. Os IR para contagem de leucdcitos
totais, neutrdfilos, linfécitos e monécitos foram baixos e pouco variaveis e a contagem
de eosinodfilos € alta e variavel. A razéo entre neutréfilos segmentados e linfécitos é
proporcional na espécie. Eosindfilos foram detectados em 75 (88,2%) dos 85
individuos analisados e mondcitos foram detectados em 16 (18,6%) individuos dos 86
analisados. O estabelecimento dos IR para T. brasiliensis representa um passo inicial
no estudo hematolégico de espécies de Molossidae, com potencial na deteccéo de
doencgas precocemente, incluindo zoonoses, e N0 manejo e conservacgao.

Palavras-chave: andlises de sangue; fauna silvestre; hemograma; leucometria,;
morceguinho-das-casas



Abstract

DE MENEZES, Paulo Quadros. Hematological Reference Intervals of the Bat
Tadarida brasiliensis (Molossidae, Chiroptera) in Southern Brazil. 2020. 84f.
Dissertacao (Mestrado em Biologia Animal) — Programa de Pos-Graduacao em
Biologia Animal, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2020.

Hematological and biochemical analyzes are important tools in human and animal
medicine, supporting the diagnosis of diseases and treatment decisions. These
analyzes also have applications in decisions on the management and conservation of
wild species. Reference intervals (RI) are ranges of values from healthy individuals
and considered normal for a population or species, which are used to interpret the
results of hematological and biochemical analyzes. The establishment of RI for wild
animals involves a series of methodological difficulties and work with bat species is
rare. The objective of the present study is to establish for the first time 12 hematological
Reference Intervals of a species of Molossidae, Tadarida brasiliensis, an insectivorous
bat with wide geographic distribution, abundant and synanthropic. The study was
carried out with 139 healthy adult individuals, including males and females, captured
in two shelters in buildings for 12 months in the south of Rio Grande do Sul, in the
extreme south of Brazil. The results indicate that T. brasiliensis presents a wide
variation in red blood cell count, hemoglobin concentration and hematocrit, with lower
values of the lower limits of the Rl when compared to species from other families. The
IRs obtained for VCM and CHCM follow a different pattern with little variation and low
values when compared to other families. The IR for platelet count in T. brasiliensis was
broad and with very high upper limit values. The IR for total proteins was little variable
and low. Tadarida brasiliensis presents leukocyte cells composed of segmented
neutrophils, lymphocytes, eosinophils and monocytes. The RI for total leukocyte,
neutrophil, lymphocyte and monocyte count were low and little variable and the
eosinophil count is high and variable. The ratio between segmented neutrophils and
lymphocytes is proportional in the species. Eosinophils were detected in 75 (88.2%) of
the 85 individuals analyzed and monocytes were detected in 16 (18.6%) individuals of
the 86 analyzed. The establishment of IR for T. brasiliensis represents an initial step
in the hematological study of Molossidae species, with potential for early detection of
diseases, including zoonoses, and in management and conservation.

Keywords: blood analysis; wildlife; blood count; leukometry; house’s bat
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1 Introducéo

Andlises hematoldgicas e bioquimicas sdo importantes ferramentas na
medicina humana e animal, dando suporte para o diagndstico de doencgas e decisdes
sobre tratamentos (FRIEDRICHS et al., 2012). A interpretagao dos resultados destas
analises é realizada por comparacao e depende do estabelecimento de intervalos de
valores considerados normais para uma populacédo ou espécie (FRIEDRICHS et al.,
2012; GEFFRE et al., 2009), os chamados Intervalos de Referéncia (IR). O Intervalo
de Referéncia para um parametro compreende 95% dos valores centrais obtidos para
uma populacdo de referéncia, com seus Limites de Confianca (LC) inferiores e
superiores de 90%. Por convencéo, considera-se que os valores contidos no intervalo
de referéncia de 95% incluem apenas animais saudaveis, que apresentam valores
tipicos (LUMSDEN; MULLEN, 1978).

Os Intervalos de Referéncia sdo especificos para cada espécie e podem variar
influenciados por habitat, sexo, idade, estagio reprodutivo e situacdo nutricional do
conjunto de individuos incluidos na amostra (FRIEDRICHS et al., 2012; GEFFRE et
al., 2009). Desta forma, Intervalos de Referéncia ja foram estabelecidos, por exemplo,
para populacdes humanas de diferentes paises ou regides (SZWARCWALD et al.
2019), diferentes idades (MAHLKNECHT; KAISER, 2010; LIU et al., 2012), diferentes
idades e sexos (BIINO et al., 2013) e estagios reprodutivos, por exemplo, para
mulheres gravidas (KAUR et al., 2014). Também j& foram realizados muitos estudos
estabelecendo Intervalos de Referéncia para espécies de animais domeésticos criados
para consumo humano, como bovinos (GEORGE et al., 2010) e peixes (FAZIO, 2019);
espécies criadas como animais de estimacdo domiciliados, como caes (NIELSEN et
al. 2010), e gatos ferais (SPADA et al., 2016); e animais de laboratorio, como espécies
de roedores (HE et al., 2017) e cies da raca Beagle (BOURGES-ABELLA et al., 2015).
Os esforcos para o estabelecimento de Intervalos de Referéncia de espécies de
animais silvestres vém crescendo e ha estudos disponiveis para espécies de grupos
taxondmicos téo diversos quanto anfibios (RUIZ et al., 1987), répteis (HIDALGO-VILA
et al., 2007) e mamiferos (GRAESLI et al., 2014).



10

As aplicacdes do estabelecimento de Intervalos de Referéncia hematoldgicos
e bioquimicos em animais silvestres séo bastante diversas e vao além do diagnostico
e tratamento de doencas em nivel individual. Esses estudos podem ser utilizados para
avaliacdo de estresse e condicdo de saude durante programas de resgate e
translocacdo de fauna em &reas de empreendimentos, como o realizado com bugios
(Alouatta caraya) no Brasil (SANCHEZ-SARMIENTO et al., 2014); no entendimento
de como individuos séo afetados pela qualidade de habitat e estrutura da paisagem,
como no trabalho realizado com lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) também no
Brasil (MAY-JUNIOR et al., 2009); e na comparacdo de Intervalos de Referéncia
previamente estabelecidos com andlises obtidas de individuos de populactes
afetadas por impactos ambientais, como no trabalho com tartarugas marinhas
afetadas por derramamento de 6leo cru (STACY et al., 2017).

Os morcegos sdo uma importante ordem de mamiferos devido a sua ampla
distribuicdo geografica, grande nimero de espécies e abundancia e prestacao de
servicos ecossistémicos como polinizacdo, dispersdo de sementes e controle de
populacdes de insetos (FENTON; RATCLIFFE, 2010). Além disso, os morcegos sao
importantes reservatorios de cerca de 200 diferentes tipos de virus, incluindo o virus
da raiva (CALISHER et al., 2006; MORATELLI; CALISHER, 2015) e bactérias
potencialmente patogénicas (CLAUDIO et al.,, 2018). Desta forma, a avaliacdo da
saude de individuos e o monitoramento de populacdes sdo essenciais e podem
auxiliar na conservacao e manejo de populacdes e espécies e na deteccédo e controle
de zoonoses de uma forma rapida e precoce. O estabelecimento de Intervalos de
Referéncia é um importante passo nesse sentido, porém, sdo raros os trabalhos que
estabelecem Intervalos de Referéncia para espécies de morcegos utilizando niamero
suficiente de individuos e aplicando métodos de analise estatistica adequados.
Praticamente, todos os estudos determinando Intervalos de Referéncia hematologicos
foram realizados com espécies de raposas voadoras, da familia Pteropodidae,
incluindo os estudos com individuos de vida livre de Pteropus giganteus na india
(MCLAUGHLIN et al., 2007), P. alecto (MCMICHAEL et al., 2015), P. poliocephalus
(EDSON et al., 2018) e P. conspicillatus (MCMICHAEL et al., 2019) todos na Australia
e com Eidolon helvum em cativeiro (SELIG et al., 2016). Uma série de estudos
hematoldgicos foram realizados com outros objetivos, como por exemplo, a avaliagéo
de adaptacdes e variagBes temporais nos parametros sanguineos de espécies que
hibernam, principalmente da familia Vespertilionidae, como Eptesicus nilssonii na
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Russia (KIZHINA et al., 2018) e Myotis myotis na Republica Checa (BANDOUCHOVA
et al., 2020). Além disso, estudos hematologicos tém aplicagédo na avaliagdo da saude
de espécies ameacadas de extingdo, como € o caso de Miniopterus oriaebassanii
(Miniopteridae) no sul da Australia (HOLZ et al., 2020).

Os Molossidae sdo uma familia de morcegos insetivoros com distribuicdo
global e com grande nimero de espécies (SIMMONS, 2005), havendo alguns esfor¢os
no sentido de determinar parametros hematolégicos em condi¢cdes especificas,
porém, nenhum trabalho estabelecendo Intervalos de Referéncia para suas espécies
esta disponivel na literatura. Villalba-Aleméan e Mufioz-Romo (2016) compilaram os
dados hematologicos disponiveis para 12 espécies de molossideos, com informacdes
baseadas em poucos individuos e sem analise adequada. O foco do presente estudo
€ estabelecer pela primeira vez o Intervalo de Referéncia de uma espécie de
Molossidae, Tadarida brasiliensis, um morcego insetivoro envolvido no controle de
populacfes de insetos, incluindo importantes pragas agricolas (CLEVELAND et al.,
2006). Tadarida brasiliensis esta distribuido desde o sul dos Estados Unidos, por toda
a América Central, oeste da Ameérica do Sul, sudeste e sul do Brasil até o sul da
Argentina e Chile (cerca de 45°S) (SIMMONS, 2005). No México e Estados Unidos, a
espécie forma grandes col6nias em cavernas e construgdes, como pontes, e realiza
deslocamentos sazonais (WIEDERHOLT et al., 2014). No sul da América do Sul, a
espécie € abundante e também pode formar grandes colbnias, porém, todos 0s
principais registros conhecidos indicam que seja altamente dependente de
construcées humanas de diferentes tipos (FABIAN; MARQUES, 1996; MOSA, 2014;
BOTTO NUNEZ et al., 2018), o que potencialmente gera conflitos com humanos. A
espécie é candidata a agBes de conservacao e, em alguns casos especificos, manejo
de suas colbnias em constru¢cdes devido a sua ampla distribuicdo geogréfica,
abundancia, papel no controle de populacdes de insetos e oportunismo na escolha de
abrigos em construcdes. O estabelecimento dos Intervalos de Referéncia para seus
parametros hematolégicos pode dar suporte para o0 monitoramento da saude de suas
populacdes e auxiliar na tomada de decisdes sobre agdes de manejo e conservacao.

O objetivo do presente trabalho foi estabelecer os Intervalos de Referéncia (IR)
para 12 parametros hematolégicos de uma populacdo de Tadarida brasiliensis do

extremo sul do Brasil.



2 Reviséo Bibliografica

A informacdo basica sobre perfis hematolégicos de morcegos é muito limitada
e dispersa. Alguns estudos hematolégicos incluindo varias espécies ja foram
realizados. Até o ano de 2016 havia informacdes disponiveis para 81 espécies, o que
representa apenas 7,3% das espécies de morcegos, e para cerca de nove das 18
familias de morcegos reconhecidas. As familias para as quais estao disponiveis mais
informacdes hematoldgicas sdo a Phyllostomidae, com dados para 29 espécies, e a
Vespertilionidae, com dados para 25 espécies (VILLALBA-ALEMAN e MUNOZ-
ROMO, 2016).

Na Regido Neotropical, Valdivieso e Tamsitt (1971) forneceram perfis
hematoldgicos para vérias espécies de morcegos da Colémbia e Porto Rico. Ja
Schinnerl et al. (2011) estudaram os valores hematoldgicos, como hematdcrito,
leucdcitos totais e diferenciais, de 255 morcegos representados por 26 espécies das
familias Phyllostomidae, Emballonuridae, Molossidae e Vespertilionidae capturados
em uma Floresta Tropical da Costa Rica.

Apesar de estarem disponiveis informacdes hematologicas para diversas
espécies, estudos hematoldgicos com estabelecimento de Intervalos de Referéncia
em morcegos com numero suficiente de individuos e analises estatisticas adequadas
conforme recomendacBes da American Society for Veterinary Clinical Pathology
(ASVCP) (ASVCP; FRIEDRICHS et al., 2012) séo escassos. A seguir é apresentada
uma revisao de literatura sobre os estudos hematoldgicos realizados em diferentes

familias.

2.1 Familia Pteropodidae

A familia Pteropodidae é a que inclui um maior nimero de estudos
hematoldgicos realizados com estabelecimento de Intervalos de Referéncia tanto com
exemplares mantidos em cativeiro, quanto de vida livre, fato que pode ser explicado
pela necessidade de tratamento veterinario para individuos dessas espécies que

frequentemente sdo levadas a hospitais e centros de reabilitagcdo. Para espécies da
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familia Pteropodidae, existem dados hematoldgicos médios para hematdécrito de 51%,
heméacias em 10x10%pul, contagem de leucdcitos totais em 10.000 células/pl,
hemoglobina em 16g/dl e contagem diferencial de leucécitos com neutroéfilos em 58%,
linfocitos em 40%, mondcitos 2%, eosinofilos 1% e basofilos 0% (VILLALBA-ALEMAN;
MUNOZ-ROMO, 2016).

Mclaughlin et al. (2007) realizaram um estudo com morcegos Pteropus
giganteus de vida livre no norte da india. O objetivo do estudo foi determinar os valores
hematoldgicos e bioquimicos para a espécie. Os resultados do estudo apresentaram
valores de referéncia para subadultos e adultos machos e fémeas, com destaque para
a variacao observada nos valores médios de linfocitos, cujos animais jovens tiveram
meédia maior do que a encontrada para 0s morcegos adultos.

McMichael et al. (2015) estudaram morcegos Pteropus alecto de vida livre
capturados no Sudeste de Queensland, Australia. Foram capturados 447 animais,
incluindo subadultos, machos e fémeas adultos, ao longo de 12 meses, com o objetivo
de estabelecer Intervalos de Referéncia hematoldgicos para a espécie. Os resultados
apresentados mostraram baixo numero de linfocitos, mondcitos e eosinéfilos para
fémeas em lactacdo em comparacdo a estudos hematoldgicos disponiveis para
Pteropodidae e nenhuma diferenca significativa nos valores hematimétricos entre
machos e fémeas.

Selig et al. (2016) estudaram morcegos frugivoros Eidolon helvum, mantidos
em cativeiro, no Cleveland Metroparks Zoo. O objetivo do estudo foi estabelecer os
Intervalos de Referéncia, sendo que a metodologia que determinou os Intervalos de
Referéncia foi realizada usando métodos recomendados pela American Society for
Veterinary e pelo Laboratory Standards Committee. O estudo apresentou Intervalos
de Referéncia para os parametros hematolégicos semelhantes aos valores vistos
anteriormente em outras espécies de morcegos Pteropodidae, embora com intervalo
de referéncia para leucocitos totais menor que o esperado.

Edson et al. (2018) realizaram um estudo com morcegos Pteropus
poliocephalus de vida livre, em North Queensland, Australia. O estudo teve o objetivo
de estabelecer os valores de referéncia hematologicos para a espécie e analisar as
possiveis variacbes entre fémeas e machos adultos e subadultos. Os resultados
mostraram que P. poliocephalus fémeas apresentaram meédias para leucocitos,

linfécitos e mondcitos mais elevadas que P. poliocephalus machos. Enquanto que
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machos e fémeas adultos apresentaram média para hemoglobina e VCM maior que
0s subadultos.

Ekeolu e Adebiyi (2018) estudaram morcegos Epomops franqueti de vida livre.
Para tal, foram capturados 17 morcegos adultos saudaveis, incluindo machos e
fémeas, de uma col6nia localizada na Nigéria. O objetivo do estudo foi investigar
possiveis variagdes hematoldgicas entre morcegos machos e fémeas. Os resultados
do estudo ndo apresentaram variacdes estatisticamente significativas para os valores
de hemoglobina, hematdcrito, VCM, CHCM, hemécias, de leucdcitos totais, linfécitos,
eosinofilos, monadcitos e neutrofilos.

McMichael et al. (2019) estudaram morcegos Pteropus conspicillatus de vida
livre, em Far North Queensland, Australia. O objetivo do trabalho foi estabelecer
Intervalos de Referéncia hematologicos para a espécie e compara-los aos valores
hematolégicos encontrados para Pteropus alecto (MCMICHAEL et. al., 2015). Os
resultados obtidos demonstram que ha diferencas na contagem de hemécias e
leucocitos diferenciais entre P. conspicillatus e P. alecto.

Moretti et al. (2020) estudaram o morcego frugivoro Rousettus aegyptiacus
mantidos em cativeiro. O objetivo desse estudo foi estabelecer os Intervalos de
Referéncia dos valores hematimétricos e leucocitarios para a espécie. Os resultados
apresentados no estudo mostraram Intervalos de Referéncia para hematdcrito,
hemoglobina, leucdcitos totais e linfécitos com valores menores que outros morcegos

Pteropodidae com dados disponiveis.

2.2 Familia Vespertilionidae

No que se refere a familia Vespertilionidae, estudos com algumas espécies ja
foram realizados, principalmente na Europa. Esses estudos geralmente focam nas
variacbes hematologicas de espécies que hibernam, avaliando especialmente
leucdcitos e suas consequéncias imunoldgicas. Nao hd nenhum estudo disponivel
com estabelecimento de Intervalos de Referéncia hematolégicos para a familia.
Villalba-aleman e Munoz-Romo (2016), com base nos dados disponiveis para 24
espécies da familia, calcularam os valores médios de hematdcrito de 54%, hemacias
13x108/ul, contagem de leucdcitos totais se aproximando de 4.900 células/pl,
hemoglobina 15g/dl e contagem diferencial de leucécitos com neutréfilos 44%,

linfocitos a 50%, mondcitos a 3%, eosindfilos a 2% e basofilos a 1%.
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Wolk e Bogdanowicz (1987) conduziram um estudo com Myotis daubentoni, em
hibernagédo, em Miedzyrzecki, regido oeste da Polonia. O objetivo do estudo foi
estabelecer de valores hematoldgicos para a espécie no periodo em que estavam
hibernando. Os resultados mostraram que o0s parametros hematoldgicos dos
morcegos machos e fémeas diferiram no que diz respeito as hemécias, com maior
namero de células menores encontradas em machos. Ja os valores obtidos para
hemoglobina e hematdécrito foram semelhantes em ambos 0s sexos.

Kovalchuk et al. (2017) estudaram populacdes de vida livre de Myotis
dasycneme, nos Montes Urais, Russia. O estudo analisou 40 amostras de sangue de
adultos, machos e fémeas e subadultos com o objetivo de determinar os valores
hematolégicos para espécie. As analises revelaram algumas mudancas nos
parametros hematolégicos em morcegos capturados no outono, pouco tempo antes
do periodo de hibernacao, além de diferencas nas principais variaveis hematimétricas
entre machos e fémeas adultos de M. dasycheme, com excecdo para hemoglobina.
O estudo também indicou que o numero de hemacias e o nivel de hemoglobina
aumentam conforme aumenta a idade do morcego, embora os valores de leucécitos
permanecam relativamente estaveis, destacando a capacidade de resposta
adaptativa hematoldgica dos morcegos frente a sazonalidade climéatica.

Kizhina et al. (2018) realizaram um estudo com a espécie Eptesicus nilssonii
de vida livre, durante a hibernacéo, no noroeste da Russia. O objetivo do estudo foi
analisar as variacbes hematolégicas para a espécie no inicio do periodo de
hibernacéo (final do outono), meio do periodo (inverno) e final da hibernacéo (inicio
da primavera). O estudo revelou alteracbes de varios parametros hematolégicos
durante a estacdo de hibernacdo. Eptesicus nilssonii possui valores meédios
considerados baixos e com pouca variagdo para hemoglobina, hemécias e leucocitos
totais e diferenciais no periodo de hibernacdo. Enquanto que no comeco da primavera
foi observado valores médios mais altos para linfocitos, neutréfilos e basofilos.

Uzenbaeva et al. (2018) realizaram estudo com cinco espécies de morcegos
Vespertilionidae em hibernagédo, na Russia. O objetivo do trabalho foi estudar a
composicdo e morfologia das células do sangue periférico durante o periodo de
hibernacéo. O estudo foi realizado com 60 individuos pertencentes a trés géneros,
sendo 10 espécimes de Myotis daubentonii (seis fémeas e quatro machos), cinco de
Myotis mystacinus (trés fémeas e dois machos), 13 Myotis brandtii (sete fémeas e seis

machos), 25 Eptesicus nilssonii (18 fémeas e sete machos) e sete Plecotus auritus
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(seis fémeas e um macho). Os resultados mostraram que essas espécies possuem
um baixo nivel de leucdcitos, com prevaléncia de neutréfilos sobre linfécitos. Os
valores baixos de leucécitos podem ter relacdo com o periodo de hibernacdo, uma
vez que nesse periodo essas células migram para as paredes dos vasos e 0rgao
linféides, diminuindo suas concentracdes plasmaticas.

Ruoss et al. (2019) estudaram populacdes de vida livre de Myotis daubentonii,
na Alemanha. O objetivo do estudo foi avaliar o padréo leucocitario e sua interferéncia
nas variacdes imunoldgicas em distintos estagios reprodutivos das fémeas e machos
adultos da espécie. Amostras de sangue de machos e fémeas de M. daubentonii foram
colhidas em diferentes estados reprodutivos para avaliacdo leucocitaria associadas
as andlises sorologicas pertinentes. Foi observado diferencas nos valores
leucocitarios em fémeas gravidas e lactantes, da mesma maneira que em machos em
periodo reprodutivo.

Bandouchova et al. (2020) estudaram populagdes de vida livre do morcego
hibernante Myotis myotis em seis localidades da Republica Tcheca. O objetivo do
estudo foi avaliar os efeitos que a sazonalidade climatica tem sobre os valores de
hematdcrito e hemoglobina. No geral, a espécie apresentou valores altos de
hematocrito e hemoglobina no inicio do inverno em relacdo aos dados disponiveis
para morcegos da mesma familia.

Holtz et al. (2020) estudaram o morcego insetivoro Miniopterus orianae bassanii
em Naracoorte Caves National Park, no sul da Australia. O objetivo do estudo foi
estabelecer valores hematolégicos para a espécie, entender como 0s componentes
podem indicar seu status de saude e, ainda, comparar os dados com valores obtidos
para algumas espécies de morcegos da mesma familia, como Miniopterus
schreibersii. Miniopterus orianae bassanii tém valores médios mais baixos para
leucdcitos totais e neutroéfilos e apresenta média mais alta para linfocitos, mondcitos e

eosinofilos que M. schreibersii.

2.3 Familia Phyllostomidae

A familia Phyllostomidae inclui grande numero de espécies, algumas sao muito
abundantes e ocupam diferentes nichos ecolégicos. Alguns estudos hematoldgicos ja
foram realizados com essa familia, geralmente buscando obter os valores de

referéncia para espécies em cativeiro ou vida livre, além de obtencdo de valores
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hematoldgicos para estudos epidemioldgicos e biomédicos, como em Desmodus
Rotundus, ja que essa espécie possui papel importante no ciclo do virus da raiva
(ALMEIDA et al., 2014).

Héa dados hematologicos para 45 espécies da familia e os valores médios para
hematdcrito sdo de 52%, heméacias sdo de 8x10%/ul, enquanto a contagem de
leucocitos totais se aproxima de 5.500 células/pl e a hemoglobina é de 16 g/dl. A
contagem diferencial de leucdcitos atinge tipicamente valores de 43% de neutrdfilos,
51% de linfocitos, 2% de mondcitos, 3% de eosindfilos e 1% de basofilos (VILLALBA-
ALEMAN; MUNOZ-ROMO, 2016).

Santos et al. (2007), realizaram um estudo com a espécie de morcego
hematofago D. rotundus capturada em trés localidades diferentes do Rio Grande do
Sul, sul do Brasil. O trabalho teve o objetivo de estabelecer os valores de referéncia
hematimatricos e leucocitarios para a espécie. Os resultados das analises mostraram
valores de referéncia para hematocrito similares a outros trabalhos com valores
hematoldgicos disponiveis para Phyllostomidae.

Antunes et al. (2013) conduziram um estudo com Artibeus lituratus, Carollia
perspicillata e Sturnira lilium, em vida livre, em areas fragmentadas de Mata Atlantica
situadas no nordeste do estado do Parana. O objetivo do trabalho foi obter os valores
de referéncia hematoldgicos para as espécies e suas variagbdes ao longo das
estacodes. O estudo apresentou valores médios de hemoglobina e hematécrito maiores
no inverno em relagdo ao verao para todas as espécies capturadas, com machos
tendo uma média para hemoglobina e hematécrito maior do que as fémeas.

Almeida et al. (2014) fizeram um estudo com a espécie D. rotundus, na cidade
de Sao Paulo. O objetivo do trabalho foi analisar o perfil hematolégico da espécie
antes e apos infeccao experimental com virus da raiva para posterior estabelecimento
de valores de referéncia hematologicos. Para isso, 68 amostras de sangue foram
coletadas antes da infeccédo experimental e 28 coletadas no dia 33 apos a infecgao
experimental. Os resultados apresentaram valores para hemacias e leucdcitos totais
antes das infeccbes experimentais foram 9,97x10°mm3 e 4,80x103mm3,
respectivamente. Os neutrofilos representaram 69,9% dos leucocitos e os linfocitos
26,9%. Apos as infecgbes experimentais, a contagem de hemacias e leucocitos totais
foi de 9,43x 10°mm3 e 3,98x103mms3, respectivamente. Os neutréfilos representaram

40% das células brancas do sangue e os linfocitos representaram 59%.
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Kuzel et al. (2020) realizaram um estudo com o morcego frugivoro Artibeus
lituratus coletados em uma floresta urbana na cidade do Rio de Janeiro, sudeste do
Brasil. O objetivo do estudo foi obter os Intervalos de Referéncia hematologicos para
a espécie. Foram capturados morcegos machos em atividade reprodutiva e fora do
periodo reprodutivo e fémeas gravidas, lactantes, pds lactantes e inativas. Os
resultados apresentaram valores meédios maiores para hemacias, hematdcrito,
eosinofilos, mondcitos, neutréfilos e basoéfilos quando comparados a estudos
disponiveis com morcegos da mesma familia, além dos individuos machos
apresentarem valores meédios significativamente maiores para hematdcrito, basofilos
e hemécias quando comparados aos valores obtidos para fémeas.

Strumpf et al. (2020) realizaram um estudo com morcegos frugivoros Artibeus
jamaicensis em cativeiro. O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos do sedativo
Isoflurano nos valores hematol6gicos da espécie. Para isso, 0 estudo apresentou
valores hematoldgicos de referéncia para A. jamaicensis fisica e guimicamente
contidos, abrindo um comparativo entre os dois grupos. Os resultados indicaram
aumento significativo na contagem de leucdcitos, linfocitos e mondcitos nos morcegos
anestesiados. Contudo, os parédmetros de hemécias e plaquetas ndo diferiram
significativamente entre os dois grupos de morcegos estudados.

2.4 Familia Molossidae

Poucos estudos hematolégicos foram realizados com morcegos da familia
Molossidae, com nimero muito pequeno de individuos e sem o estabelecimento de
Intervalos de Referéncia para as espécies (SCHINNERL et al., 2011, VILLALBA-
ALEMA; MUNOZ-ROMO, 2016). Para a familia Molossidae somente se realizaram
avaliacbes hematologicas para as seguintes 12 espécies: Cheiromeles torquatus,
Molossops temminckii, Molossus bondae, M. molossus, M. sinaloae, Otomops
martiensseni, Tadarida aegyptiaca, T. brasiliensis, T. brasiliensis mexicana e T. mops.
Para estas espécies, foram obtidos o0s seguintes dados hematolégicos: 59% de
hematdcrito, hemacias de 12x10%/ul, a contagem de leucécitos em aproximadamente
1.800 células/pl e hemoglobina de 19g/dl. A contagem diferencial de leucdcitos
alcanca valores de 51% de neutrofilos, 44% de linfocitos, 3% de mondcitos, 2% de

eosindfilos e 2% de basoéfilos.
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Krutzsh e Hughes (1959) estudaram a espécie Tadarida brasiliensis mexicana,
no Condado de Blanco, Texas. O objetivo do estudo foi estudar o efeito do torpor na
dimensao do baco e composicao do sangue da espécie. Os resultados mostraram que
o baco dos morcegos parece maior no periodo de torpor, € que ele retorna as suas
dimensdes normais rapidamente quando os morcegos sao transferidos do ambiente
frio para o quente. Também foi observado uma redugéo na contagem de hemacias do
sangue periférico nos morcegos em estado de torpor.

Valdivieso e Tamsitt (1971) estudaram na Coldombia, Porto Rico e nas Ilhas
Virgens trés espécies de morcegos em vida livre, pertencentes a duas familias,
incluindo o Molossidae insetivoro T. brasiliensis. O objetivo do estudo foi obter os
valores hematoldgicos para as espécies. Os resultados mostraram que T. brasiliensis
apresentaram contagem de leucécitos mais baixa do que as outras espécies. Nao
houve diferencas significativas para os valores de hemoglobina, hematdcritos e
leucocitos diferenciais em fémeas lactantes, gravidas ou inativas.

Rodriguez-Duran e Padilha-Rodrigues (2008) realizaram estudo com 12
individuos em vida livre de T. brasiliensis, em Porto Rico. O objetivo do estudo foi
relacionar massa cardiaca, morfologia das asas e caracteristicas hematoldgicas dos
morcegos. Os resultados mostraram que a massa cardiaca e o hematdécrito estavam

significativamente correlacionados com a morfologia das asas da espécie estudada.

2.5 Outras Familias

Outras familias de morcegos contam com um numero escasso de estudos
hematoldgicos, realizados com poucos individuos de vida livre e sem estabelecimento
dos Intervalos de Referéncia para as espécies. Para a familia Emballonuridae existem
dados hematologicos para somente quatro espécies com valores médios de 58% para
hematdcrito, 9x108/ul para hemacias e 4.000 células/pl para a contagem de leucocitos
totais. O valor de hemoglobina é registrado apenas para a espécie Taphozous
melanopogon a 16g /dl. Os parametros de contagem diferencial de leucocitos séao 36%
para neutrofilos, 62% para linfocitos, 2% para eosindfilos e 0% para mondcitos e
basdfilos. As espécies Emballonuridae com dados disponiveis sdo Cormura
brevirostris, Rhynchonycteris naso, Saccopteryx bilineata e Taphozous melanopogon

(VILLALBA-ALEMAN; MUNOZ-ROMO, 2016).
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Thengare et al. (2015), em estudo realizado em 2014, compararam os valores
hematoldgicos de individuos machos adultos e fémeas lactantes de vida livre do
morcego Taphozous kachhensis. Os resultados apresentados mostraram que 0S
valores médios para hemoglobina, hematocrito, CHCM e hemacias foram um pouco
menores em fémeas lactantes quando comparados com os valores hematimétricos de
machos adultos. No entanto, a média apresentada para VCM, plaquetas e leucécitos
totais foram menores em machos adultos. A contagem diferencial de leucdcitos
revelou valores médios baixos para eosinofilos e mondécitos para ambos 0s sexos com
basofilos ndo sendo observados em nenhuma das amostras.

Por sua vez, Mormoops blainvillei, Pteronotus gymnonotus e Pteronotus
quadridens, trés espécies da familia Mormoopidae, apresentam valores de
hematocrito proximo a 60%. Em relacdo aos outros parametros hematoldgicos,
apenas para P. gymnonotus os dados séo relatados para contagem de leucécitos
totais em 1.300 células/pl e contagem diferencial de leucocitos com neutréfilos em
24%, linfocitos em 71%, eosindfilos em 3% e mondcitos e basofilos em 1%
(VILLALBA-ALEMAN; MUNOZ-ROMO, 2016).

Na familia Noctilionidae, os valores hematolégicos conhecidos séo apenas para
Noctilio leporinus, uma das duas espécies que compdem a familia e os dados
disponiveis sdo 49% para hematocrito e contagem diferencial de leucocitos com
neutrofilos em 36%, linfécitos 62%, mondcitos 1%, eosindfilos 2% e basofilos 0%
(VILLALBA-ALEMAN; MUNOZ-ROMO, 2016). Por outro lado, para a familia
Hipposideridae, apenas um estudo hematolégico foi relatado para a espécie
Hipposideros lankadiva. Os dados hematologicos sdo de 59% para hematdcrito,
9x108/ul hemacias, 9.500 células/pl para leucdcitos totais e contagem diferencial de
leucécitos com neutréfilos em 47%, linfécitos em 50%, eosinodfilos em 1%, mondcitos
e basofilos em 0% (VILLALBA-ALEMAN; MUNOZ-ROMO, 2016).

Por fim, para a familia Rhinolophidae, a hematologia foi estudada apenas em
Rhinolophus ferrumequinum, com valores de 63% para hematécrito, 12x108/ul para
hemacias e 19g/dl para hemoglobina (VILLALBA-ALEMAN; MUNOZ-ROMO, 2016).



3 Material e Métodos

3.1 Area de Estudo

O trabalho foi realizado no municipio do Capédo do Led&o, sul da Planicie
Costeira do Rio Grande do Sul, Brasil. A &rea de estudo esta situada no Bioma Pampa,
na fitofisionomia das Formacdes Pioneiras (IBGE, 2010) e pode ser descrita como um
mosaico que inclui campos nativos, pastagens, banhados, fragmentos de Mata de
Restinga e plantacdes de arroz e eucaliptos. O clima da regido é classificado como
Temperado, Mesotérmico Brando Superimido e sem seca (IBGE, 1997), com
temperatura média variando entre 9°C e 16 no inverno e 24 e 33°C no verao.

Segundo a Estacdo Agroclimatoldgica de Pelotas (Capao do Leé&o), de 1971 a
2000, as temperaturas médias das estacfes estiveram entre 22,9°C no verao, 16,4°C
no outono, 13,2°C no inverno e 19,0°C na primavera. Quanto a precipitacao na regiao
do municipio, as médias da mesma época foram 333,5mm no verdo, 289,7mm no
outono, 356,3mm no inverno e de 286,1mm na primavera. No ano de nosso estudo
(2019-2020), as temperaturas médias das estacbes foram de 29,8°C no veréo, 17,1°C
no outono, 12,8°C no inverno de 12,8°C e 21,7°C primavera; ao passo que a
precipitacdo no municipio foi em média 377,5mm no verdo, 230,0mm no outono,
380,8mm no inverno e de 235,9mm na primavera.

Foram estudadas duas colbnias de T. brasiliensis, sendo uma delas no s6tédo
do prédio do Nucleo de Reabilitacdo da Fauna Silvestre e Centro de Triagem de
Animais Silvestres (NURFS/CETAS) (31.80°S 52.41°W), no Campus Capéao do Leao
da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), municipio de Capédo do Le&o, Rio
Grande do Sul, Brasil. A construcdo é de alvenaria, térreo, com laje de concreto sem
alcapao ou acesso ao sétao que € revestido por telhado de fibrocimento. O abrigo no
qual a colbnia esta possui fendas na jungédo da parede com as telhas pelas quais os
individuos fazem o acesso. A colbnia permanece no abrigo durante todo o ano,
havendo variacbes sazonais no numero de individuos (FRANCO, 2011). A segunda

colonia estava alojada em fendas no terceiro andar de um prédio em construgéo, entre
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colunas de concreto (31.80°S 52.42°W), também localizado no Campus Capéo do
Ledo (UFPel).

3.2 Coleta de amostras

Um total de 139 individuos adultos da espécie T. brasiliensis incluindo
espécimes das duas colbnias foi capturado com auxilio de redes de neblina (mist nets)
ou armadilhas de harpa (harp trap) (KUNZ; KURTA, 1988) (Apéndice N). As capturas
foram mensais e tiverem inicio em abril de 2019, estendendo-se até marco de 2020,
totalizando 12 meses de estudo, contemplando as quatro estacdes do ano e
ocorreram no crepusculo, considerando o habito de forrageamento da espécie.

Os animais capturados foram contidos fisicamente e avaliados através da
observacdo de mucosas, grau de atividade, cobertura pilosa, escore corporal,
presenca de ectoparasitas e sujidades. Além disso, foram sexados, pesados (Pesola
de 20g com 0,2g de precisdo) e o comprimento do antebraco mensurado por
paquimetro digital com precisao de 0,01mm. Procedida a coleta de dados e do sangue,
os individuos capturados foram reavaliados e soltos no mesmo local de captura.

As amostras de sangue foram inicialmente colhidas pelas veias braquial ou
cefalica (propatagial) conforme recomendado por Racey et. al. (2011). No entanto,
nao é incomum que a colheita de sangue por esses vasos seja acompanhada de
hematomas (SMITH et al., 2010). Portanto, optou-se, a posteriori, pela colheita através
da veia femoral, junto ao trigono femoral, com o morcego contigo em decubito dorsal
sobre uma superficie plana, com a abdu¢do do membro pélvico e exposicao da face
medial da coxa. A puncgéo foi feita utilizando-se seringas de insulina de 100Ul
preparadas com etilenodiamino tetra-acético (EDTA), na dosagem de 0,02ml de EDTA
para 0,1ml de sangue, em angulo de 45° com aproximadamente 1/3 da agulha
introduzida no tecido cutaneo e adjacentes, para posterior acondicionamento em
tubos Eppendorfs® sem anticoagulante.

A quantidade de sangue colhido foi de até 1% do peso corporal do espécime
capturado, evitando debilitd-lo ou prejudicar sua capacidade de voo (JAIN, 1993). As
amostras foram armazenadas em geladeira (4°C) por 12 horas (BAPTISTA et. al,,

2006) para posterior transporte e analise imediata no laboratdério.



23

Foram avaliados sete parametros hematoldgicos: hemécias (x10°), leucécitos
totais (ul), teor de hemoglobina (g/dl), hematécrito (%), volume corpuscular médio
(VCM) (fl), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) (%) e contagem
plaquetaria (x103). A contagem das células foi realizada em automacéo hematolégica
veterinaria pocH — 100iV Diff®. A contagem diferencial leucocitaria foi analisada
através de microscopia optica em esfregaco sanguineo corado com o kit Panético
Rapido® (THRALL et al., 2004). O valor das proteinas plasmaticas totais foi obtido do
plasma em aparelho refratbmetro analégico RHO-90 Brix®, apés centrifugacdo da
amostra em tubo capilar (THRALL et al., 2015). A analise laboratorial foi realizada no
Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria do Hospital Veterinario (HCV) da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel).

3.3 Andlise dos dados

A determinacao dos Intervalos de Referéncia (RI) e dos Intervalos de Confianca
(CI) foi realizada com a utilizacdo de métodos recomendados pela American Society
for Veterinary Clinical Pathology (ASVCP) (ASVCP; FRIEDRICHS et al., 2012). As
analises foram realizadas no programa estatistico Reference Value Advisor v.2.1 no
ambiente Microsoft Excel 2010 for Windows (GEFFRE et al., 2009).

Os valores dos doze parametros hematoldgicos estudados foram analisados
guanto a estatistica descritiva e foram calculadas as médias e seus desvios padrées,
medianas e valores maximos e minimos. Foram construidos histogramas e gréficos
QQ para inspecao visual da distribuicdo dos dados e verificacdo de normalidade. A
existéncia de normalidade nos dados foi verificada com o teste de Anderson-Darling
e foi realizado teste de simetria para o conjunto de dados brutos e para os dados
transformados. Para os testes de normalidade e simetria foi utilizado o p valor de <
0,05. O teste de Dixon e Tukey foram utilizados para a deteccao de outliers e o de
Tukey para a localizagéo de valores suspeitos. O menor numero possivel de valores
discrepantes foi retirado, somente quando a andlise era distorcida pela sua presenca
e havendo a possibilidade de o individuo estar com o parametro sanguineo alterado.

Com o programa Reference Value Advisor foram calculados os Intervalos de
Referéncia (RI) e os Intervalos de Confianca (Cl) através de cinco diferentes métodos,
com os dados brutos através do método padrao e robusto, com os dados nédo normais
transformados através do método padrdo e robusto e através do método ndao
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paramétrico. A transformacgéo dos dados ndo normais € realizada automaticamente
pelo programa pelo método de Box-Cox. A selecao dos Intervalos de Referéncia (IR)
e dos Intervalos de Confianca (IC) mais adequados foi realizada com base no tamanho
das amostras disponiveis e na distribuicdo dos dados (FRIEDRICHS et al., 2012), na
comparacdo com os dados brutos e nos limites de IR e IC. O método Standard foi
utilizado apenas em casos de falta de simetria na distribuicdo dos dados. O método
nao parameétrico foi utilizado apenas em casos de auséncia de normalidade e simetria,
0 que impossibilita 0 uso dos outros quatro métodos, e no caso em que o tamanho da

amostra era maior do que 120 individuos.



4 Resultados

Os resultados obtidos para os 12 parametros hematologicos, incluido a
estatistica descritiva dos dados brutos, os calculos dos Intervalos de Referéncia (IR)
e os Intervalos de Confianca (IC) de 90% para o limite inferior e superior dos IRs estao
sintetizados na Tabela 1. As analises completas geradas pelo programa estatistico
Reference Value Advisor v.2.1 estdo compiladas nos Apéndices A até M.

Tadarida brasiliensis apresenta as células leucocitarias compostas por
neutréfilos segmentados, linfocitos, eosinofilos e mondcitos, ndo foram detectados
basdfilos. A estatistica descritiva para a frequéncia dos diferentes tipos de leucdcitos
€ apresentada na Tabela 2. A relacdo entre neutrofilos segmentados e linfocitos é
bastante equilibrada na espécie (Tabela 1 e 2). Eosindfilos foram detectados em 75
(88,2%) dos 85 individuos analisados e mondcitos foram detectados em 16 (18,6%)
individuos dos 86 analisados.

Individuos com evidente hemdlise na amostra e/ou valores atipicos no nimero
total de leucdcitos, neutrofilos segmentados e eosindfilos, muito discrepantes em
relacdo ao conjunto de dados foram eliminados da amostragem.
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Tabela 1 - Estatistica descritiva, Intervalos de Referéncia (IR) e Intervalos de Confianca (IC) de 12 parametros hematoldgicos do

morcego Tadarida brasiliensis capturados entre abril de 2019 e marco de 2020, no municipio de Capéao do Ledo (RS), extremo sul

do Brasil.
Parametros
o N M = DP Med Min-Méax IR 90% IC paraLL 90% IC para UL

Hematolb6gicos
Heméacias

119 10,1+25 10,4 3,13-14,88 4,2 -14,2 29-53 13,7 -14,6
(x108/ul)?
Hemoglobina

119 115+£25 12,0 3,9-16,4 54-15,6 4,2 - 6,6 15,2-16,0
(g/d)+2?
Hematdcrito (%)?2 119 38,3+9,7 39,9 11,5-56,9 16,6 - 55,2 12,7 - 20,2 53,4 - 56,8
VCM (fl)! 117 38,1+1,6 38,2 33,6 -42 34,6 - 40,9 33,9-35,1 40,6 - 41,2
CHCM (%)3 117 30,1+1,5 29,8 27,1-35,4 27,7 - 34,5 27,1 -28,1 33,4-35,4
PPT(g/dl)3 70 6,2+0,3 6,2 52-7,0 55-7,0 52-5,8 6,8-7,0
Plaguetas (x103)3 139 2687,8+1821,8 2307,0 282 - 9605 679,0 - 8041,5 282,0-791,0 6517,0 - 9605,0
Leucécitos (ul)? 96 1932,1+1000,5 1800,0 500 - 4800 500,7 - 4383,9 426,9 - 601,7 3898,3 - 4918,3
Neutrdfilos (ul)? 84 942,4 +578,6 756,0 100 - 2745 116,8 - 2315,8 ND - 169,4 1984,8 - 2584,6
Linfocitos (ul)? 86 1000,2 + 666,9 866,0 126 - 3111 173,4 - 2697,5 137,5-218,6 2257,0 - 3166,0
Eosinodfilos (ul)3 85 204,1 + 189,6 145,0 0-817 0,0 - 691,6 0,0-0,0 603,9 - 817,0
Mondcitos (ul)3 86 13,1+475 0,0 0-392 0,0-130,4 0,0-0,0 54,6 - 392,0

N: ndmero de individuos; M: média; DP: desvio padrdo; Med: mediana; Min-Max: valores minimos e maximos; IR: intervalo de referéncia; 90% IC para LL: 90%
do intervalo de confianca (IC) para o limite inferior do IR; 90% IC para UL: 90% do intervalo de confianca (IC) para o limite superior do IR; ND: ndo determinado
devido ao tamanho pequeno da amostra (o valor minimo pode ser usado como limite do intervalo de confianga). Método Utilizado para obtengédo do IR e IC: 1.
Box Cox Standart; 2. Box Cox Robust; 3. Ndo Paramétrico.
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Tabela 2 - Estatistica descritiva da frequéncia (%) dos quatro tipos de leucdcitos

componentes do sangue de individuos de Tadarida brasiliensis capturados entre abril

de 2019 e marco de 2020, no municipio de Capéao do Leédo (RS), extremo sul do Brasil.

Tipos de Média _ Minimo -
: n _ Mediana _
Leucocitos Desvio Padréao Maximo
Neutréfilos 84 446 + 18,6 42 9-84
Linfécitos 86 44 4 + 15,1 46 12 - 80
Eosindfilos 85 9,7+8,5 8 0-40
Monécitos 86 0,57 +1,69 0,57 0-10




5 Discusséao

O presente estudo apresenta pela primeira vez os Intervalos de Referéncia
hematoldgicos para uma espécie de Molossidae, Tadarida brasiliensis, estabelecendo
comparacgdes entre a familia Molossidae e outras familias de morcegos. Até o
momento estavam disponiveis dados hematologicos para espécies de Molossidae
baseados em poucos individuos e sem estabelecimento de IR (VILLALBA-ALEMA;
MUNOZ-ROMO, 2016). Grande parte dos estudos hematoldgicos realizados com
espécies de morcegos nao estabelecem Intervalos de Referéncia ou os célculos séo
realizados com poucos individuos capturados em um periodo restrito do ano ou as
analises estatisticas sdo questionaveis. A maioria dos trabalhos apresenta apenas a
média com desvio padrdo ou mediana e valores minimos e méaximos de cada
pardmetro hematologico. Essas limitacbes metodologicas e estatisticas dificultam a
comparacao dos parametros entre as espécies e o estabelecimento de padrbes
hematoldgicos para as familias de morcegos.

Os Intervalos de Referéncia foram calculados com um numero razoavel de
individuos saudaveis, incluindo machos e fémeas adultos capturados em todos 0s
meses do ano e em diferentes periodos de seus ciclos reprodutivos. Uma parcela da
populacdo de T. brasiliensis € residente no outono e inverno na regido, ao contrario
da maioria das regides de distribuicdo da espécie no hemisfério sul, o que possibilitou
a captura o ano inteiro.

Os morcegos tendem a possuir valores altos e variaveis de hemoglobina,
hemacias, hematdcrito, VCM e CHCM do que outras espécies de mamiferos, devido
a alta necessidade de oxigénio para se deslocar por meio do voo (MAINA, 2000;
RASKIN; WARDROP, 2011). Para tal, os morcegos apresentam como adaptacédo um
sistema circulatério altamente especializado para atender essas necessidades,
produzindo hemécias de tamanho reduzido e em maior niumero, a fim de melhorar sua
ligagdo com oxigénio e aumentar sua capacidade de transporte (VILLALBA-ALEMAN;
MUNOZ-ROMO, 2016; SAFRA et al., 2018). Os dados obtidos no presente estudo

indicam que T. brasililiesis apresenta ampla variacdo nos parametros de hematimetria,
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incluindo contagem de hemécias, concentracdo de hemoglobina e hematdcrito
quando comparado com outras espécies das familias Pteropodidae, Phyllostomidae e
Vespertilionidae. A maior diferenca observada foi nos valores mais baixos dos limites
inferiores dos Intervalos de Referéncia. Esses resultados podem ser atribuidos ao
namero alto de individuos machos e fémeas em diferentes estagios reprodutivos
incluidos na amostra, que foram eficientes para detectar a variabilidade da espécie.
Porém, outra possibilidade é a variacdo ser decorrente das mudancas fisiologicas
devidas as variacbes de temperatura, estado de torpor e na disponibilidade de
alimento na regiao.

Apesar de haver uma populagéo residente na area de estudo todo o ano, os
individuos ndo saem dos abrigos em periodos de temperatura muito baixa e ndo se
alimentam, o que pode durar alguns dias. Ja foi descrito que a espécie entra em torpor,
0 que pode ser responsavel pelo limite inferior baixo dos Intervalos de Referéncia
desses trés parametros. As concentragfes dos constituintes do sangue mudam
guando um animal fica exposto a mudancas de temperatura, baixa qualidade de
alimentos e a componentes endégenos, como os horménios sexuais (WOLKERS et
al., 1994; RASHID et al., 2016; BANDOUCHOVA et al., 2020).

O numero de hemacias totais obtido no presente estudo apresentou grande
variacéo (IR 4,2 - 14,2 x10° pl) sendo o valor médio encontrado (10,1 + 2,5 x106 pl)
semelhante ao de sete individuos de Tadarida brasiliensis mexicana (10,65 x10° pl)
(KRUTZSH; HUGHES, 1959). Morcegos frugivoros da familia Pteropodidae, como
Eidolon helvum (SELIG et al., 2016), Rousettus aegyptiacus (MORETTI et al., 2020),
Pteropus alecto (MCMICHAEL et al., 2015) e Pteropus conspicillatus (MCMICHAEL et
al., 2019) apresentam Intervalos de Referéncia pouco variaveis quando comparados
com T. brasiliensis. O mesmo parece ocorrer com morcegos hematofagos da familia
Phyllostomidae, como Desmodus rotundus (SANTOS et al.,, 2007). J& morcegos
insetivoros da familia Vespertilionidae, como Miniopterus orianae (HOTZ et al., 2020),
apresentou valor de referéncia com variagdo semelhante, porém com limites inferiores
e superiores de IR mais altos do que apresentado para T. brasiliensis. Tal achado leva
a concluir que o tipo de dieta e sua disponibilidade no habitat pode ser um fator
determinante na amplitude dos valores médios de hemacias circulantes.

Os valores de concentracdo de hemoglobina obtidos também apresentaram
grande variacdo e sdo baixos quando comparados a espécies de outras familias (IR

5,4 - 15,6 g/dl). Os IRs de espécies de morcegos Pteropodidae sdo menos amplos e
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com tendéncia a terem limites inferiores e superiores mais altos do que T. brasiliensis,
como constatado nas espécies E. helvum (SELIG et al.,, 2016), R. aegyptiacus
(MORETTI et al., 2020), Pteropus alecto (MCMICHAEL et al., 2015), P. conspicillatus
(MCMICHAEL et al., 2019) e Pteropus poliocephalus (EDSON et al., 2018). O mesmo
padrao foi observado quando o IR de T. brasiliensis € comparado com os de espécies
de Vespertilionidae, como Miniopterus orianae (HOTZ et al., 2020), Myotis myotis
(BANDOUCHOVA et at. 2020) e Myotis dacycneme (KOVALCHUK et al. 2017). O
valor médio obtido para concentragdo de hemoglobina para T. brasiliensis (11,5 + 2,5
g/dl) € menor do que o encontrado paral4 individuos de Otomops martiensseni (19,4
g/dl) (KINOTI, 1973).

O IR para o hematécrito de T. brasiliensis apresentou maior variagdo e, no
geral, € mais baixo do que o observado em outras espécies (IR 16,6 - 55,2 %).
Espécies de morcegos Pteropodidae, como E. helvum (SELIG et al., 2016), P. alecto
(MCMICHAEI et al., 2015) e P. conspicillatus (MCMICHAEL et al., 2019), apresentam
os limites inferiores do IR mais altos e os limites superiores semelhantes ao obtido
para T. brasiliensis. Espécies de morcegos Phyllostomidae apresentam pouca
variacdo e valores mais altos de hematdcrito do que observado em T. brasiliensis,
como foi detectado em Phyllostomus discolor e Carollia perspicillata (SCHINNERL et
al., 2011) e D. rotundus (SANTOS et al., 2007). Ja espécies de Vespertilionidae, como
M. schreibersii (HOTZ et al., 2020), M. dacycneme (KOVALCHUK et al., 2017) e M.
elegans (SCHINNERL et al., 2011) apresentam pouca variagéo e limites inferiores e
superiores de IR de hematocrito mais elevados que os de T. brasiliensis. Os valores
médios de hematdcrito de 12 espécies de Molossidae variaram de 50% (n=5) em
Tadarida mops até 65,8% (n=6) em Molossus sinaloae, sendo que o valor médio para
T. brasiliensis foi de 53,5% (n=12) (VILLALBA-ALEMAN; MUNOZ-ROMO, 2016).
Schinnerl et al. (2011) trabalhou na Costa Rica com 26 espécies de diferentes familias
e encontrou 0s maiores valores de hematdcrito para as duas espécies de Molossus,
M. bondae e M. sinaloae, concluindo que espécies da familia possuem os valores mais
altos para esse parametro. Porém, os valores obtidos no presente trabalho sdo mais
baixos, indicando que possa haver variacdo geografica, provavelmente determinado
por efeitos de variacdes em temperatura e na disponibilidade de alimento.

Por outro lado, os intervalos de referéncia obtidos para VCM e CHCM seguem
um padrédo distinto apresentando pequena variacdo e valores baixos quando

comparados com espécies de outras familias. O VCM apresentou uma diferenca de
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apenas 6,3 fl entre o limite inferior e superior do IR (34,6 - 40,9 fl) e 0 CHCM teve
variacdo de 6,8% entre os limites inferiores e superiores do IR (27,7 - 34,5 %). Em
morcegos Pteropodidae, os intervalos de VCM e CHCM sdo mais amplos e tém o0s
limites mais altos, como observado em E. helvum (SELIG et al., 2016), P.
poliocephalus (EDSON et al., 2018), Pteropus alecto (McMichael et. al., 2015) e P.
conspicillatus (MCMICHAEL et. al., 2019). O mesmo ocorreu com as espécies M.
dacycneme (KOVALCHUK et al., 2017) e Miniopterus orianae bassanii (HOLTZ et at.,
2020) e uma espécie Phyllostomidae, D. rotundus (SANTOS et al., 2007), cujos limites
inferiores de seu intervalo ainda apresentaram valores maiores que em T. brasiliensis.

Os valores obtidos para plaguetas em T. brasiliensis apresentaram intervalo
com grande variacdo, além de limite superior alto (IR 679,0 - 8041,5 x10%/ul). Em
Pteropodidae foi observado que algumas espécies apresentaram o0s valores de
intervalo menos amplo e com limite superior mais baixo, a exemplo de E. helvum
(SELIG et al.,, 2016) e R. aegyptiacus (MORETTI et al., 2020). O mesmo parece
ocorrer com alguns Vespertilionidae, como M. dacycneme (KOVALCHUK et al., 2017).
Os valores para plaquetas com grande variacao e limite superior alto em T. brasiliensis
pode estar relacionado a fatores comportamentais. Tadarida brasiliensis vivem em
abrigos que podem chegar a milhares de individuos. Essa caracteristica aumenta as
chances desses animais sofrerem algum tipo de lesdo sendo, portanto, uma
importante adaptacéo para essa espécie ter um numero alto de plaquetas. Além disso,
fémeas gravidas foram capturadas, ja que as capturas foram feitas ao longo de todo
o ano e em diferentes épocas reprodutivas. Esse fato pode ter possibilitado um
aumento nos niveis das plaquetas, uma vez que essas células sdo importantes para
coagulacado sanguinea e consequente hemostasia tecidual (ALMOSNY; MONTEIRO,
2007).

Os valores obtidos para leucdcitos totais de T. brasiliensis apresentaram menor
variacdo e limites inferiores e superiores menores (IR 500,7 - 4383,9 ul) do que o
relatado para os Pteropodidae, R. aegyptiacus (MORETTI et al., 2020) e E. helvum
(SELIG et al, 2016). O mesmo padrao pode ser observado em relacdo aos
Phyllostomidae, como D. rotundus (SANTOS et al., 2007), A. watsoni, G. commissarisi
e C. perspicillata (SCHINNERL et al.,, 2011). Os valores apresentados para
Vespertilionidae, como em M. elegans (SCHINNERL et al., 2011) e M. orianae
bassanii (HOLTZ et at. 2020) também mostraram os limites inferiores e superiores

mais altos quando comparados a T. brasiliensis, da mesma forma que valores
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encontrados para o Emballorunidae Rhynchonycteris naso (SCHINNERL et al., 2011)
e 0 Molossidae M. bondae (SCHINNERL et al., 2011).

Os valores obtidos para neutrofilos de T. brasiliensis apresentaram intervalo
com pouca variacao (IR 116,8 - 2315,8 pl) quando comparados a outras familias de
morcegos. Os IRs de espécies de morcegos Pteropodidae sdo mais amplos e com
limites inferiores e superiores mais altos do que T. brasiliensis, como apresentado nas
espécies E. helvum (SELIG et al., 2016), P. poliocephalus (EDSON et al., 2018), P.
alecto (MCMICHAEL et. al. 2015) e R. aegyptiacus (MORETTI et al., 2020). Da mesma
maneira foi observado quando o IR de T. brasiliensis foi comparado com o
Vespertilionidae M. orianae bassanii (HOLTZ et at., 2020) e morcegos Phyllostomidae,
como D. rotundus (SANTOS et al., 2007), A. watsoni, P. discolor e C. perspicillata
(SCHINNERL et al.,, 2011). Os valores obtidos para o Molossidae M. bondae
(SCHINNERL et al., 2011) apresentaram tanto o limite inferior como o superior mais
altos em que os apresentados para T. brasiliensis.

O numero de linfécitos obtido para T. brasiliensis apresentou uma variacédo
semelhante os valores apresentados para neutrofilos (IR 173,4 - 2697,5 pl). Os IRs de
Pteropodidae apresentaram os limites inferiores mais baixos e superiores mais altos
do que T. brasiliensis. Esse fato pode ser observado em P. poliocephalus (EDSON et
al., 2018), P. conspicilattus (MCMICHAEL et. al., 2019) e R. aegyptiacus (MORETTI
et al., 2020). Em contrapartida, E. helvum (SELIG et al., 2016) e P. alecto
(MCMICHAEL et. al., 2015) apresentaram seus limites inferiores maiores que 0s
apresentados para T. brasiliensis, assim como seus limites superiores. O mesmo
parece ocorrer com morcegos hematéfagos da familia Phyllostomidae, como A.
watsoni e P. discolor (SCHINNERL et al., 2011), cujos valores também apresentaram
maior variagdo que T. brasiliensis. Ja morcegos Molossidae, como M. bondae
(SCHINNERL et al., 2011) apresentaram seus limites inferiores e superiores um pouco
mais altos e variacdo semelhante aos apresentados para T. brasiliensis.

Tadarida brasiliensis apresentou uma relacao equilibrada entre leucoécitos do
tipo neutréfilos e linfécitos. Ja4 tem sido constatado uma variabilidade destas
propor¢cdes entre grupos taxonémicos de morcegos, mas seu significado biologico
ainda deve ser discutido. Espécies de morcegos Vespertilionidae como E. serotinus e
M. orianae bassanii e Phyllostomidae, como D. rotundus, G. commissarisi e M.
elegans tem predominancia linfécitos (WOLK; RUPRECHT, 1988 SCHINNERL et al.,
2011ALMEIDA et al., 2014 HOLTZ et al., 2020). Algumas espécies de Pteropodidae,
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como P. giganteus (MCLAUGHLIN et. al., 2007), P. alecto (MCMICHAEL et. al., 2015)
e R. aegyptiacus (MORETTI et al., 2020) possuem proporcao de neutrofilos maior
guando comparada ao numero de linfocitos.

Com neutrdfilos e linfécitos na primeira linha de defesa do organismo, o sistema
imunoldgico precisa montar uma defesa primaria significativa a agentes patogénicos.
Essa barreira imunologica pode ser linfocitica, quando houver incidéncia maior de
patdgenos virais, ou neutrofilica, quando a incidéncia for principalmente bacteriana
(MUNOZ; MORON, 2005; LOPEZ; MACAYA, 2009; TESK, 2011). Nesse sentido,
pode-se também considerar que a proporcao neutrofilo/linfécito pode ser atribuida a
um viés adaptativo aos tipos de patdgenos que as diferentes espécies de morcegos
estéo expostas e a salde dos individuos amostrados (VILLALBA-ALEMAN; MUNOZ-
ROMO, 2016).

O namero de eosinodfilos obtido para T. brasiliensis apresentou ampla variacao
(IR 0,0 - 691,6 pl). Morcegos Pteropodidae, como E. helvum (SELIG et al., 2016), R.
aegyptiacus (MORETTI et al.,, 2020), P. alecto (MCMICHAEL et al., 2015) e P.
conspicillatus (MCMICHAEL et al., 2019) apresentam IR menos variaveis quando
comparados com T. brasiliensis. Em adicdo, com excec¢ao de E. helvum (SELIG et al.,
2016), cujo limite inferior apresentou valor mais alto, todos os outros Pteropodidae
referenciados apresentaram limite inferior igual ao observado em T. brasiliensis. O
mesmo parece acontecer com morcegos Emballorunidae, como R. naso
(SCHINNERL et al., 2011). J& morcegos Vespertilionidae, como M. elegans
(SCHINNERL et al., 2011), tiveram intervalos com variacdo semelhante a observada
em T. brasiliensis, assim como os valores apresentados para o Phyllostomidae D.
rotundus (SANTOS et al.,, 2007). Todavia, A. jamaicensisi e G. commissarisi
apresentaram intervalos com limites inferiores mais altos e limites superiores mais
baixos que T. brasiliensis. Morcegos Molossidae, como M. bondae (SCHINNERL et
al., 2011) apresentaram intervalo com limite inferior um pouco mais alto e limite
superior consideravelmente mais baixo quando comparado aos valores apresentados
para T. brasiliensis.

Eosinofilos controlam infeccbes parasitarias, respondendo rapidamente ao
agente patogénico. A espécie T. brasiliensis tém comportamento gregario,
deslocando-se para forragear e retornando a grande colénia. Esse tipo de
comportamento pode aumentar as chances de 0os morcegos estarem sob maior risco

de infestacdo parasitaria, além de poderem perpetuar algum ciclo parasitario no
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interior da colonia (SCHNEEBERGER et al., 2013). Desse modo, devem contar com
uma rapida defesa imune ndo especifica, a fim de ndo investir tanto em respostas
adaptativas mais lentas (SCHNEEBERGER et al., 2013).

Os valores de mondcitos em T. brasiliensis apresentaram uma variacdo
significativa (0,0 - 130,4 ul). Em morcegos Pteropodidae, como E. helvum (SELIG et
al., 2019), R. aegyptiacus (MORETTI et al., 2020), P. poliocephalus (EDSON et al.,
2018) e P. alecto (MCMICHAEI et. al., 2015) também foi observado uma grande
variacdo em seus intervalos, mas com o limite superior mais alto que o apresentado
para T. brasiliensis. Algo semelhante foi apresentado em morcegos Phyllostomidae,
como P discolor, A. watsoni, C. perspicillata (SCHINNERL et al., 2011) e D. rotundus
(SANTOS et al., 2007) e morcegos Vespertilionidae, como M. orianae bassanii
(HOLTZ et at., 2020) e M. elegans (SCHINNERL et al., 2011). Em contrapartida, os
valores para M. bondae (SCHINNERL et al., 2011) apresentaram intervalo menos
amplo e com limite superior mais baixo, embora a média apresentada (13 + 4 ul) tenha
sido semelhante a encontrada em T. brasiliensis (13,1 + 47,5 pl).

Mondcitos possuem papel imunoldgico importante contra patbgenos invasores,
eliminando-os através de mecanismos ndo especificos, como a fagocitose
(SCHNEEBERGER et al.,, 2013). Tadarida brasiliensis vive em grandes colonias
heterogéneas, com variacdo em seu numero, dependendo da época do ano. Como as
capturas foram realizadas ao longo de um ano inteiro, infere-se que a variacdo no IR
para mondcitos pode estar relacionada a esse fato, ja que muitos morcegos
apresentaram poucos ou nenhum mondcito e alguns individuos apresentaram alta
contagem de mondcitos.

Tadarida brasiliensis apresentou valores médios mais baixos, e limites minimo
e maximo menos amplos para Proteinas Totais quando comparados a espécies de
morcegos Pteropodidae, como P. conspicillatus (MCMICHAEL et al.,, 2019) e
morcegos Phyllostomidae, como D. rotundus (SANTOS et al., 2007). O valor de IR
para PPT de T. brasiliensis provavelmente tem reflexo em sua dieta. Tadarida
brasiliensis se alimenta de insetos, que possuem uma baixa taxa energética. Além
disso, a qualidade e quantidade de recursos alimentares em um ecossistema de clima
temperado como o sul do Brasil ndo séo consistentes, podendo oscilar entre as quatro
estacBes do ano, o que poderia afetar os valores de PPT. Como os individuos foram
capturados enquanto estavam no inicio de suas atividades, é possivel que os niveis

de PPT estivessem mais baixos se comparados ao final desse periodo, uma vez que
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a concentracdo de PPT € em geral mais baixa no inicio do periodo de atividades
(KORINE et al., 1999).



6 Consideracdes Finais

Este estudo fornece um conjunto completo do perfil hematologico para T.
brasiliensis e € o primeiro trabalho que apresenta Intervalos de Referéncia para a
espécie e para a familia Molossidae seguindo padrdes recomendados pela American
Society for Veterinary Clinical Pathology. Os resultados desse trabalho serdo Uteis
para monitorar a salde de individuos e da populagédo de T. brasiliensis, que € uma
espécie que vive em proximidade com humanos e animais domésticos, abrigando-se
em construgcbes e que pode albergar diversos agentes patogénicos. O
estabelecimento de Intervalos de Referéncia para T. brasiliensis, além de uma
importante ferramenta sanitaria, ainda pode ser utii em tomadas de decisbes

relacionadas ao seu manejo e conservacao.
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Apéndices



Apéndice A - Andlises dos valores de contagem de hemacias do sangue de 119
individuos de Tadarida brasiliensis (Molossidae, Chiroptera) geradas pelo Reference
Value Advisor v2.1 (GEFFRE et al., 2009).

Reference Value

Advisor va.1

Results for Hemécias

Methed

Untransformed data

Standard

Robust

Box-Cox transformed data

MNonparametric

Mean
Median
=D
Mininum

b aximum

118
10.1
10.4
2.5
3132
14,28

10.4

2.5

313
14,28

14 coefficient Box-Cox
Iz coefficient Box-Cox

P-value Anderson-Darling’

Cwutliers Dizeon
Outliers Tukey
Suspect data Tukey

Lower limit of reference interval

Upper limit of reference interval

20% CIl for lower limit

908 Cl for upper limit

5.2
15,0

4.4
8.1
145
15.5

4.7
8.2
148
16.0

Standard Robust
118 118
782082
T8822.8 T5295,1
24861,8 24889.8
24803.5 24803.5
1402043 1402543
17,124 17,124
3,505 3,505
0,508
0,608
4.2 4.2
14.2 14,2
2.8 2.9
5.3 5.3
13.7 13.7
14.5 14,6

3.1
59
138
149

Comments

The sample size is large encugh to compute the nonparametric reference interval - [3.6; 13.7].

The confidence intervals of the limits of the nonparametric reference intereal was determined using a bootsirap

methed.

The 80% Cl of one {or mare) limit is larger than recommended im IFCC-CLS1 C28-A3.
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Apéndice B - Analises dos valores para hemoglobina do sangue de 119 individuos
de Tadarida brasiliensis (Molossidae, Chiroptera) geradas pelo Reference Value
Advisor v2.1 (GEFFRE et al., 2009).

Referarce Value Results for Hemoglobina (g/dl)
Advisor va.1
Untransformed data Box-Cox transformed data
Method Standard Robust Standard Robust Nonparametric
N 118 118 118 18 18
Mean 115 217083038228 4
Median 12.0 11.2 22274227001,8 217650121808
SD 25 26 5024824336.7 50808331558
Mininum 3.0 39 7866252870.0 7866252879.0
Maximum 16.4 16.4 28704022847 5 287040283475
|y coefficient Box-Cox 42,223 42,223
I; coefficient Box-Cox 8,433 8,433
P-\Value Anderson-Darling/ 0.010 0,808
Symmetry test for Robust 0,084 c,05¢

Qutliers Dixon

Qutliers Tukey o 0 0 0

Suspect data Tukey 3 3 0 0

Lower limit of reference interval 34 8.6 54 54 42

Upper limit of reference interval 185 17.0 15.6 156 15.4

90% CI for lower limit 55 58 42 42 39
7.3 7.5 8.6 6.6 71

90% CI for upper limit 16.0 16.1 15.2 15.2 149
171 17.7 18.0 16.0 16.4

Comments

The sample size is large enough to compute the nonparametric reference interval - [4,2; 15.4].

The confidence intervals of the limits of the nonparametric reference interval was determined using 3 bootsirap
method.

The 80% CI of one (or more) limit is larger than recommended in IFCC-CLSI C28-A3.
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Apéndice C - Analises dos valores para hematdcrito do sangue de 119 individuos de
Tadarida brasiliensis (Molossidae, Chiroptera) geradas pelo Reference Value Advisor
v2.1 (GEFFRE et al., 2009).

Reference Value Results for Hematocrito (%)
Advisor va.1
Untransformed data Box-Cox transformed data

Method Standard Robust Standard Robust Nonparametric
N 118 118 118 118 18
Mean 382 438782085
Median 389 382 403018023 40036950 4
sD 2.7 8.2 11234202,6 11228908.,0
Mininum 115 115 228483155 228483155
Maximum 56.9 58.2 742786550 74278655.0
|, coefficient Box-Cox 112,881 112,381
I; coefficient Box-Cox 2,738 3,780
P-\Value Anderson-Darling/ 0,054 0,508
Symmeing testforRobust o o soascacncaniooand8M o coni aonoanaa s 92600 o ssiosmasas s

Qutliers Dixon

Qutliers Tukey c

Suspect data Tukey c

Lower limit of reference interval 19.1 19.7 16.5 16.6 12.2

Upper limit of reference interval 576 58.7 55.0 55,2 548

90% CI for lower limit 16.8 18,8 12.4 12.7 115
214 225 201 20.2 206

90% CI for upper limit 55,1 58.0 53.2 53.4 52.4
582 81.5 56.9 56.8 56.9

Comments

The sample size is large enough to compute the nonparametric reference interval - [12.2 ;

54,6].

The confidence intervals of the limits of the nonparametric reference interval was determined using a bootsirap
method.

The 80% CI of one (or more) limit is larger than recommended in IFCC-CLSI C28-A2.
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Apéndice D - Anadlises dos valores para VCM do sangue de 117 individuos de
Tadarida brasiliensis (Molossidae, Chiroptera) geradas pelo Reference Value Advisor
v2.1 (GEFFRE et al., 2009).

Untransformed data Box-Cox transformed data
Methad Standard Robust Standard Raobust Nonparamatnc
N 17 17 117 17 17
Mean s 133744288
Median 382 382 13304083 4 13295296,3
SD 16 186 2647856.4 2661509.2
Mininum 38 386 70570223 70570223
Maximum 42 42 212572638 21257263,6
Iy coefficient Bax-Cox 0,000 0,000
& coefficient Box-Cox 4,642 4,942
P-Value Andersan-Darling/ 0,061 0.820
Semetryiest orRobuUSt _ .. eeeamse—aeans OO sk A O i s i i
Qutliers Dixon
Outliers Tukey Q o 0 [1]
Suspect data Tukey 1 1 1 1
Lower lim# of reference mterval 35,0 351 3448 346 343
Upger lima of reference mterval 413 414 40.9 40,8 408
80% Cl for Jawer lima 346 348 339 338 338
353 355 351 352 353
80% Cl for upper Smit 40,9 410 406 40,6 40,2
41,7 418 41,2 41,2 420

Comments
Suspect datz delected acoording to Tukey. IFCC-CLSI C28-A3 recommends that unless these data

are known o be aberrant obiservations, the emphasis should be on relaning rather than deleling them.
The sample size is rge enough to pule the nonp tric reference interval © [34.3 | 40,8].
The confidence ntervals of the Smits of the nonparametric reference nterval was d ned usnga b ap methad

The 90% Cl of oae (or more) limit is larger than recommended in IFCC-CLSI C28-A2.
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Apéndice E - Analises dos valores para CHCM do sangue de 117 individuos de
Tadarida brasiliensis (Molossidae, Chiroptera) geradas pelo Reference Value Advisor
v2.1 (GEFFRE et al., 2009).

Untransformed data Box-Cox transformed data
Methad Standard Robust Standard Rab A
N "7 17 117 117 "7
Mean 01 02
Median 298 258 02 02
SD 15 16 0.0 00
Mininum 271 271 02 02
Maxemum 35,4 354 02 02
I+ coefficient Box-Cox 0,112 0,112
12 coefficient Box-Cox -5,435 5,435
P-Value Andersan-Darling/ 0,000 0,330
SynmebrytestforRobust | | _ i icedceccassscaeaad I o i SOND Y s e
Qutliers Dixon
Outliers Tukey 2 2 o (1]
Suspect data Tukey 5 5 & (]
Lower lim# of reference mterval 270 26.7 01 0.1 277
Upper lima of reference miterval s 24 01 0.1 345
90% Cl for lawer lima 268 26.1 0.1 01 271
274 272 0.1 01 281
90% Cl for upper Smit 24 323 0.1 01 33,4
338 34 Q.1 01 35,4

Comments
Suspect dats detected according 1o Tukey. IFCC-CLSI C28-A3 recommends that unless these date
are known o be ah ochservati the hasiz should be on refaning rather than deleting them.

The sample size is rge enough to compule the nonparametric reference interval © [27.7 | 34,5].
The confidence ntervais of the §mits of the nonparametric reference nterval was d ¥ usngab ap methad,
The 90% Cl of ane (or more) limit i larger than recommended in IFCC-CLSI C28-A2.
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Apéndice F - Analises dos valores de PPT do sangue de 71 individuos de Tadarida
brasiliensis (Molossidae, Chiroptera) geradas pelo Reference Value Advisor v2.1
(GEFFRE et al., 2009).

Untransformed data Box-Cox transformed data
Methad Standard Robust Standard Rab Nong
N 71 7 n 7 7
Mean 6,2 18543,7
Medizn 62 6,203974935 18064,0 18062,82604
SD 06 0,552295206 46851 4945,000918
Mininum 26 26 758,8 7588
Maximum 7 7 300843 30084,3
I+ confficient Box-Cox 1,586 1,988
1 coefficient Box-Cox 5470 5470
P-Value Andersan-Darling! 0,000 0,000
SymmetrytestforRobust | L i dcccdcaacaeaad D om0 e TR o o o i
Qutliers Dixon Min Min Min Min
Outliers Tukey 1 1 1 1
Suspect data Tukey 1 1 3 3
Lower limi of reference nterval 5.1 5,102456881 5.2 5,089583623 47
Ugpgper lim# of reference mterval 73 7.,30549229 6.9 6,878513881 7.0
90% Cl for lawer lima 45 448 26
56 55 87
90% Cl for upper Smit 6,8 [X:] 6.8
7 7.0 7.0

Comments
Possible cullinrs detected according to Tukey or Dixon. IFCC-CLS! C28-A3 recommentds that unless outiers are
knawn to be ab observat the hasis should be an relaining rather than deleting them.

P

The sample size is rge enough to compule the nonparametric reference interval - 4,7 ; 7).
The confidence ntervais of the §mits of the nonparametric reference nterval was d ned usnga b ap had
The 90% Cl of oae (or more) limit is larger than recommended in IFCC-CLSI C28-A2.
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Apéndice G - Analises dos valores de contagem de plaquetas do sangue de 113
individuos de Tadarida brasiliensis (Molossidae, Chiroptera) geradas pelo Reference
Value Advisor v2.1 (GEFFRE et al., 2009).

Reference Value Results for Plaquetas
Advisor va.1
Untransformed data Box-Cox transformed data

Method Standard Robust Standard Robust Nonparametric
N 113 113 13 113 113
Mean 2869.5 252
Median 2320.0 2231.8 258 249
sD 17557 17925 8.7 8.7
Mininum 782 782 13.2 13.2
Maximum 2605 2605 422 423
|y coefficient Box-Cox -525.086 -525.066
I; coefficient Box-Cox 0,280 0,280
P-\alue Anderson-Darling/ 0,000 0,322
Symmetry test for Robust 0,015 C.142

Qutliers Dixon

Qutliers Tukey 1 1 0 0

Suspect data Tukey 8 8

Lower limit of reference interval -824,5 -1318.9 712.0 609.3 809.7

Upper limit of reference interval 81528 57834 71517 70264 79033

90% CI for lower limit -12328 -2052.8 6432 6390.2 782.0
-376,3 -566.4 810.4 785.0 870.0

90% CI for upper limit 53622 5106.0 62407 6036,2 6517.0
71003 65248 82018 81640 ©805.0

Comments

The sample size is large enough to compute the nonparametric reference interval : [809,7 ;

7003.2].

The confidence intervals of the limits of the nonparametric reference interval was determined using 3 bootstrap

method.

The 80% CI of one (or more) limit is larger than recommended in IFCC-CLS| C28-A3.
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Apéndice H - Analises dos valores de leucdcitos totais do sangue de 99 individuos de
Tadarida brasiliensis (Molossidae, Chiroptera) geradas pelo Reference Value Advisor
v2.1 (GEFFRE et al., 2009).

Reference Value Results for Leucocitos Totais (ul)

Advisor va.1

Untransformed data Box-Cox transformed data

Methad Standard Robust Standard Raobust Nonparamaetnc
N 99 a9 39 o9 99
Mean 20655 314

Medizn 1800,0 18571 32,0 g

SD 12494 12821 10,2 11,0

Minirnum 00 500 0,3 03

Macmum 7300 7300 58,1 59,1

+ coefficient Box-Cox 496,268 499,268

& coefficient Box-Cox 0,34 0,348

P-Value Andersan-Darling/ 0,000 0.527

SymmetrytastforRobust | i cmdcccsdssseseaas e TR i

Outliers Dixon

Outliers Tukey Q ] o 1]

Suspect d 3 3 2 2

Lower lima of reference nterval €ar

Upper lim of reference nterval 44013

80% Cl for Jower lima 7550 12514 §29,7 5302 500.0

718 1925 6304 6541 6500

80% Cl for upper fmit 3544 4 38371 46803.6 48100 4350,0

5268,2 4088,0 64255 668141 7300,0

Comments

Suspect data delected according 1o Tukey. IFCC-CLSI C28-A3 recommends that unless these data

are known lo be aberrant chiservations, the emphasis should be an relaning rather than deleling them

The sample size is rge enough to compule the nonparametric reference interval © [550 : 5850]

The confidence ntervals of the §mits of the nonparametric reference nterval was delermined using a bootstrap methad.

The 80% Cl of ane (or more) limit is larger than recommended in IFCC-CLSI C28-A2
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Apéndice | - Andlises dos valores de neutréfilos segmentados do sangue de 86
individuos de Tadarida brasiliensis (Molossidae, Chiroptera) geradas pelo Reference
Value Advisor v2.1 (GEFFRE et al., 2009).

Untransformed data Box-Cox transformed data
Methad Standard Robust Standard Robust Nonparamatnc
N BE a8 a8 86 &6
Mean 10083 159
Median 7680 83684 185 159
sD 7203 7621 33 33
Mininum 100 100 a1 83
Maximum 4088 4088 247 247
I+ coefficient Bax-Cox 0,000 0,000
12 coefficient Box-Cox 0.227 0,227
P-Value Andersan-Darling/ 0,000 0,374
SymmetrgtestforRobust | L e icedccccssssccaaad N o i o
Outliers Dixon
Outliers Tukey 1 1 0
Suspect data Tukey 2 2 2
Lower lim# of reference mterval 431,2 676.8 1464 1430 1211
Ugpper lima of reference mterval 24488 23536 208003 29385 34108
90% Cl for lawer lima 8524 -896,0 1037 1029 100.0
-187.8 -305.9 2064 2045 2080
90% Cl for upper fmit 20384 18358 2400 4 24154 23274
28856 27203 34533 34685 4088,0
Comments
Suspect data detected according o Tukey. IFCC-CLSI C28-A3 recommends that unless these data
are known o be sberrant observations, the emphasis should be on relaning rather than deleling tham.

The sample size is rge enough to compule the nonparametric reference interval : [121,1 ; 3410,8].
The confidence ntervals of the §mits of the nonparametric reference nterval was delermined usmga b ap had
The 80% Cl of cne (or more) limit is larger than recommended in IFCC-CLSI C28-A2.




Count

25

20

15

10

1000

1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

500
Segmentados (pl)
Distribution of Segmentados (ul)
§ ..............
i
i
: Observed distribution
]
: Fitted distribution
i —— Reference limits
]
N I AN 90% Cl
1
]
i N
]
: T T | 1
90 1090 2090 3090 4090
Segmentados (pl)
QQ-Plot of Segmentados (ul)
5 .
4 -
3 -
(]
>
w® 2 -
>
31
S
8_ 0 T T T |
X
w 1 0 1000 2000 3000 4000 5000
-2 8
[e]
-3 -

Segmentados (pl)



25

>

Distribution of Segmentados (pl)BoxCox

12

17

22 27

Segmentados (pl)BoxCox

Expected Value

QQ-Plot of Segmentados (pl)BoxCox

Observed distribution
Fitted distribution
Reference limits

90% Cl

Segmentados (pl)BoxCox

30



Apéndice J - Andlises dos valores de linfocitos do sangue de 86 individuos de
Tadarida brasiliensis (Molossidae, Chiroptera) geradas pelo Reference Value Advisor
v2.1 (GEFFRE et al., 2009).

Reference Value Results for Linfocitos (ul)
Advisor va.1
Untransformed data Box-Cox transformed data

Method Standard Robust Standard Robust Nonparametric
N 86 26 28 28 28
Mean 1000.2 238
Median 866.0 8528 240 237
SD 6686.9 883.0 8.7 8.7
Mininum 128 128 7.5 75
Maximum 31 311 300 38.0
|y coefficient Box-Cox -82.282 -82.282
I; coefficient Box-Cox 0,327 0,327
P-Value Anderson-Darling/ 0.000 0,802
Symmetry test for Robust 0.742 c.332

Qutliers Dixon
Qutliers Tukey

Suspect data Tukey

Lower limit of reference interval -3328 178.5 173.4 170.1

Upper limit of reference interval 2333.0 27210 28075 298508

90% CI for lower limit -470.7 -782,0 136.8 137.5 126.0
-162.4 -273,2 2291 2186 275.2

90% CI for upper limit 20136 18254 22048 2257,0 24287
25147 2516.1 21882 3166.0 3111,0

Comments

The sample size is large enough to compute the nonparametric reference interval - [170,1;

2850.8].

The confidence intervals of the limits of the nonparametnc reference interval was determined using 3 bootstrap
method.

The 80% CI of one (or more} limit is larger than recommended in IFCC-CLSI| C28-A3.
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Apéndice L - Andlises dos valores de mondcitos do sangue de 86 individuos de
Tadarida brasiliensis (Molossidae, Chiroptera) geradas pelo Reference Value Advisor
v2.1 (GEFFRE et al., 2009).

Advisor vz.1

Untransformed data Box-Cox transformed data
Methad Standard Robust Standard Robust Nonparamatnc
N 86 as 88 86 86
Mean 131 463
Medizn 0,0 o 57.0 57,00070796
sD 47,5 225
Mininum Q 0 57,0 57.0
Maxemum 392 382 05 05
+ coefficient Box-Cox 0,100 0,10
2 coefficient Box-Cox 2,077 2077
P-Value Andersan-Darling/ 0,000 0,000
SynmetryfastforRobust | i ceccecsdsssese e N e SO i i
Outliers Dixon Max Max
Outliers Tukey 1€ 16 16 16
Suspect data Tukey Q ] 0 (1]
Lower lim# of reference mterval 615 a0
Upger lim# of reference mterval 108.2 04
80% Cl for Jawer limat 1264 00 0,0
28,1 00 0,0
80% Cl for upper fmit 42,0 0.1 54,8
1711 ND 3820

Comments

Possible culliers datecied according o Tukey or Dixon. IFCC-CLS! C26-A3 recommends that unless outiers are

knawn o be aberrant observations, the emphasis should be on relaining rather than deleting them.

The sample size is rge enough to compule the nonparametric reference interval : [0 ; 130,4]

The confidence ntervais of the Smits of the nonparametric reference niterval was defermined using a bootsirap method.

The 90% Ci of one (or more) limit is larger than recommended in IFCC-CLSI C28-A2
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Apéndice M - Analises dos valores de eosindfilos do sangue de 86 individuos de
Tadarida brasiliensis (Molossidae, Chiroptera) geradas pelo Reference Value Advisor
v2.1 (GEFFRE et al., 2009).

Untransformed data Box-Cox transformed data
Methad Standard Robust Standard Robust Nonparametnc
N 86 as 86 88 86
Mean 2189 X}
Median 1475 168,3 75 78
SD 2381 2504 348 38
Mininum (4] o 1.8 19
Maximum 1568 1568 137 13,7
I+ confficient Box-Cox 0,100 0,100
& confficient Box-Cox 0,158 0,155
P-Value Andersan-Darling/ 0,000 0,000
BRSO . oo st R i s I s i sl i
Qutliers Dixon Max Max
Qutliers Tukey 1 1 ] [1]
Suspect data Tukey 1 1 10 10
Lower limi of reference mterval -258,2 3296 a3 1.2 00
Upgper limat of reference miterval 684t a68.2 165879 28154 7965
80% Cl for Jawer lima -372,2 -502.4 00 02 0.0
1469 1815 24 45 00
80% Cl for upper mit 528.2 498,7 14216 1836.5 6240
8852 8352 23500 8768 1568,0
Commeants
Suspect data detected according to Tukey. IFCC-CLSI C28-A3 recommends that unless these dats
are known (o be sberrant chservati the emphasis should be an relaning rather than deleting them.

The sample size is large enough to compule the nonparametric reference interval : [0 ; 796,5].

The confidence ntervals of the Smits of the nonparametric reference nterval was d ¥ usmgab ap had
The 90% Cl of oae (or more) limit is larger than recommended in IFCC-CLSI C28-A2.
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Apéndice N — Parecer do Comité de Etica e Experimentacdo Animal

08/09/2020 SEI/UFPel - 1019710 - Parecer

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

PARECER N° 95/2020/CEEA/REITORIA
PROCESSO N° 23110.031979/2019-34
Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Padrdo Clinico Hematologico de Zadarida brasiliensis (Mammalia,
Chiroptera) no Extremo Sul do Brasil ”, registrada com o n° 23110.031979/2019-34, sob a responsabilidade
de Paulo Mota Bandarra - que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), 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 julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢do Animal
(CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua execugio pela Comissao de Etica em Experimenta¢do
Animal, em reunido de 07 de agosto de 2020.

Finalidade ( x ) Pesquisa ( ) Ensino

Vigéncia da autorizacao 10/08/2020 a 06/06/2021

Numero da Solicitagdo ou Autorizagdo SISBIO|[52646-1

IN° de animais 384

Atividade (s) Captura e coleta de sangue

Espécie/Grupos Taxondmicos ladarida brasiliensis

Local (is) Colonias nos municipios de Capdo do Le#o e Pelotas

Codigo para cadastro n° CEEA 31979-2019

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix

Presidente da CELEA

https://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1163791&infra_sist... ~ 1/2



08/09/2020 SEI/UFPel - 1019710 - Parecer

Seil Documento assinado eletronicamente por ANELIZE DE OLIVEIRA CAMPELLO FELIX, Médico

eletrénica

62, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

» A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
i
< http://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador_externo.php?

o cédigo CRC C8B45CBA.

kP @ Veterindrio, em 10/08/2020, as 10:08, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art.

acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o cédigo verificador 1019710 e

Referéncia: Processo n? 23110.031979/2019-34

SEI n2 1019710

https://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=1163791&infra_sist...
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