-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by .i CORE

provided by Biblioteca Digital de Periédicos da UFPR (Universidade Federal do Parand)

Archives of Veterinary Science ISSN 1517-784X
v.22, n.2, p.23-30, 2017 www.ser.ufpr.br/veterinary

CURVA DE PARAMETROS SANGUINEOS E DE PESO EM SPHENISCUS
MAGELLANICUS (FOSTER, 1781) (AVES: SPHENISCIFORMES) EM
REABILITACAO COM ASPERGILOSE

(Curve of blood and weight parameters in Spheniscus magellanicus (Foster,
1781)(Birds: Sphenisciformes) in Rehabilitation with Aspergillosis)

Aryse Martins Melo!, Melissa Orzechowski Xavier, Rodolfo Pinho da Silva Filho, Angela
Leitzke Cabana, Mério Carlos Araljo Meireles
1Correspondéncia: arysemartins@gmail.com

RESUMO: Parametros sanguineos béasicos e peso corpéreo sdo rotineiramente utilizados
para monitoramento do estado geral de Pinguins-de-Magalhdes em reabilitacdo, no
entanto, estudos mostrando o perfil de variacdo 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 reabilitacdo no sul do Brasil, sendo o grupo
caso composto por pinguins com aspergilose, e o grupo controle por pinguins sadios. Para
a determinacgdo 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 estabilizagdo ou perda de peso nas
coletas posteriores até seu desfecho, bem como declinio progressivo dos valores de Ht, os
guais 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
diferenca significativa a partir da sexta coleta em relacdo ao grupo controle. 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 para aspergilose ou de investigagédo diagnostica 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.
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INTRODUCAO

A aspergilose € uma doenca
fungica, ndo contagiosa, considerada
uma das principais causas de Obito em
pinguins em reabilitacdo. A infeccao
ocorre principalmente por via aérea, a
partir da inalacdo de propagulos de
Aspergillus spp. o0s quais estdo
dispersos em todos os ambientes. O
trato respiratério inferior € o principal
sistema acometido, embora muitas
vezes ocorra  disseminacdo via
hematdégena ou por contiguidade para
outros oOrgaos, geralmente culminando
na morte do individuo infectado
(Carrasco et al.,, 2001; Xavier et al,
2007; 2011).

O diagnostico dessa doenca em
pinguins em  cativeiro ainda €
estabelecido principalmente por exames
post mortem, a partir da visualizacdo na
necropsia de granulomas e/ou col6nias
fungicas em sacos aéreos, associada a
exames micolégicos 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 doenca seja descrita em
pinguins em cativeiro desde a década
de 40 (Ainsworth; Rewell, 1949; Flach et
al., 1990; Khan et al., 1977), ainda hoje
ndo existem métodos eficazes e
acessiveis para diagnostico in vivo da
aspergilose nestes animais. Estudos
recentes tem demonstrado o valor da
avaliacdo de valores de hematdcrito 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 determinacdo do

hematocrito e das proteinas plasmaticas
totais, em associacdo com ganho de
peso sao rotineiramente utilizados para
monitoramento do estado geral de
Spheniscus magellanicus (pinguins-de-
Magalh&des) durante o processo de
reabilitacdo, especialmente devido ao

baixo custo e alta acessibilidade.
Valores de referéncia destes
parametros, estabelecidos por

protocolos, sao utilizados como critérios
para liberacdo, caracterizando o0s
pinguins aptos a reintroducdo 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-

Magalhdes com  aspergilose em

cativeiro ainda nao foi descrito.
Considerando que o]

conhecimento desses dados, os quais
sdo rotineiramente coletados em
Centros de reabilitacdo, 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
hematocrito e PPT em S. magellanicus
gue morreram por aspergilose durante a
reabilitagcéo.

MATERIAL E METODOS

O estudo do tipo caso-controle
retrospectivo foi realizado no Centro de
Recuperacdo 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 informacgGes foram coletadas
do banco de dados do CRAM-FURG
referentes a um periodo de cinco anos
(jJaneiro de 2008 a dezembro 2012).

Foram caracterizados como casos
e incluidos no estudo todos os pinguins-
de-Magalhdes que  desenvolveram

Archives of Veterinary Science, v.22, n.1, p.23-30, 2017.



Melo et al.. (2017)

25

aspergilose durante a reabilitacdo. O
diagnostico destes casos foi confirmado
por exames post-mortem a partir de
achados macroscopicos em necropsia
com confirmagdo laboratorial por
isolamento de Aspergillus sp. em cultivo
microbiolégico associado a confirmacao
de invasdo fungica tecidual no exame
histopatolégico. 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
recuperacdo e ndo apresentaram
nenhuma intercorréncia nem doenca
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. Apés
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
gue, em sua maioria, depois de quatro
semanas de reabilitacdo 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 determinacdo do tempo
entre cada coleta.

Valores de hematécrito, PPT e
peso corpéreo 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
determinacdo das curvas de cada
parametro, foi realizada a andlise de
variancia (ANOVA) com teste post-hoc
de Bonferroni para comparacao entre os
grupos. A analise estatistica foi
realizada com auxilio do programa
Stata, versao 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 avaliacdo dos
parametros correspondeu a 81 dias,
contemplando nove coletas de dados. A
mediana de tempo 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
Recuperacdo de Animais Marinhos
CRAM-FURG, de forma que,
preferencialmente, o0s exames de
acompanhamento dos animais ocorrem
semanalmente nas primeiras quatro
semanas, passando para
guinzenalmente, 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
liberagcdo (grupo controle), resultando
em um numero total de onze pinguins
na ultima avaliacdo (nona coleta)
(Tabela 1). Em adicdo, a variagdo no
namero de animais analisados entre as
coletas pode ser atribuida a perda de
dados de algumas coletas, as quais néo
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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

As perdas de animais no grupo
caso ao longo das coletas eram
esperadas na medida em que a doenca
em pinguins € fatal, uma vez que o
tratamento ainda é inviavel devido a
auséncia de exames efetivos para o
diagnoéstico precoce da aspergilose em
pinguins (Jones; Orosz, 2000; Xavier et
al., 2007). Da mesma forma, a redugao
do ndmero 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 doencas 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 relacdo ao peso corporeo 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 diferenca
significativa (P=0,182). Os animais com
aspergilose tiveram pouco aumento de
peso ao longo da reabilitacdo e, quando
comparados com 0s 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 corpéreo médio dos pinguins ao longo da
reabilitagdo, 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
média de peso durante a reabilitacédo,
este foi menos expressivo quando
comparado com o grupo controle, sendo
o0 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 adicdo, 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
manutencao da tendéncia a estabilidade
ou reducdo do peso nos animais com
aspergilose ocorreu a partir do terceiro
intervalo de coleta, que correspondeu a
21 dias de cativeiro.
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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 estdao em
vida livre, 0 que proporciona uma dieta
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rica em energia e vitaminas. Dessa
forma, devem receber uma alimentagéo
balanceada em cativeiro com reposi¢cao
de vitaminas, sobretudo tiamina e
vitamina E. Durante o periodo de
reabilitagdo no CRAM-FURG, todos os
pinguins recebem alimentacdo 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 regurgitacéo,

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
reabilitacdo. 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
relacdo ao grupo controle.
Em relacdo ao hematocrito (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
reabilitacdo, 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 padrdo 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 producdo e
liberagéo de hemolisinas pelo
Aspergillus sp. durante a infecgéo, as
guais sao responsaveis pela lise das
hemacias e consequente anemia, 0 que
ja foi relatado para aves com
aspergilose, principalmente na forma
cronica da doenca (Beernaert et al.,
2010; Jones; Orosz, 2000).

Estudo recente realizado por Black
et al. (2013) também demonstrou queda
do hematécrito em Eudromia elegans
(martinetas) com aspergilose quando
comparadas com individuos saudaveis.
Em contrapartida, diferenca significativa
nos valores de Ht n&o 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 diferenca 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, 0 grupo com
aspergilose apresentou aumento
progressivo desses valores durante toda
a reabilitacdo, alcancando um valor
médio de 10,3 g/dL na nona coleta,
diferindo significativamente do grupo
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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
reabilitag@o, comparando o grupo caso (aspergilose) e o grupo controle (animais
liberados) *P<0,05.

No grupo <caso, as PPT
continuaram em elevacdo durante a
reabilitacdo, o que pode estar
relacionado a producao 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 sorolégicos
buscando detectar anticorpos
especificos para a doenca séo 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 ap6s o inicio da alteracao
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 suposi¢cdo de que
0 aumento nos valores de PPT
encontrado no grupo caso do presente
estudo esta relacionado a um aumento
das globulinas, assim como descrito por
Black et al. (2013). E, pode ser atribuido
a producdo de anticorpos especificos
para a infeccdo, os quais geralmente

séo detectados em alta concentracdo na
circulacdo sanguinea somente a partir
de uma a duas semanas do decorrer do
processo infeccioso (Shoham; Levitz,
2005).

Protocolos de reabilitagdo indicam a
utilizacdo da avaliacdo de valores de
hematocrito, proteinas  plasmaticas
totais e medidas de peso como critérios
para liberagdo de pinguins-de-
Magalhdes (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 diferencas
pontuais no grupo de pinguins com
aspergilose quando comparado com
animais sadios.

CONCLUSAO

Os Spheniscus magellanicus com
aspergilose durante a reabilitacdo
apresentam um perfil de menor ganho
de peso corporeo, declinio progressivo
da curva do hematocrito, e aumento
significativo das proteinas plasméticas
totais apds 15 dias do inicio da queda
do Ht e do ganho de peso neste grupo,
guando comparados com animais
higidos. O estabelecimento desse peffil
em pinguins com aspergilose pode
servir como indicatvo de mau
prognadstico destes animais em cativeiro,
e como parametro para inicio de terapia
preemptiva ou de investigacao
diagndstica mais especifica.

NOTAS INFORMATIVAS

Reservado ao parecer CEUA.
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