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MEMORIA DEL PROJECTE

TITOL: Estudi de la preséncia de diclofenac i d’altres farmacs antiinflamatoris en mostres

sanguinies de voltor comu (Gyps fulvus)

PLA | PROGRAMA

El 2011 va comencar un projecte d'anellament i marcatge alar de voltors (Gyps fulvus) per
part del Grup d’Anellament de Calldetenes-Osona (GACO), per tal d’estudiar les
migracions i identificar els recents comportaments problematics de la poblaci6é. Aquest
estudi que proposem es fara a partir de les mostres de sang que s’obtinguin d’aquests

animals capturats.

Els objectius sén, en primer lloc, determinar la preséncia de diclofenac i d’altres farmacs a
la sang en voltor comu. Per aquest estudi, s’utilitzaran les mostres que s’obtindran a partir
del animals que es capturin a 'abocador d’Oris (Osona), on anualment es capturen entre
500 i 800 voltors. El nombre de voltors a mostrejar s’estima entre 70 i 100 individus.
L’estudi sera complementari amb el projecte "Diclofenac i d'altres farmacs antiinflamatoris
en les aus carronyaires de la Peninsula Ibérica", concedit per la fundacié nord-americana
"Morris Animal Foundation”. En aquest projecte, es realitza una investigacié d’aquests
farmacs en aus carronyaires mortes, a partir de mostres d’organs dels animals que arriben

morts o moren als centres de recuperacio de fauna salvatge d’Espanya i Portugal.

Un segon objectiu sera la determinacié de l'estat sanitari dels voltors mitjancant la
realitzacié d'un perfil sanguini basic (hemograma i bioquimica sanguinia), ja que aquest
parametres son uns bons indicadors no només del seu estat general sindé també de

I'adaptacié dels animals al medi.
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JUSTIFICACIO CIENTIFICA DEL PROJECTE

Les aus carronyaires sén un conjunt d’espécies protegides que en els darrers anys ha
augmentat la seva importancia pel que s’anomena els “serveis ecosistémics" que
proporcionen, mitjangant I'eliminacié de cadavers d'animals i els seus subproductes del
medi natural (Moledn et al., 2014). Recentment, les poblacions d’aus carronyaires, i en
concret dels grans voltors, es troben en declivi a la major part de la seva area de
distribuci6 mundial. No obstant aixd, a la Peninsula Ibérica la major part d’aquestes
espécies es troben amb una tendéncia a 'augment o estabilitat de les seves poblacions.
Aixi, Espanya compta amb el 95% de la poblacié de voltor comu d’Europa (unes 24.000
parelles), amb el 95% de la poblacié de voltor negre (Aegypius monachus) (unes 1.300
parelles), el 50% de la poblacié de trencalos (Gypaetus barbatus) (unes 100 parelles) i el
30% de la poblacié d’aufrany (Neophron percnopterus) (unes 1.400 parelles). Malgrat
aguest bon estat de conservacié de les nostres aus carronyaires, l'augment de certes
activitats humanes, com els enverinaments, canvis en els habitats i politiques sanitaries,
representen un seguit d’amenaces que poden afectar negativament a les nostres

poblacions.

Més recentment, I'is de productes farmaceutics veterinaris ha sigut la causa del col-lapse
de les poblacions al subcontinent indi, en concret degut a I'is veterinari de diclofenac, un
farmac antiinflamatori no esteroide (Margalida et al., 2010; Oaks et al., 2004).
L’any 2013, la comunitat conservacionista i cientifica va quedar consternada al produir-se
la concessio de llicencia del diclofenac per a Us veterinari en alguns paisos europeus,
entre ells Espanya. Aquesta situacié suposa un gravissim risc per a la conservacio de les
aus carronyaires, especialment per a la Peninsula Ibérica, on habiten grans poblacions de
voltors (Balmford, 2013; Camifia et al., 2014; Cressey, 2014; Gilbert, 2014; Margalida et
al., 2014;, Agencia Espafiola del Medicamentos y Productos Sanitarios, 2015). Les aus
carronyaires, i especialment algunes espécies de voltors del Génere Gyps, soén
extremadament sensibles als efectes toxics de farmacs antiinflamatoris no esteroidals,
com el diclofenac, que poden ingerir accidentalment a partir dels cadavers del bestiar
domestic tractat amb aquests productes. Com s’ha comentat anteriorment, en els anys 90,

el diclofenac va causar una mortalitat catastrofica en les poblacions de voltors del
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subcontinent indi a causa del consum dels cadavers del bestiar tractat amb aquest
medicament. S'ha calculat que amb tan sols un 0.8% de les canals de bestiar amb residus
de diclofenac ja es podria haver causat aquesta mortalitat massiva, estimada en més de
40 milions de voltors morts, el que representa al voltant del 99% de la poblacio,
amenacant d'extincié a diverses espécies. Els governs de l'india, el Pakistan i el Nepal
van prohibir I'is veterinari de diclofenac en 2006 i Bangladesh va fer el mateix en 2010.
Més recentment, I'lran ha prohibit oficialment I'exportacio, la importacio, la producci6 i I'is
veterinari del diclofenac al pais. Aquestes mesures de mitigacié han demostrat ser Utils
per revertir els descensos dramatics de les poblacions d'aus rapinyaires en el
subcontinent indi (Prakash et al., 2012; Chaudry et al., 2012; Cuthbert et al., 2014).

Arnold et al. (2014) van revisar les dades existents sobre I'exposicié potencial de la fauna i
els ecosistemes a diversos farmacs i van concloure que es requereix una investigacio més
detallada i avaluacions de riscos. Els medicaments veterinaris poden ser alliberats en el
medi ambient tant directament com indirectament a través de la depredacié o I'eliminacio
dels animals medicats, i es van coneixent nous casos de possibles intoxicacions amb
diferents tipus de medicaments, entre ells altres farmacs antiinflamatoris no esteroides

com el flunixin (Zorrilla et al., 2015).

L’hematologia i la bioquimica sanguinia sén unes de les técniques de diagnostic més utils
en medicina aviar, sén un bon indicador de l'estat general de l'au i de I'adaptacio
d’'aquesta al medi. Tenen tant interés clinic per a veterinaris com a per a estudis de
poblacions, ja que ajuden a monitoritzar I'estat sanitari de les poblacions (Giambelluca et
al., 2017).
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PREVISIO DE COSTOS

CONCEPTES Euros
1. Despeses d'activitats 6.000 €
- Analisis toxicologiques de diclofenac i farmacs 2.800 €
antiinflamatoris
- Analisis sanguinies (hemograma i bioquimica) 2.000 €
- Enviament de mostres sanguinies al “Instituto de
Investigacion en Recursos Cinegéticos”, Ciudad Real) 100 €
- Viatges i dietes
Deu viatges al looc de captura dels voltors (Oris, Osona) 600 €
- Material de laboratori fungible per I’extraccié i analisi de
les mostres sanguinies 500 €
2. Personal 4.000 €
Sou parcial d’'un técnic de suport a la recerca 4.000 €
TOTAL 10.000 €
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PLANIFICACIO DETALLADA | RELACIO DE MATERIALS

La fundacié nord-americana "Morris Animal Foundation" és una organitzacié sense anim
de lucre gue inverteix en investigacié per promoure la salut animal, inclosa la fauna
salvatge. Recentment, aquesta fundacio ha concedit un projecte d'investigacié a un equip
de diverses institucions espanyoles (Universitat Autonoma de Barcelona, Instituto de
Investigacién en Recursos Cinegéticos, Universitat de Lleida) i portugueses (Universitat
d'Aveiro), aixi com el "Raptor Center" de la Universitat de Minnesota (EEUU), per estudiar
I'exposicié dels voltors al diclofenac i a d’altres farmacs antiinflamatoris a la Peninsula
Ibérica a partir dels animals que moren als Centres de Recuperacié de Fauna Salvatge.
Aquest estudi té com a objectius investigar la preséncia de residus i de toxicitat d'aquests
farmacs en les aus carronyaires que moren o arriben mortes als centres de recuperacio
de fauna salvatge i detectar la possible preséncia d'aquests farmacs en les canals
d'animals domestics que s'utilitzen en punts d'alimentacié controlats. A més, es realitzara
una analisi de risc amb les dades obtingudes de les analisis i informacié que es reculli
amb les enquestes a veterinaris i personal responsable dels punts d'alimentacié d'aus
carronyaires, per avaluar I'is que s'esta fent d'aquests farmacs i l'impacte que pot tenir en
les poblacions ibériques. Els resultats que s'obtinguin a partir d’aquest projecte
proporcionaran informacié clau a les autoritats veterinaries que regulen I'is d'aquests
farmacs, que ja estan prohibits en diversos paisos asiatics des de 2006, i informaran per

un futur procés de pressa de decisions.

Amb l'esmentat projecte s’ha posat en funcionament la recollida de cadavers d'aus
rapinyaires carronyaires i de mostres dels voltors que es necropsien als centres de
recuperacid d’Espanya i Portugal. L’obtencié de mostres bioldgiques de les espécies
d’animals salvatges, en especial de les espécies escasses i protegides, és un factor clau
per la realitzacié d’estudis cientifics. En el cas de la present proposta de projecte, volem
ampliar I'estudi amb I'analisi dels voltors comuns vius que es capturen anualment a Oris

(Osona), per part del Grup d’Anellament de Calldetenes-Osona (GACO).

L'extraccié d'una mostra de sang es fara durant el marcatge dels voltors capturats. Les

aus s'immobilitzaran fisicament i es realitzara una puncié a la vena radial. La sang es
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col-locara en dos tubs amb anticoagulants, un amb EDTA tripotasic (per la realitzacié de
I'hemograma) i un altre amb heparina (per les analisis toxicologigues), i en un tercer tub
sense anticoagulant (per la obtencié de sérum per les determinacions bioquimiques). Es
fara un frotis sanguini assecat a l'aire per realitzar el recompte diferencial de leucocits i per
observar la seva morfologia. Les mostres de sang es mantindran en nevera, a una
temperatura d'aproximadament 4°C, fins a I'arribada al laboratori del Servei d’Hematologia
Clinica Veterinaria, on es realitzara I'hemograma complet (mostra amb EDTA) i es
congelara la mostra amb heparina i el serum fins a la realitzaci6 de les analisis

toxicologiques i bioquimiques.

La presencia de diclofenac i d’altres farmacs antiinflamatoris, en concret flunixin,
carprofen, ketoprofen i meloxicam, es determinara en les mostres sanguinies mitjancant
metodes basats en cromatografia de liquids acoblada a espectrometria (Taggart et al.
2009. Analysis of nine NSAIDs in ungulate tissues available to Critically Endangered

vultures in India. Environmental Science and Technology 43: 4561-4566).

Per I'hemograma, I'hematocrit es determinara pel meétode de centrifugacié del
microhematocrito i els recomptes de eritrocits i leucocits es determinara mitjangcant I's del
meétode diurecte de recompte en cambra de Neubauer amb la solucié de Natt i Herrick. La
concentracié d’hemoglobina es mesurara espectrofotométricament. Els index eritrocitaris
(MCV, MCHC i MHC) es calcularan usant les formules estandard. El recompte diferencial
de leucocits es fara mitjangant I'avaluacid microscopica de 200 cél-lules en un frotis de
sang tenyit amb tinci6 Wright. Per dltim, es fara una estimacié del recompte total de

trombaocits a partir del mateix frotis sanguini.

Es realitzara un panell bioquimic sanguini estandard per aus al Servei de Bioquimica
Clinica de la Universitat Autonoma de Barcelona, mitjancant un analitzador Olympus

AU400 (Olympus, Mainz, Alemanya). Es mesuraran els seglients parametres: aspartat
aminotransferasa (AST), creatin quinasa (CK), acid dric, glucosa, urea, triglicérids,
glutamat deshidrogenasa (GLDH), fosfatasa alcalina (ALP), acids biliars totals, alanin
aminotransferasa (ALT), calci, fosfor, amilasa, gamma-glutamil transferasa (GGT),

creatinina, colesterol, magnesi, sodi, potassi i clorurs.
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Calendari de realitzacio:

Activitat (mesos) i m v VI | VI VI IX | X | XI | Xl
Recollida mostres X X X X
Analisi hematologica X X X X
Analisi bioquimica X
Analisi toxicologica X
Analisi dades X | X X X X X X | X X
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POSSIBLES PUBLICACIONS

Es realitzaran, com a minim, dues publicacions cientifiques en revistes d'impacte, una
amb els resultats obtinguts en la investigaciéo de la preséncia de diclofenac i d’altres
farmacs antiinflamatoris, i una altra amb els valors sanguinis (hematologia i bioquimica

sanguinia) obtinguts.



2\0,

——
Barcelona

FUNDACIO

PLA ESPECIFIC DE COMUNICACIO | DIFUSIO DELS RESULTATS

Els resultats que s’obtinguin, seran publicats en revistes cientifiques de I'ambit de les
ciéncies veterinaries, en especial en aquelles que centren més el seu interes en la fauna
salvatge, com el “Journal of Wildlife Diseases”. Al mateix temps, aquests resultats es
presentaran en congressos de I'ambit de les malalties de la fauna salvatge (organitzats
per la “European Wildlife Disease Association”, EWDA) i de I'ambit de la conservacié

(Sociedad Espafiola de Ornitologia, SEO).

Organitzacions no governamentals, com el Grup d’Anellament de Calldetenes-Osona
(GACO), I'lnstitut Catala d’Ornitologia (ICO, la Sociedad Esparola de Ornitologia (SEO) i
la Vulture Conservation Foundation (VCF), estan especialment interessades en l'estudi i
conservacio d’aquestes espécies, pel que els resultats es divulgaran a través dels seus

canals (principalment pagina web).

Es faran xerrades divulgatives a la Universitat, amb la col-laboraci6 de I'Associacio
Veterinaria d’Atencié a la Fauna Exotica i salvatge (AVAFES), formada essencialment per

estudiants de veterinaria de la Universitat Autonoma de Barcelona.

S’editara un video de divulgacié cientifica per la seva publicacié a la pagina web de la

Universitat Autonoma de Barcelona (http://www.uab.cat/videos).

REQUERIMENTS SOL-LICITATS AL ZOO

No procedeix.
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