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Resumo

MARTINS, Aryse Moreira. Curva de parametros sanguineos e de peso em
(Spheniscus magellanicus) (Foster, 1781) pinguins de Magalhaes com
aspergilose durante reabilitagao. 2015. 58f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) -
Programa de Pds-Graduagdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

Parametros sanguineos basicos e peso corporeo sao rotineiramente utilizados
para monitoramento do estado geral de Pinguins-de-Magalhdes em reabilitagao,
sendo inclusive considerados critérios para liberacdo de acordo com protocolos
estabelecidos. No entanto, estudos mostrando o perfil de variagdo destes
parametros durante o desenvolvimento da aspergilose nestes animais ndo sao
conhecidos. Neste sentido, este trabalho objetivou determinar curva de peso, de
hematdcrito (Ht) e de proteinas plasmaticas totais (PPT) em pinguins com
aspergilose. O estudo do tipo caso-controle retrospectivo foi realizado com pinguins
em reabilitacdo no Centro de Recuperagao de Animais Marinhos, (CRAM-FURG) em
Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brasil, os quais foram classificados em dois grupos,
sendo o grupo caso composto por pinguins com aspergilose, confirmada post
mortem a partir de achados necroscopicos associados ao cultivo microbioldgico e a
histopatologia, e o grupo controle composto por pinguins sadios, que foram
liberados. Para a determinagcdo das curvas, foram coletados dados de nove
amostras sequenciais, realizadas em média a cada sete dias, durante um periodo
maximo de 81 dias, sendo estes submetidos a analise de variédncia (ANOVA) com
teste post-hoc de Bonferroni. Ao todo, 140 animais foram estudados (50% casos e
50% controles). Pinguins com aspergilose diferiram significativamente do grupo
controle em todos os parametros analisados. O peso médio, na primeira coleta foi de
2.747g no grupo caso e 2.875g no grupo controle. Os animais com aspergilose
apresentaram média de peso menor que animais liberados ao longo de toda a
reabilitacdo. O ganho de peso dos animais com aspergilose ocorreu somente nas
trés primeiras coletas, com estabilizagcdo ou perda de peso nas coletas posteriores,
até seu desfecho. Em relagdo ao hematdcrito (Ht) o valor médio na primeira coleta,
foi de 38% e 44% nos grupos caso e controle, respectivamente. No grupo de
pinguins com aspergilose foi detectado um declinio progressivo na curva dos valores
de Ht ao longo do periodo de reabilitagdo, os quais permaneceram abaixo do limite
inferior de referéncia para a espécie (42% + 4%) desde a terceira coleta até seu
desfecho, enquanto o grupo controle apresentou valores dentro da referéncia para a
espéecie em todas as coletas. A primeira coleta de dados de PPT demonstrou um
valor médio similar, de 6,4g/dL e 6g/dL, entre os grupos caso e controle,
respectivamente. No entanto, na analise da curva, o grupo com aspergilose
apresentou aumento progressivo desses valores durante toda a reabilitagao,
alcangando um valor médio de 10,3g/dL na nona coleta, diferentemente do grupo
controle, que permaneceu estavel a partir da sexta coleta, com valores entre 7,9 e



8g/dL. Neste trabalho podemos observar que estes parédmetros, além de serem
critérios para liberagdo de pinguins também podem ser utilizados como indicadores
de animais potencialmente infectados, uma vez que o resultado das curvas geradas
a partir das analises mostraram diferengas pontuais no grupo de pinguins com
aspergilose quando comparado com animais sadios. O estabelecimento desse perfil
pode servir como parédmetro para inicio de terapia preemptiva para aspergilose ou
de investigagao diagndstica mais especifica.

Palavras-chave: Aspergillus; hematdcrito; proteinas plasmaticas totais; pinguins-de-
Magalhaes



Abstract

MARTINS, Aryse Moreira. Curve of blood parameters and weight in (Spheniscus
magellanicus) (Foster, 1781) Magellanic penguins with aspergillosis during
rehabilitation. 2015. 58f. Dissertation (Master degree in Sciences) - Programa de
Po6s-Graduagao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2015.

Basic blood parameters and body weight are routinely used to monitor the general
condition of Magellanic penguins in rehabilitation, including being considered criteria
for release in accordance with established protocols. However, studies showing the
variation of these parameters during the development of aspergillosis in these
animals is not known. Thus, this study aimed to determine the curve of weight,
hematocrit (Ht) and total plasma proteins (PPT) in penguins with aspergillosis. The
study of retrospective case-control was carried out with penguins during rehabilitation
at Centro de Recuperagdo de Animais Marinhos (CRAM-FURG) in Rio Grande, Rio
Grande do Sul, Brazil, which were classified into two groups: the case group
composed by penguins with aspergillosis, confirmed post mortem from necroscopic
findings associated with microbiological culture and histopathology, and the control
group consisted by healthy penguins, which were released. For the determination of
the curves, data were collected from nine sequential samples, performed on average
every seven days for a maximum period of 81 days, which underwent to analysis of
variance (ANOVA) with post-hoc Bonferroni. A total of 140 animals were studied
(cases 50% and 50% control). Penguins with aspergillosis were significantly different
from the control group in all analyzed parameters. The average weight in the first
collection was 2.747g in the case group, and 2.875g in the control group. Animals
with aspergillosis showed a lower mean weight than animals released throughout the
rehabilitation. The weight gain of the animals with aspergillosis occurred only in the
first three collections, with stabilization or weight loss in later collections until the last
collection. Regarding the hematocrit (Ht) the average value in the first collection, was
38% and 44% in the case and control groups, respectively. In the group of penguins
with aspergillosis a progressive decline was detected in the curve of Ht values
throughout the rehabilitation period, which remained below of the lower reference
limit for the specie (42% + 4%) from the third until the last collection, while the control
group had values within the reference for the specie in all samples. The first
collection of PPT data showed a similar average value of 6.4g/dL and 6g/dL,
between case and control groups, respectively. However, the analysis of the curve of
the group with aspergillosis showed progressive increase of these values throughout
the rehabilitation, reaching an average of 10,3g / dL in the ninth collection, unlike the
control group, which remained stable since the sixth collection, values between 7.9
and 8 g / dL. In this work we can see that these parameters besides being penguins
criteria for release can also be used as indicators of potentially infected animals, as a
result of the curves generated from the analysis showed significant differences in



penguins group with aspergillosis when compared with healthy animals. The
establishment of this profile can be used as parameters for early preemptive therapy

for aspergillosis or more specific diagnosis.

Key words Aspergillus; hematocrit; total plasma protein; Magellanic penguin
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1 Introducgao

A aspergilose é uma doenga fungica de importancia na area de medicina
veterinaria. Embora possa acometer diversas espécies animais, € de extrema
relevancia na sanidade de aves, as quais possuem particularidades tanto na
anatomia como fisiologia do sistema respiratorio, o que as torna mais suscetiveis a
doenca (FRIEND, 1999; TELL, 2005).

Fungos Aspergillus sao os causadores desta enfermidade e estes sao
considerados oportunistas, na medida em que apesar de estarem presentes em
todos os ambientes (ubiquos) e se dispersarem pelo ar (anemdfilos), sdo capazes
de causar doenca em individuos com imunidade comprometida, sendo rara a sua
ocorréncia em animais higidos e considerados em equilibrio fisiolégico (RAPER,;
FENNEL, 1965; LACAZ, 2002; SIDRIM; ROCHA 2004).

A aspergilose € uma das doencas de maior importancia em pinguins em
cativeiro, correspondendo a causa mortis de mais de 50% de Spheniscus
magellanicus (pinguins-de-Magalhdes) em reabilitacdo. Esta alta porcentagem se
deve principalmente a predisposicdo destes animais a doenga, associada a
dificuldade de diagnostico precoce e, consequentemente, de tratamento imediato
(JONES; OROSZ, 2000; XAVIER et al., 2007).

No Brasil, a ocorréncia do S. magellanicus € comum durante o inverno
austral, quando estas aves migram desde suas colbnias localizadas na Patagbonia
Argentina (42°S) e llhas Malvinas (54°S), até o litoral sudeste brasileiro podendo, em
alguns casos, chegar ao litoral nordeste, como o estado do Ceara (03°S). A
migragdo destes animais ocorre devido ao acompanhamento de seu alimento, ja
que, durante o inverno cardumes de peixes como a Engraulis anchoita (anchoita)
sobem em direcdo ao litoral brasileiro através da corrente de aguas frias
denominada corrente das Malvinas (SILVA-FILHO; RUOPPOLO, 2014).
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Durante este processo migratorio que ocorre anualmente, os pinguins ficam
expostos a diversos perigos, dentre os quais pode-se citar a captura incidental em
redes de pesca e pesca de espinhel, auséncia de alimento devido a sobrepesca,
interagdo negativa com embarcacgdes, e poluicdo dos oceanos como a contaminagao
por 6leos (BOERSMA, 2008). Ao serem impactados por agdes antrépicas que nao
causem a morte imediata dos individuos, os pinguins tendem a sair do oceano
devido a sua debilidade, indo parar nas praias. Neste momento entram em agao
Centros de Recuperagao especificos para reabilitacdo de animais marinhos
(GARCIA-BORBOROGLU et al., 2008 SILVA-FILHO; RUOPPOLO, 2014).

Os Centros de Recuperagdo de Animais Marinhos possuem como objetivo
resgatar e reabilitar animais debilitados pelas mais diversas causas, e devolvé-los
sadios e selvagens a natureza a fim de que estes sigam seu ciclo bioldgico,
colaborando para a conservagdo. Durante o processo de reabilitagdo dos pinguins,
estes animais debilitados tornam-se suscetiveis ao desenvolvimento da aspergilose
(GARCIA-BORBOROGLU et al., 2008; SILVA-FILHO; RUOPPOLO, 2014; XAVIER
et al., 2007).

A aspergilose ndo possui sinais clinicos especificos, podendo o animal
apresentar dispneia, inapeténcia, apatia e/ou regurgitacdo e emaciagdo quando a
enfermidade encontra-se em estagio avancado. O diagndstico precoce desta
enfermidade é muito dificil e oneroso para os Centros de Recuperacao e, apesar de
estudos neste sentido estarem em progresso, o tratamento precoce ainda é inviavel
(SILVA-FILHO; RUOPPOLO, 2014; XAVIER; MADRID, 2014).

Embora exames sanguineos basicos, como o hematocrito e dosagem de
proteinas plasmaticas totais, sejam dificilmente utilizados para diagnosticos
definitivos, estes podem ser ferramentas muito uteis quando aliados a exames
clinicos, para compor o diagndstico de determinadas doengas (LOPES; BIONDO;
SANTOS, 2007). De fato, estudos recentes demonstram o valor destes parametros
no auxilio do diagnostico da aspergilose em diversas espécies de aves (BLACK et
al., 2013; CRAY et al.,, 2009, GRACZYK et al., 1998). No entanto, no caso da
aspergilose em pinguins nao existem estudos que determinem o perfil sanguineo e
clinico dos individuos doentes. A comparagédo de parametros sanguineos e clinicos
dos animais doentes com saudaveis podera determinar um padrdo de variagao
durante a reabilitagdo que auxilie no diagnostico presuntivo da aspergilose em S.

magellanicus futuramente.
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Este trabalho teve como objetivo determinar a curva de ganho de peso e de
parametros sanguineos em Spheniscus magellanicus (pinguins-de-Magalh&es) com
aspergilose em reabilitagdo. Como objetivos especificos pode-se listar:

- Comparar a curva de peso e de ganho de peso de Spheniscus magellanicus
reabilitados com animais que vieram a 6Obito por aspergilose.

- Comparar a curva de hematdcrito apresentada por animais que foram
liberados e animais que vieram a 6bito por aspergilose.

- Comparar a curva de proteinas plasmaticas totais apresentada por animais
que foram liberados e animais que vieram a obito por aspergilose.

- Avaliar o tempo decorrido desde a chegada dos pinguins para reabilitagdo
até o inicio de altera¢gdes dos valores na curva dos parametros avaliados .



2 Revisao da Literatura

2.1 Spheniscus magellanicus

Os pinguins sdo aves da ordem Sphenisciformes, pertencentes a familia
Spheniscidae, organizados em seis géneros e 18 espécies que estdo distribuidas
somente no hemisfério sul, e ndo necessariamente associadas ao gelo. Das
espécies de pinguins que existem, somente duas se reproduzem estritamente na
Antartica. As demais espécies podem ser encontradas na Nova Zelandia,
Galapagos, Africa do Sul, llhas subantarticas, e na América do Sul, como é o caso
do Spheniscus magellanicus. Este pinguim se reproduz na Patagbnia Argentina e
Chilena, e nas llhas Malvinas (SILVA-FILHO; RUOPPOLO, 2014; WILLIAMS, 1995).

Sao aves marinhas, ndo voadoras, que possuem asas adaptadas em forma
de nadadeira, o que lhes confere uma alta capacidade de mergulho rapido. Suas
penas de tamanho pequeno, presentes em alta densidade e minuciosamente
organizadas ao longo de todo o corpo do animal, com exceg¢do das patas e bico,
permitem que estas aves permanegam por um longo periodo de tempo dentro da
agua, sem ocorrer hipotermia. As patas possuem membranas interdigitais as quais
possibilitam melhor desempenho na agua (SILVA-FILHO; RUOPPOLO, 2014).

Os S. magellanicus nao possuem dimorfismo sexual acentuado, sendo
geralmente os machos um pouco maiores que as fémeas, porém sem distingdo
determinante aos olhos. Neste sentido, € possivel diferenciar somente filhotes,
juvenis e adultos. Enquanto filhotes possuem plumao com coloragdo acinzentada em
todo o corpo, juvenis apresentam pluméao e penas com coloragdo acinzentada no
dorso e cabeca, e branca no ventre, e os adultos, animais com mais de um ano de
idade, possuem dorso e cabega pretos e ventre branco, com duas listras pretas no
pescoco (HEREDIA et al., 2008).
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Durante o verdo austral os S.magellanicus estdo em suas colbnias se
reproduzindo. Em meados de setembro, os machos chegam a col6nia e organizam
seu ninho, que é feito em formato de tocas superficiais no solo. Em seguida, chegam
as fémeas, quando ocorre a cépula. A incubagdo dos ovos dura aproximadamente
42 dias e a fémea pode pbr até trés ovos, sendo mais comum o nascimento de um
ou dois filhotes. O cuidado parental é compartilhado entre macho e fémea, e se
estende ao longo de aproximadamente dois meses, quando os filhotes realizam a
muda de penas para juvenis e se tornam independentes (WILLIAMS, 1995; YORIO
et al., 2001).

Anualmente, ao fim dos cuidados com o filhote, entre os meses de fevereiro e
margo, os pinguins adultos realizam a muda de penas, processo no qual substituem
todas as penas antigas por penas novas. Este processo gera um grande estresse ao
animal, ja que durante a muda, os pinguins permanecem em terra havendo restricdo
alimentar (SILVA-FILHO; RUOPPOLO, 2014).

ApOs o periodo reprodutivo e muda de penas, os pinguins deixam a colbnia e
comegam sua migragdo. Enquanto os adultos reprodutivos permanecem mais
proximos a coldénia na costa Argentina, os juvenis e adultos ndo reprodutivos tendem
a se afastar mais da colénia em busca de alimento. Os pinguins desta espécie
tendem a ficar entre 60 e 100km da costa durante seu periodo pelagico. A
alimentacao desta ave consiste basicamente de peixes, como Sardinella brasiliensis
(sardinhas), Engraulis anchoita (anchoita) e Merluccius hubbsi (merluza comum),
porém também podem se alimentar de moluscos e crustaceos (CRISSEY et al.,
2002; SILVA-FILHO; RUOPPOLO, 2014).

O S. magellanicus esta classificado como “Quase ameacado” na lista
vermelha da IUCN (International Union for Conservation of Nature), sendo sua
populacdo mundial estimada em 1.300.000 pares. Estudos apontam que existe
flutuagdo entre as diferentes colbnias, ou seja, enquanto algumas aumentam o
numero de individuos, outras diminuem. Entretanto, de um modo geral, a populagao
mundial vem sofrendo rapido declinio, sendo a poluicdo dos oceanos por 6leo o
principal risco para a espécie atualmente (IUCN, 2014).
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2.2 Reabilitagao de Spheniscus magellanicus

Durante a migragdo anual dos pinguins, estes individuos estdo expostos a
diversos riscos. Quando impactados por fatores antrépicos ficam debilitados,
interrompendo seu ciclo natural de migragédo e culminando com sua saida da agua e
permanéncia na orla da praia. Animais contaminados por oleos de origem fossil
comumente chegam a costa com baixo peso corporal, anémicos e desidratados. Em
adicdo, pode-se encontrar casos de intoxicagdo pela ingestdo incidental do
contaminante, além de queimaduras de pele e mucosas pelo produto (HEREDIA,
2008).

Esta demanda de pinguins debilitados por a¢des antropogénicas ocorrente
nas costas da Argentina, Uruguai e Brasil, demonstra a necessidade da criagdo de
Centros de Reabilitagdo de Animais Marinhos que possuem, em sua maioria, 0
objetivo de reabilitar animais marinhos e devolvé-los saudaveis e selvagens a
natureza (GARCIA-BORBOROGLU et al., 2008). Em especial, no sul do Rio Grande
do Sul, na cidade de Rio Grande, existe o Centro de Recuperagdo de Animais
Marinhos (CRAM-FURG) pertencente a Universidade Federal do Rio Grande
(FURG). Este Centro atua principalmente com pinguins-de-Magalh&es contaminados
por hidrocarbonetos e se tornou referéncia nacional na reabilitagdo de animais
oleados.

A primeira medida a ser tomada apos o resgate de pinguins debilitados € a
estabilizagdo, que consiste em procedimentos para restabelecer parametros vitais
do animal. Dentre estes, estdo a reversdo do quadro de hipotermia ou hipertermia
(valor de referéncia: 39 a 41°C); o descanso; a reidratacdo do animal; e a
alimentagdo gradual com reposi¢cdo vitaminica, visando a recuperagdo do peso
corporal. Em caso de pinguins oleados, somente apds estar estabilizado o animal
sera encaminhado para a despetrolizagdo, ou seja, o banho para retirada do
contaminante que recobre o corpo da ave (RUOPPOLO et al., 2004).

Ao longo do processo de recuperagdo, alguns parametros sdo avaliados
rotineiramente visando o acompanhamento do estado de saude do animal.
Hematdcrito (Ht), proteinas plasmaticas totais (PPT) e peso sdo os dados basicos,
determinados por protocolos nacionais e internacionais, que devem ser
acompanhados durante a reabilitacdo de aves marinhas (HEREDIA et al., 2008,
RUOPPOLO et al., 2004, OILED WILDLIFE CARE NETWORK, 2000).
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O hematécrito (Ht) é a porgcdo de células vermelhas em relagdo ao volume
sanguineo total (LORENZI, 1999). A interpretacdo do resultado do hematdcrito,
associado aos dados clinicos e/ou outros exames pode culminar no diagnostico
presuntivo ou definitivo de diversas doengas (CAMPBELL, 1994). A anemia se
caracteriza pela diminuigdo da concentragao de eritrocitos ou hemoglobina, podendo
em alguns casos, ser evidenciada através da queda dos valores de hematocrito. Em
contrapartida, o aumento dos valores de hematdcrito pode indicar tanto uma
policitemia, ou seja, aumento de eritrécitos circulantes no sangue (LOPES; BIONDO,;
SANTOS, 2007), quanto um processo de desidratacdo (RUSSEL et al., 2003).

O plasma sanguineo € composto por mais de 100 diferentes proteinas (PPT),
sendo a albumina e as globulinas as principais. A albumina é responsavel pela
regulagdo osmodtica do plasma e é importante para o transporte de substancias na
circulagdo, como horménios e lipideos em geral, enquanto que as globulinas atuam
nos processos infecciosos e inflamatorios (LORENZI, 1999). Assim, a taxa de PPT
pode aumentar quando ha inflamagdes ou infecgbes, bem como em quadros de
hiperproteinemia sem que isso seja um indicativo de doenga, como ocorre em
fémeas oviparas, antes da ovipostura. Nestes casos, 0 aumento na taxa de PPT,
induzido por estrégeno, durante a vitelogénese, € decorrente do aumento de
proteinas envolvidas na formagé&o do ovo, (HARR, 2002).

Existem poucos estudos em relagdo aos perfis hematologicos e parametros
clinicos em S. magellanicus. Alguns dados em pinguins de vida livre e pinguins em
cativeiro sdo conhecidos, e podem servir como base para comparacdo em estudos
presentes e futuros (GHEBREMESKEL et al., 1989; HAWKEY et al., 1989;
RODRIGUES et al., 2010). Em estudo com pinguins em vida livre, foi demonstrado
que a média de hematdcrito dessas aves € 42%. Além disso, ndo observou-se
variagdo significativa desses valores nos periodos pré e pdés muda. Em pinguins em
reabilitacdo, os animais aptos a liberacdo apresentaram hematécrito médio de 43%,
valor semelhante aos animais de vida livre (HAWKEY et al., 1989; MARTINS et al.,
2015).

Em analises considerando as proteinas plasmaticas totais (PPT)
apresentadas por esses animais, observou-se que ha diferenga significativa entre o
periodo pré muda, onde essas aves possuem média de 5,3g/dL e o periodo pods
muda, com PPT média de 3,8g/dL para aves de vida livre (GHEBREMESKEL et al.,
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1989). Pinguins em reabilitagdo aptos a liberagdo apresentaram a média de PPT de
5,8g/dL (MARTINS et al., 2015).

Em situagdes favoraveis, a reabilitacdo de pinguins dura em média 45 dias.
Quanto menor o tempo em reabilitacdo, menor a chance do animal desenvolver
doengas secundarias ao cativeiro. Dentre estas doengas, destacam-se o bumblefoot
ou pododermatite, caracterizada por lesdes na regido plantar da ave, decorrente do
piso inadequado aliado ao rapido ganho de peso do individuo em reabilitagdo; a
malaria aviaria, adquirida principalmente por animais que passam 0O verao nos
Centros de Reabilitacdo; e a aspergilose, doenga fungica oportunista né&o
transmissivel, a qual acomete principalmente o trato respiratério (SILVA FILHO;
RUOPPOLO, 2014; VASTREELS; PARSONS, 2014; XAVIER et al., 2007).

2.3 Aspergillus spp.

O Aspergillus, causador da aspergilose, foi descrito pela primeira vez pelo
botanico e padre Antonio Micheli, em 1729. Em 1965, Raper & Fennell identificaram
132 espécies dentro do género e, nos anos dois mil mais de 250 espécies ja eram
conhecidas, sendo 20 destas consideradas patogénicas. Atualmente, em fungéo de
novos métodos de identificagédo e classificagdo baseados em filogenia, morfologia e
técnicas biomoleculares novas espécies de Aspergillus tém sido descritas (SIDRIM;
ROCHA, 2004).

O Aspergillus esta dentro da divisdo Eucomycota, subdivisdo Ascomycotina,
classe Ascomycetes, ordem Eurotiales, familia Aspergillaceae. Fungos deste género
estdo distribuidos mundialmente, e sdo facilmente encontrados nos mais diversos
ambientes como a agua, a terra, o ar, além de alimentos e plantas (LATGE, 1999;
XAVIER; OSORIO, 2009).

Estes fungos apresentam formas anamorficas e teleomdérficas. Enquanto a
reprodugdo assexuada € realizada através de conidios originados de uma célula
conidiogénica, a reproducdo sexuada ocorre através de ascosporos contidos em
ascos (LACAZ et al., 2002; LATGE, 1999).

Macroscopicamente, fungos Aspergillus formam colonias filamentosas de
crescimento rapido que possuem variagdes morfoldégicas de acordo com cada
espécie. Em geral, caracterizam-se por apresentar colbnias com textura entre

algodonosa e pulverulenta, podendo chegar a rugosa com aspecto coriaceo. Quanto
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a coloracdo da superficie das colbnias, estas podem variar entre verde, amarelo,
alaranjado, castanho ou preto. E o anverso geralmente apresenta cores branca,
dourada ou acastanhada (LACAZ et al., 2002; SIDRIM; ROCHA, 2004).

Microscopicamente, os fungos deste género apresentam hifas hialinas e
septadas, medindo aproximadamente 4um de espessura e se bifurcando em angulo
de 45°. A estrutura de frutificacdo é formada por uma célula pé denominada
conidiéforo e uma dilatagdo no apice designada vesicula. As espécies podem ser
unisseriadas ou bisseriadas, sendo a diferenga entre esses grupos a presenga de
métulas em espécies bisseriadas, as quais se projetam da vesicula sustentando as
células conidiogénicas (fialides), enquanto que nas espécies unisseriadas, as fialides
sdo originadas diretamente da vesicula. As fialides produzem diariamente milhdes
de propagulos fungicos denominados conidios. A identificacdo das espécies de
Aspergillus deve ser realizada através de chaves de identificacdo, observando-se as
caracteristicas macro e micro morfologicas apresentadas pelo fungo (LACAZ et al.,
2002; SIDRIM; ROCHA, 2004; KLICH, 2002).

2.4 Aspergilose em aves

A aspergilose é considerada uma enfermidade ndo contagiosa e oportunista,
sendo fatores como a exposicdo ao agente infeccioso, quantidade de conidios
inalados, viruléncia da cepa e resposta imune do hospedeiro determinantes para o
desenvolvimento da doenga (BEERNAERT, 2008; LATGE, 1999).

A infeccdo ocorre, principalmente, a partir da inalagdo de propagulos fungicos
presentes no ambiente, acometendo primariamente o trato respiratério, com invasao
tecidual e possibilidade de disseminagdo pela corrente sanguinea ou por
contiguidade, para outros 6rgdos. Mais raramente, a aspergilose pode acometer
primariamente outros o6rgaos, como a pele, olhos, sistemas nervoso central,
digestorio, hepatico ou renal (XAVIER et al., 2011).

O agente etiologico de maior importancia € o Aspergillus se¢do fumigati,
responsavel por entre 90-95% dos casos de aspergilose. Dentre as provaveis
causas para este grande numero, pode-se citar a caracteristica de termotolerancia
apresentada pela espécie, a qual permite o crescimento e a reproducdo do
microrganismo na temperatura corporal elevada das aves (39°- 41°C) , bem como o
diminuto tamanho dos conidios (2-3um) que proporciona maior facilidade de



21

inalacdo por parte dos hospedeiros, e a producdo de grande quantidade de
gliotoxina, um metabdlito imunossupressor produzido pelo fungo em invaséo
tecidual, cujas aves apresentam grande sensibilidade (LACAZ et al., 2002; LEWIS et
al., 2005; TELL, 2005).

A aspergilose em aves pode causar grande prejuizo econdmico e/ou
ecologico. Em criadouros comerciais de aves de produgdo, a aspergilose é
considerada a principal doenga fungica, sendo responsavel por mais de 50% da
mortalidade em lotes de aves ainda na primeira semana de vida, ou mesmo ainda
dentro dos ovos (ANDREATTI-FILHO, 2000; TELL, 2005; TESSARI et al., 2004).

No caso de aves silvestres selvagens ou em cativeiro, a aspergilose também
possui grande importancia, ja sendo relatada em inumeras espécies, dentre elas,
psitacideos (GERMAN, 2000), Eudromia elegans (martinetas) (BLACK et al.,2013),
Larus cachinnans (gaivotas) (NARDONI, 2006), L. occidentalis, L. delawarensis, Uria
aalge (arau-comum), Phalacrocorax penicillatus, P. auritus (biguas) (BURCO et al.,
2012), Falco rusticolus, F. peregrinus, F. biamircus, F. cherrug (falces) (DI SOMMA
et al.,, 2007). Em adicional, essa doencga ja foi relatada em diversas espécies de
pinguins, como o Pygocelis papua (pinguim getoo) (FLACH et al., 1990), Spheniscus
demersus (pinguim-africano) (BECHERT et al., 2008), Spheniscus humboldti
(pinguim-de-Humboldt) (BUNTING et al., 2009) e Spheniscus magellanicus (pinguim-
de-Magalhaes) (CARRASCO et al., 2001; XAVIER et al., 2007).

2.5 Aspergilose em pinguins em cativeiro

Pinguins em reabilitacdo possuem inumeros fatores predisponentes para o
desenvolvimento da aspergilose. Primeiramente possuem uma anatomia particular
das aves, a qual dificulta a defesa do animal contra esse microrganismo invasor. A
auséncia de epiglote, a auséncia de diafragma, e a limitada camada de células
ciliadas pseudoestratificadas no trato respiratério superior facilitam a penetracao e
manutengdo dos conidios no trato respiratorio inferior (TRI), possibilitando sua
colonizagédo e infecgdo. Em adicdo, os pinguins possuem sacos aéreos, que sao
estruturas providas de oxigénio em abundancia e secregdes respiratorias, as quais
servem de substrato para o microrganismo, e pouco vascularizadas, o que dificulta
o aporte de células de defesa para o local infectado (BAUCK, 1994; TELL, 2005).
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Essas caracteristicas morfologicas associadas ao estresse causado pelo
manejo dos animais em reabilitagdo e pela migragcédo, aos quadros de desidratagao,
a desnutrigdo, aos traumatismos e a intoxicagao por petroleo, que contribuem para a
imunossupressdo do animal, consequentemente facilitam o desenvolvimento da
aspergilose (CARRASCO et al., 2001; SILVA-FILHO; RUOPPOLO, 2014).

A principal via de infecgdo pelo Aspergillus € o trato respiratorio superior, a
partir da inalagdo dos conidios que estao dispersos no ambiente. Apds a inalagéao,
os conidios tendem a se instalar no TRI, principal sistema acometido pela
aspergilose (XAVIER; MADRID, 2014).

A aspergilose em pinguins apresenta-se especialmente na forma crénica com
manifestagéo tardia dos sinais clinicos, podendo acontecer também a morte subita
do animal sem prévia apresentacdo de sinais (CARRASCO et al., 2001; XAVIER et
al., 2011). Quando manifestados, os sinais clinicos da aspergilose em pinguins n&o
sdo especificos. A forma aguda, apesar de mais rara, pode ocorrer quando o
individuo & exposto a inoculos fungicos de alta concentracdo, com quantidade
massiva de conidios, os quais colonizam e invadem um org&o vital (AGUILAR;
REDIG, 1995; REDIG, 2000; XAVIER et al., 2011).

Considerando-se que a reabilitagdo de animais marinhos, nao diferentemente
de animais terrestres, possui diversas limitacdes dentre as quais se destaca a
limitagdo financeira, o diagndstico precoce da aspergilose através de exames mais
elaborados se torna inviavel, dificultando consequentemente, a aplicagdo de um
tratamento precoce e eficaz. Dessa forma, a aspergilose € considerada a doencga

que mais leva pinguins em reabilitagdo ao 6bito (XAVIER et al., 2007).

2.6 Diagnostico da aspergilose em pinguins

Para um diagnostico presuntivo da aspergilose, pode-se contar com o auxilio
de exames laboratoriais inespecificos e clinicos. O hemograma de aves infectadas
pode apresentar alteracbes como leucocitose com heterofilia em estagio inicial,
monocitose com heterofilos toxicos em estagio mais avangados e linfopenia, além de
anemia nao regenerativa (BLACK et al.,, 2013; REDING, 1993). Em adigédo, a
eletroforese pode acusar inflamagéao cronica, caracterizada por hiperproteinemia. No
caso da aspergilose, estudos recentes sugerem a utilizagdo da eletroforese para
complementagdo do diagndstico da doenga em aves (BLACK et al., 2013; CRAY et



23

al., 2009), inclusive em S.humboldti (pinguins-de-Humboldt) (DAVIDOW et al., 1997)
a partir da detecgdo de decréscimo da concentragcdo plasmatica de albumina e
aumento de globulinas.

Outra possivel forma de diagndstico presuntivo desta doenga € a observagao
dos sinais clinicos como apatia, perda de apetite, regurgitacdo, perda de peso
corporal e dispneia (FRIEND, 1999; RISI et al., 2003; TELL, 2005, XAVIER et al.,
2007). Apesar de esses sinais clinicos ndo serem especificos para a aspergilose,
sua detecc¢ao em pinguins em reabilitacdo podem indicar a doenga, devido a sua alta
prevaléncia nessas aves em cativeiro, seja temporario ou permanente. Entretanto
deve-se elucidar que os sinais clinicos podem nao ser evidenciados mesmo que a
ave esteja desenvolvendo a doenga e, na maioria das vezes, quando aparecem, a
doencga ja esta em fase avangada, o que dificulta o tratamento precoce, com chance
de sucesso (CABANA et al., 2007; XAVIER et al., 2007).

Considerando-se meétodos diagnosticos definitivos, podemos citar a
associagao entre cultivo microbioldgico e histopatologia como o padréo ouro para o
diagnostico da aspergilose em pinguins. Essa associagdo se faz necessaria para
que a invasao tecidual seja detectada na histopatologia, uma vez que por serem
fungos presentes em abundancia em todos os ambientes, um cultivo positivo pode
tanto significar doenga quanto contaminag&o, podendo gerar um diagnostico falso-
positivo (PERLROTH; CHOI; SPELLBERG, 2007; XAVIER; FARIA, 2009).

Para o cultivo micoldgico pode-se utilizar agar Sabouraud dextrose, e para
identificacdo das espécies, agar Czapeck, agar Malte e agar Potato Dextrose (PDA).
Os isolados de Aspergillus segdo fumigati, apresentam crescimento rapido (24-
48horas), colénias pulverulentas de coloragdo do verso azul-esverdeada e reverso
branco. Microscopicamente apresentam conidiéforos lisos e hialinos, vesicula
piriforme e fialides unisseriadas distribuidas somente nos 2/3 superiores da vesicula
(KLICH, 2002; XAVIER; FARIA, 2009).

Na histopatologia, utilizando-se Hematoxilina-Eosina (HE), Gomori Grocott ou
acido periodico de Schiff (PAS) pode-se observar a presenca de estruturas fungicas
como hifas hialinas septadas em angulo de 45° ou até mesmo o conidiéforo, além de
inflamacdo decorrente da invasdo do microrganismo (ABUNDIS-SANTAMARIA,
2003; XAVIER; FARIA, 2009).

Apesar destes exames poderem ser realizados in vivo, na maioria das vezes,

o diagnodstico da aspergilose acaba sendo confirmado somente em exames post
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mortem (XAVIER et al.,, 2011), isto porque ha necessidade de procedimentos
invasivos para coleta da amostra clinica tecidual necessaria para comprovacao da
infecgao.

Como alternativa a realizacdo de biopsia tecidual, encontram-se os exames
de imagem, como a endoscopia do TRI, a qual € um bom método para visualizagéo
de lesdes ou coldnias fungicas. No entanto, também €& considerado um meétodo
invasivo e, em caso de aves muito debilitadas é contra-indicado devido a
necessidade de anestesiar o animal para realizagcdo do exame. Além da endoscopia,
a radiologia e a tomografia computadorizada podem ser ferramentas para o
diagndstico da aspergilose, porém quando ha achados na radiografia, normalmente
0 prognostico da doencga € desfavoravel, e o alto custo da tomografia a torna inviavel
para aplicagdo em pinguins em reabilitagdo (JONES; OROSZ, 2000; CRAY, 2012,
REDIG,1993).

Mais recentemente, alguns testes sorologicos tém sido considerados
potenciais para o diagndstico precoce da aspergilose em aves. Dentre estes
destacam-se o monitoramento por imunodifusdo radial dupla em gel de Agar (IDGA)
e 0 ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto para pesquisa de anticorpos, além do
ELISA direto para busca de epitopos antigénicos (galactomanana, por exemplo) de
fungos do género Aspergillus (JONES; OROSZ, 2000; CRAY 2012).

A IDGA é um teste qualitativo, exigindo alta concentragado de anticorpos para
formar uma linha de precipitagdo visivel que determina um resultado positivo.
Estudos recentes demostram alta taxa de sensibilidade e especificidade para o
diagnostico da aspergilose em pinguins-de-Magalhdes em reabilitacdo. O teste de
ELISA indireto possui sensibilidade e especificidade mais elevada que a IDGA,
entretanto sua utilizagdo é restrita devido ao fato se ser uma técnica ainda n&o
padronizada para a espécie (REDIG, 1993; BURCO et al., 2012; CRAY, 2012,
XAVIER; MADRID, 2014). Da mesma forma, o teste para detecgdo sérica da
galactomanana, principal componente da parede celular fungica liberado durante o
crescimento das hifas no tecido do hospedeiro, ainda n&do esta validada para o uso
em animais, embora seja considerado promissor para o diagnostico da aspergilose
em pinguins em reabilitagdo por alguns autores (CRAY, 2009, 2012, XAVIER;
MADRID, 2014).
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2.7 Prevengao e tratamento da aspergilose em pinguins

A prevencgao é considerada o melhor caminho para a aspergilose em pinguins
de cativeiro ja que, para a realizagdo de um tratamento eficaz, o diagndstico precoce
€ fator determinante e, apesar de evolugbdes neste campo, ainda ndo se possui um
método diagndstico efetivo e viavel financeiramente para este caso (XAVIER, et al.,
2008; XAVIER, MADRID, 2014).

Primeiramente, a reducdo do estresse causado ao animal é uma medida
basica a ser tomada. Dessa forma, o ambiente onde se encontram os animais deve
ser o mais silencioso possivel, 0 manejo com os pinguins deve ser limitado ao
necessario e deve-se sempre que possivel evitar o estresse visual. E importante
também manter o conforto térmico das aves, assim como prover uma nutricao ideal
(RUSSEL et al., 2003; SILVA FILHO; RUOPPOLO, 2014).

Estudos comprovam que a desinfecgao do ambiente onde se encontram as
aves é efetiva para a prevencdo da doenca quando realizada corretamente. Para
isto, o produto mais indicado é o digluconato de clorexidina (20%), por ser um
produto de baixa toxicidade para os animais e eficiente contra o Aspergillus. Aliada a
esta desinfecgdo ambiental, € importante a manutencido diaria da limpeza dos
recintos, retirando mais de uma vez ao dia o0 excesso de matéria organica eliminada
pelos pinguins. Em adigdo, a manutengdo de um ambiente bem ventilado e o
controle da temperatura e umidade local contribuem para minimizar a concentragao
de propagulos fungicos a que os animais estdo expostos, auxiliando na prevengéo
da aspergilose (RUSSEL et al., 2003; XAVIER et al., 2008).

Ainda de forma preventiva, protocolos de reabilitagcdo recomendam o uso do
farmaco antifungico itraconazol, o qual deve ser administrado junto ao alimento, uma
vez ao dia, durante 15 dias, na dose de 15 a 25mg/kg. O tratamento preventivo da
aspergilose deve ser iniciado no mesmo dia da chegada do animal ao Centro, pois é
um dos momentos de maior estresse para 0s pinguins, que comumente chegam
emaciados, desidratados, anémicos, hipotérmicos e ficam acomodados em
ambientes antes n&o conhecidos, além de passarem por manejos que
constantemente causam mais estresse aos individuos (BUNTING et al.,, 2009;
RUOPPOLO et al., 2004).

Apesar da existéncia de estudos mostrando o sucesso de determinadas
terapias para a aspergilose em outras aves (DI SOMMA et al., 2007), um tratamento
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eficaz em pinguins n&o € descrito. A falha terapéutica provavelmente ocorre devido
ao inicio tardio do tratamento, o qual é instaurado geralmente quando as aves
apresentam sinais clinicos, o que implica em um estagio avancado da doenca
(XAVIER; MADRID, 2014).

Dentre os antifungicos descritos para o tratamento em pinguins, destacam-se
a anfotericina B, terbinafina e principalmente, os azdis como itraconazol e
voriconazol. Todos agem no ergosterol, seja diretamente ou no processo de
formagao deste componente da membrana celular do fungo. O tratamento pode ser
tépico, através de nebulizagdo, via intratraqueal ou por instilagdo nasal e/ou
diretamente nos sacos aéreos; ou sistémico, realizada por via oral ou endovenosa
(ABUNDIS- SANTAMARIA, 2003; BECHERT et al., 2010; BAUCK, 1994; BUNTING
et al., 2009; ROCHETTE; ENGELEN; BOSSCHE, 2003).

Quanto ao voriconazol, apesar de haver poucos estudos com este
medicamento em aves, devido principalmente ao seu alto custo, sua eficacia para o
tratamento da aspergilose ja foi comprovada em falconiformes e psittaciformes,
sendo um farmaco promissor neste sentido. Entretanto, mais estudos devem ser
realizados principalmente com relagdo a toxicidade e eficacia deste medicamento
para demais espécies de aves (DI SOMMA et al., 2007, ROCHETTE; ENGELEN;
BOSSCHE, 2003).

Algumas particularidades compartilhadas pelos antifungicos devem ser
consideradas no momento da escolha do farmaco a ser utilizado para o tratamento
da aspergilose. A primeira questdo € quanto a farmacocinética e a farmacodinamica
dos antifungicos de eleicdo para o tratamento da aspergilose em pinguins. Os
estudos nessa linha s&o escassos. Bechert et al. (2010), demonstraram que para
Spheniscus demersus (pinguins-africanos), a terbinafina deve ser administrada na
dose diaria de 15mg/kg para manter os niveis plasmaticos ideais, e Bunting et al.
(2009) encontraram a dose diaria de 20mg/kg do itraconazol comercial como a
indicada para tratamento de Spheniscus humboldti (pinguins-de-Humboldt),

Embora sejam indicados inumeros antifungicos e vias de administragao para
tratamento da aspergilose em aves (BEERNAERT et al.,, 2009; Di SOMMA et al.,
2007; OKABAYASHI et al., 2009; SILVANOSE; BAILEY; DI SOMMA, 2006), devido
a escassez de estudos, ainda n&o esta comprovadamente estabelecida a terapia
mais indicada para esta doenga em pinguins, permanecendo indisponivel dados que
determinem a toxicidade, o antifungico de eleicdo, o tempo de tratamento e a
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eficacia dos mesmos para estes animais. Bem como, estudos de farmacocinética e
farmacodinédmica de antifungicos em pinguins-de-Magalhdes ndo sao descritos na
literatura, dificultando a melhor escolha para se alcangar a cura clinica da

aspergilose nestes animais.
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CURVA DE PARAMETROS SANGUINEOS E DE PESO EM SPHENISCUS
MAGELLANICUS (FOSTER, 1781) (AVES: SPHENISCIFORMES) EM
REABILITAGAO COM ASPERGILOSE
(Curve of blood and weight parameters in Spheniscus magellanicus (Foster,
1781)(Birds: Sphenisciformes) in Rehabilitation with Aspergillosis)

RESUMO Parametros sanguineos basicos e peso corporeo sdo rotineiramente
utilizados para monitoramento do estado geral de Pinguins-de-Magalhdes em
reabilitacdo, no entanto, estudos mostrando o perfil de variagdo destes parametros
durante o desenvolvimento da aspergilose nestes animais ndo sdo conhecidos.
Neste sentido, este trabalho objetivou determinar curva de peso, de hematdcrito (Ht)
e de proteinas plasmaticas totais (PPT) em pinguins com aspergilose. O estudo do
tipo caso-controle retrospectivo foi realizado com pinguins em reabilitagdo no sul do
Brasil, sendo o grupo caso composto por pinguins com aspergilose, e o grupo
controle por pinguins sadios. Para a determinagdo das curvas, foram coletados
dados de amostras sequenciais, realizadas em média a cada sete dias, durante um
periodo maximo de 81 dias, sendo estes submetidos a analise de variancia
(ANOVA) com teste post-hoc de Bonferroni. Ao todo, 140 animais foram estudados
(50% casos e 50% controles). Pinguins com aspergilose diferiram significativamente
do grupo controle em todos os parametros analisados, apresentando ganho de peso
somente nas trés primeiras coletas, com estabilizacdo ou perda de peso nas coletas
posteriores até seu desfecho, bem como declinio progressivo dos valores de Ht, os
quais mantiveram-se abaixo do valor de referéncia para a espécie desde a terceira
até a nona e ultima coleta, e aumento progressivo dos valores de PPT ao longo das
coletas, com diferenga significativa a partir da sexta coleta em relagdo ao grupo
controle. O estabelecimento desse perfil em pinguins com aspergilose pode servir

como indicativo de mau progndstico destes animais em cativeiro, e como parédmetro
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para inicio de terapia preemptiva para aspergilose ou de investigagado diagndstica
mais especifica.
Palavras-chave: Aspergillus; hematdcrito; proteinas  plasmaticas  totais;

Sphenisciformes

ABSTRACT Basic blood parameters and body weight are routinely used to monitor
the general condition of Magellanic penguins in rehabilitation, however, studies
showing the variation profile of these parameters during the development of
aspergillosis in these animals are not known. Thus, this study aimed to determine the
curve of weight, hematocrit (Ht) and total plasma proteins (PPT) in penguins with
aspergillosis. The study of retrospective case-control was carried out with penguins
in rehabilitation in southern Brazil, and the case group was composed by penguins
with aspergillosis, and the control group by healthy penguins. For the determination
of the curves, data were collected from sequential samples, performed on average
every seven days for a maximum period of 81 days, which underwent analysis of
variance (ANOVA) with post-hoc Bonferroni. A total of 140 animals were studied
(cases 50% and 50% control). Penguins with aspergillosis differed significantly from
the control group in all parameters, with weight gain only in the first three collections,
with stabilization or weight loss in later collections until its upshot, and progressive
decline of Ht values, which were maintained below the reference value for the specie
from the third to the ninth and final collection, and progressive increase of PPT
values during the experimental period, with a significant difference since the sixth
collection in the control group. The establishment of this profile in penguins with
aspergillosis can serve as an indicator of poor prognosis of these animals in captivity,
and as a parameter for early preemptive therapy for aspergillosis or more specific

diagnosis.

Key words Aspergillus; hematocrit; total plasma protein; Sphenisciformes

INTRODUGCAO
A aspergilose € uma doencga fungica, ndo contagiosa, considerada uma das

principais causas de O&bito em pinguins em reabilitagdo. A infec¢do ocorre
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principalmente por via aérea, a partir da inalagado de propagulos de Aspergillus spp.
0s quais estdo dispersos em todos os ambientes. O trato respiratorio inferior é o
principal sistema acometido, embora muitas vezes ocorra disseminagao via
hematogena ou por contiguidade para outros orgaos, geralmente culminando na
morte do individuo infectado (Carrasco et al., 2001; Xavier et al, 2007; 2011).

O diagndstico dessa doenga em pinguins em cativeiro ainda é estabelecido
principalmente por exames post mortem, a partir da visualizagdo na necropsia de
granulomas e/ou colbnias fungicas em sacos aeéreos, associada a exames
micologicos e histopatoldgico (Carrasco et al., 2001; Xavier et al., 2011). Isto ocorre
principalmente devido ao fato destas aves infectadas comumente apresentarem
sinais clinicos inespecificos e tardios, ou até mesmo morte subita (Abundis-
Santamaria, 2003; Beytut et al., 2004; Xavier et al., 2007).

Embora a doenga seja descrita em pinguins em cativeiro desde a década de 40
(Ainsworth; Rewell, 1949; Flach et al., 1990; Khan et al., 1977), ainda hoje nao
existem meétodos eficazes e acessiveis para diagndstico in vivo da aspergilose
nestes animais. Estudos recentes tem demonstrado o valor da avaliacdo de valores
de hematécrito e de proteinas plasmaticas totais, albumina e globulinas, no
diagndstico da aspergilose em diversas espécies de aves (Black et al., 2013; Cray et
al., 2009, Davidow et al., 1997; Graczyk et al., 1998).

Esses exames hematoldgicos basicos, como a determinagdo do hematdcrito e
das proteinas plasmaticas totais, em associagdo com ganho de peso sao
rotineiramente utilizados para monitoramento do estado geral de Spheniscus
magellanicus (pinguins-de-Magalhdes) durante o processo de reabilitagao,
especialmente devido ao baixo custo e alta acessibilidade. Valores de referéncia

destes parametros, estabelecidos por protocolos, sdo utilizados como critérios para
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liberagéo, caracterizando os pinguins aptos a reintrodu¢do na natureza (Ruoppolo et
al., 2004; Martins et al., 2015). No entanto, o comportamento destes parametros
sanguineos basicos e das medidas de ganho de peso em pinguins-de-Magalhaes
com aspergilose em cativeiro ainda n&o foi descrito.

Considerando que o conhecimento desses dados, os quais s&o rotineiramente
coletados em Centros de reabilitagdo, pode contribuir com a identificacdo de animais
potencialmente infectados por Aspergillus spp., este trabalho objetivou avaliar a
curva de peso, de ganho de peso e de parametros sanguineos como hematdcrito e
PPT em S. magellanicus que morreram por aspergilose durante a reabilitagdo.

MATERIAL E METODOS

O estudo do tipo caso-controle retrospectivo foi realizado no Centro de
Recuperagédo de Animais Marinhos (CRAM-FURG), anexo ao Museu Oceanografico
Prof. Eliézer de Carvalho Rios, da Universidade Federal do Rio Grande (FURG), no
Rio Grande do Sul, Brasil. As informacgdes foram coletadas do banco de dados do
CRAM-FURG referentes a um periodo de cinco anos (janeiro de 2008 a dezembro
2012).

Foram caracterizados como casos e incluidos no estudo todos os pinguins-de-
Magalhdes que desenvolveram aspergilose durante a reabilitagdo. O diagndstico
destes casos foi confirmado por exames post-mortem a partir de achados
macroscopicos em necropsia com confirmacdo laboratorial por isolamento de
Aspergillus sp. em cultivo microbioldgico associado a confirmagdo de invaséo
fungica tecidual no exame histopatoldégico. O grupo controle foi selecionado
aleatoriamente incluindo o mesmo numero de animais do grupo caso, e composto

por pinguins que passaram pelo mesmo processo de recuperagdo e hao
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apresentaram nenhuma intercorréncia nem doencga oportunista, tendo sido liberados
higidos ao habitat natural.

Os dados foram coletados inicialmente uma vez por semana por
aproximadamente quatro semanas, periodo no qual os animais ainda estavam
passando pela estabilizagdo do seu quadro sanitario, necessitando dessa forma,
acompanhamento maior dos parametros basicos de saude. Apos aproximadamente
quatro semanas, as coletas ocorreram quinzenalmente ou mensalmente,
dependendo da rotina do centro e do estado sanitario apresentado pelos animais.
Esse aumento no intervalo entre as coletas ocorreu principalmente com a finalidade
de diminuir o estresse dos animais ja que, em sua maioria, depois de quatro
semanas de reabilitagdo os animais ja apresentavam um quadro estavel dos
parametros coletados. A periodicidade dos dados coletados seguiu a rotina de
avaliacdo dos animais realizada no CRAM-FURG, sendo utilizada a mediana de
todos os animais de cada grupo para determinagao do tempo entre cada coleta.

Valores de hematdcrito, PPT e peso corporeo foram analisados em todos os
pinguins, além disso, foi calculado o ganho de peso individual entre cada coleta.
Estes dados foram acompanhados com coletas desde a chegada do animal no
CRAM-FURG até o desfecho dos animais do grupo caso, obito por aspergilose. Para
a determinacido das curvas de cada parametro, foi realizada a analise de variancia
(ANOVA) com teste post-hoc de Bonferroni para comparagédo entre os grupos. A
analise estatistica foi realizada com auxilio do programa Stata, verséo 11.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 140 pinguins foi incluido no estudo, 70 (50%) no grupo controle e
70 (50%) no grupo caso aspergilose. O periodo de avaliagdo dos parametros

correspondeu a 81 dias, contemplando nove coletas de dados. A mediana de tempo
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decorrido entre cada uma das primeiras quatro coletas de dados foi de sete dias,
aumentando para oito dias entre a quarta e quinta coleta, nove dias entre a sexta e
sétima coleta, e 17 e 19 dias entre a sétima e oitava e, oitava e nona coletas,
respectivamente.

Os resultados da mediana de tempo de coleta refletem a rotina de manejo
desenvolvida no Centro de Recuperacao de Animais Marinhos CRAM-FURG, de
forma que, preferencialmente, os exames de acompanhamento dos animais ocorrem
semanalmente nas primeiras quatro semanas, passando para quinzenalmente,
podendo chegar a mensalmente de acordo com o tempo de cativeiro dos animais.

Perdas foram ocorrendo com o decorrer do periodo de acompanhamento dos
animais, tanto por Obito devido a aspergilose (grupo caso) quanto por liberagao
(grupo controle), resultando em um numero total de onze pinguins na ultima
avaliacdo (nona coleta) (Tabela 1). Em adi¢do, a variagdo no numero de animais
analisados entre as coletas pode ser atribuida a perda de dados de algumas coletas,

as quais nao tiveram os resultados repassados para o banco de dados.

Tabela - 1 Numero de pinguins incluidos nas analises em cada
coleta de acordo com o grupo pertencente: caso (animais que
foram a 6bito por aspergilose) ou controle (animais liberados).

Coleta Grupo controle Grupo caso Total

1 69 69 138
2 69 57 126
3 70 54 124
4 69 49 118
5 62 38 100
6 45 25 70
7 30 20 50
8 15 7 22
9 9 2 11
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As perdas de animais no grupo caso ao longo das coletas eram esperadas na
medida em que a doenga em pinguins é fatal, uma vez que o tratamento ainda é
inviavel devido a auséncia de exames efetivos para o diagndstico precoce da
aspergilose em pinguins (Jones; Orosz, 2000; Xavier et al., 2007). Da mesma forma,
a reducdo do numero de animais no grupo controle & atribuida ao fato de que os
animais ja recuperados devem ser reintroduzidos ao habitat natural no menor
periodo de tempo possivel, a fim de evitar o aparecimento das doengas secundarias
ao cativeiro, as quais podem levar o animal a 6bito, como a malaria aviaria e a
pododermatite, além da propria aspergilose (Russel et al., 2003; Silva-Filho;
Ruoppolo; 2014).

Em relagdo ao peso corpéreo dos pinguins, o valor médio na chegada dos
animais, ou seja, na primeira coleta foi de 2.747g no grupo caso e 2.875g no grupo
controle, sem diferenga significativa (P=0,182). Os animais com aspergilose tiveram
pouco aumento de peso ao longo da reabilitacdo e, quando comparados com o0s
animais sadios, a partir da segunda coleta até a oitava, excetuando-se a sexta
coleta, a média de peso desse grupo foi significativamente menor do que a do grupo

controle (Figura 1).
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Figura 1 — Curva de peso corporeo médio dos pinguins ao longo da
reabilitacdo, demonstrando diferenga significativa entre o grupo caso
(aspergilose) e o grupo controle (animais liberados) em algumas coletas
*P<0,05.

Embora animais do grupo caso também tenham apresentado um aumento da
meédia de peso durante a reabilitagdo, este foi menos expressivo quando comparado
com o grupo controle, sendo o ganho de peso maximo entre coletas em animais com
aspergilose de 548 g, enquanto que em animais do grupo controle foi de 1.259 g.

Em adig&o, no grupo de animais com aspergilose, em cinco dos oito intervalos
de coleta a média de peso dos animais manteve-se estavel ou reduziu, enquanto
que no grupo controle, ganho de peso foi observado em praticamente todos os
intervalos de coleta, havendo perda de peso somente entre a penultima e a ultima
coleta (Figura 2). A manutenc¢&o da tendéncia a estabilidade ou redugc&o do peso nos
animais com aspergilose ocorreu a partir do terceiro intervalo de coleta, que

correspondeu a 21 dias de cativeiro.



37

1400
1200
1000

- *
é 800 *
s 600
o5 400 T A
§ 200 -
g 0 @A ® Aliberado
T .
2 200 4 ® Aspergilose
< -400 A
O -600
-800
-1000
-1200
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Intervalos de coleta

Figura 2 - Média de ganho de peso entre as coletas realizadas ao longo
da reabilitagdo de pinguins, comparando o grupo caso (aspergilose) e o
grupo controle (animais liberados) *P<0,05.

Segundo Crissey et al. (2002), pinguins se alimentam de mais de uma
variedade de peixe quando estdo em vida livre, o que proporciona uma dieta rica em
energia e vitaminas. Dessa forma, devem receber uma alimentacéo balanceada em
cativeiro com reposi¢ao de vitaminas, sobretudo tiamina e vitamina E. Durante o
periodo de reabilitaggdo no CRAM-FURG, todos os pinguins recebem alimentagao
seguindo o protocolo de Ruoppolo et al. (2004), portanto, a oferta de alimento ndo
pode ser considerada um fator responsavel pela diferenca de aumento de peso entre
os dois grupos, ja que ambos receberam o mesmo tratamento.

A literatura cita regurgitacdo, inapeténcia e anorexia como sinais clinicos da
aspergilose em aves marinhas, (Risi et al., 2003; Tell, 2005) incluindo pinguins
(Nakeeb et al., 1981; Xavier et al., 2007). De fato, alguns desses sinais ja foram
descritos em animais que chegaram ao CRAM-FURG e morreram por aspergilose
durante a reabilitagdo. A apresentacdo de inapeténcia e regurgitacdo pode ser
considerada um fator contribuinte para o menor ganho de peso e até mesmo a perda

de peso do grupo caso em relagdo ao grupo controle.
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Em relacdo ao hematdécrito (Ht) o valor médio na chegada dos animais ao
CRAM-FURG, correspondente a primeira coleta, foi de 38% e 44% nos grupos caso
e controle, respectivamente. No grupo de pinguins com aspergilose foi detectado um
declinio progressivo na curva dos valores de Ht ao longo do periodo de reabilitagao,
0s quais permaneceram abaixo do limite inferior de referéncia para a espécie (42% =+
4%) (Hawkey et al., 1989) desde o 21°dia de cativeiro, correspondendo a terceira
coleta. Este perfil diferiu significativamente do grupo controle, no qual a média de Ht
tendeu a baixar entre a primeira e segunda coleta, estabilizando-se a partir da
segunda coleta (14 dias) e mantendo-se dentro do padréo de referéncia em todas as

coletas (Figura 3).
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Figura 3 - Média de hematdcrito dos pinguins ao longo da reabilitagéo,
comparando o grupo caso (aspergilose) e o grupo controle (animais
liberados) *P<0,05.

A queda progressiva da média dos valores de Ht da terceira coleta até o
desfecho no grupo caso ocorre provavelmente devido a producéo e liberagdo de
hemolisinas pelo Aspergillus sp. durante a infecgdo, as quais sdo responsaveis por

lise das hemacias e consequente anemia, o que ja foi relatado para aves com
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aspergilose, principalmente na forma crénica da doenga (Beernaert et al., 2010;
Jones; Orosz, 2000).

Estudo recente realizado por Black et al. (2013) também demonstrou queda do
hematocrito em Eudromia elegans (martinetas) com aspergilose quando
comparadas com individuos saudaveis. Em contrapartida, diferenga significativa nos
valores de Ht ndo foi encontrada em Anas platyrhynchos (pato-real) e Tadorna cana
(tardona-do-cabo) infectadas por Aspergillus quando comparados com individuos
saudaveis (Graczyk et al. 1998), indicando que este parametro pode variar de
acordo com a espécie de ave, provavelmente devido a diferenga de suscetibilidade a
infeccdo por Aspergillus spp. (Asakura et al., 1962).

A primeira coleta de dados de PPT demonstrou um valor médio similar, de 6,4
g/dL e 6 g/dL, entre os grupos caso e controle, respectivamente. No entanto, na
analise da curva, o grupo com aspergilose apresentou aumento progressivo desses
valores durante toda a reabilitagdo, alcangando um valor médio de 10,3 g/dL na
nona coleta, diferindo significativamente do grupo controle no qual a partir da sexta
coleta os valores permaneceram praticamente estabilizados em 7,9 a 8 g/dL (Figura

4),
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Figura 4 - Média de proteinas plasmaticas totais dos pinguins ao longo da
reabilitacdo, comparando o grupo caso (aspergilose) e o grupo controle
(animais liberados) *P<0,05.

No grupo caso, as PPT continuaram em elevagao durante a reabilitagcdo, o que
pode estar relacionado a produc¢do de imunoglobulinas pelo hospedeiro, que se
caracterizam como um grande aliado no combate a aspergilose em organismos
imunocompetentes (Beernaert et al., 2010). O aumento de imunoglobulinas durante
um quadro de aspergilose ja foi comprovado em martinetas (Black et al., 2013) e em
diversas outras espécies de aves (Cray et al.,, 2009). De fato, testes soroldgicos
buscando detectar anticorpos especificos para a doenga sao indicados como
métodos diagndsticos da aspergilose em aves, comprovando o estimulo da resposta
humoral durante um quadro infeccioso por Aspergillus spp (Graczyk et al., 1998;
Tell, 2005).

O incremento significativo nos valores de PPT dos pinguins com aspergilose foi
observado cerca de 15 dias ap0s o inicio da alterag&o significativa na curva de Ht e
de ganho de peso desses animais, que ocorreu a partir da terceira coleta de dados.
Esse dado contribui com a suposicdo de que o aumento nos valores de PPT

encontrado no grupo caso do presente estudo esta relacionado a um aumento das
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globulinas, assim como descrito por Black et al. (2013). E, pode ser atribuido a
producdo de anticorpos especificos para a infecgdo, os quais geralmente sao
detectados em alta concentragdo na circulagdo sanguinea somente a partir de uma
a duas semanas do decorrer do processo infeccioso (Shoham; Levitz, 2005).
Protocolos de reabilitacdo indicam a utilizacdo da avaliagdao de valores de
hematdcrito, proteinas plasmaticas totais e medidas de peso como critérios para
liberagdo de pinguins-de-Magalh&es (Ruoppolo et al., 2004). Neste trabalho
observa-se que estes parametros também podem ser utilizados como indicadores de
animais potencialmente infectados, uma vez que o resultado das curvas geradas a
partir das analises mostraram diferengas pontuais no grupo de pinguins com

aspergilose quando comparado com animais sadios.

CONCLUSAO

Spheniscus magellanicus com aspergilose durante a reabilitagdo apresentam
um perfil de menor ganho de peso corpéreo, declinio progressivo da curva do
hematocrito, e aumento significativo das proteinas plasmaticas totais apos 15 dias
do inicio da queda do Ht e do ganho de peso neste grupo, quando comparados com
animais higidos. O estabelecimento desse perfil em pinguins com aspergilose pode
servir como indicativo de mau progndstico destes animais em cativeiro, e como
parametro para inicio de terapia preemptiva ou de investigacdo diagnostica mais

especifica.
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4 Consideragoes Finais

Pinguins com aspergilose diferiram significativamente do grupo controle em
todos os parametros analisados.

- Pinguins com aspergilose ganham menos peso ao longo da reabilitagdo
quando comparados com animais sadios, com tendéncia a estabilizacdo ou declinio
no ganho de peso meédio a partir de 21 dias em reabilitacdo no CRAM-FURG.

- O hematocrito médio de pinguins com aspergilose apresenta declinio a partir
do 21° dia de reabilitagdo no CRAM-FURG, permanecendo abaixo do valor de
referencia para esta espécie até seu desfecho. Diferentemente de animais
saudaveis, os quais apresentam hematécrito médio estavel a partir dos 14 dias de
reabilitacdo, estando dentro do valor de referéncia para a espécie em todas as
coletas.

- A média de proteinas plasmaticas totais dos pinguins com aspergilose
apresentou aumento progressivo ao longo de todas as coletas, passando a diferir
significativamente do grupo de pinguins sadios, desde a sexta até a nona coleta,
atingindo valor médio maximo de 10,3g/dL.

- A diferenga na média de peso de hematdcrito dos pinguins com aspergilose
comegaram a aparecer apds 21 dias de cativeiro, e a diferenca na média das
proteinas plasmaticas totais, para este grupo comegou a surgir 15 dias apds as
mudangas significativas de peso e hematocrito.
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