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Resumo

SILVA-FILHO, Rodolfo Pinho. Avaliagao epidemioldégica da aspergilose em
pinguins-de-Magalhaes no Centro de Recuperagdao de Animais Marinhos —
FURG. 2012. 67f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pdés-Graduagdo em
Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O Centro de Recuperacdo de Animais Marinhos (CRAM-FURG) trabalha
essencialmente com pinguins-de-Magalhaes (Spheniscus magellanicus) debilitados,
com a intencdo de reabilita-los e devolvé-los ao seu habitat natural. No entanto,
muitos exemplares recebidos acabam desenvolvendo aspergilose, uma doencga
fungica oportunista frequentemente responsavel pela morte de aves em cativeiro,
associada ao estresse sofrido por estes animais. Neste sentido, este trabalho
objetivou realizar um levantamento epidemiolégico de seis anos da aspergilose em
pinguins-de-Magalhdes em reabilitacdo no CRAM-FURG. Para isso, foi realizado um
estudo de coorte retrospectivo a partir de informacgdes coletadas do banco de dados
do CRAM-FURG referentes aos pinguins recebidos no periodo de janeiro de 2004 a
dezembro de 2009. Os animais foram classificados em dois grupos, sendo o grupo
‘caso” referente a pinguins que morreram por aspergilose, e o grupo “controle”
aquele composto por animais que foram liberados ou morreram por outras causas.
As variaveis analisadas quanto a fator de risco foram idade, sexo, petrolizacao,
procedéncia, uso de itraconazol profilatico, tempo de cativeiro, peso corpéreo e
parametros sanguineos como hematécrito e proteinas plasmaticas totais. Durante
esse periodo o Centro recebeu 366 pinguins de Magalhdes, dos quais 39 foram
excluidos do estudo por ndo apresentarem dados disponiveis no banco de dados
sobre sua causa mortis, resultando num total de 327 animais. Durante o periodo
estudado, 66 pinguins morreram por aspergilose, sendo Aspergillus fumigatus o
principal agente etiolégico encontrado, com 98,5% dos casos. A mortalidade
proporcional por aspergilose foi de 48,5% no periodo de seis anos de estudo, e a
densidade de incidéncia encontrada foi de 7,3 casos de aspergilose/100 pinguins-
més. Aproximadamente 75% dos casos de aspergilose ocorreram em animais
procedentes de outros Centros de reabilitacdo, sendo este considerado um fator de
risco para a doenga, com risco relativo maior que 3,0. Também foram encontradas
diferencgas significativas entre os grupos “caso” e “controle” em relagéo ao tempo de
cativeiro, valores de hematécrito e proteinas plasmaticas totais na chegada ao
Centro, e ganho de peso durante o periodo de cativeiro. Os achados deste estudo
demonstram a interferéncia negativa da aspergilose na reabilitagdo de pinguins-de-
Magalhdes, com alta densidade de incidéncia, e responsavel por importante
mortalidade destes animais.

Palavras-chave: Aspergillus, fatores de risco, Sphenisciformes, mortalidade.



Abstract

SILVA-FILHO, Rodolfo Pinho da. Epidemiological survey of aspergillosis in
Magellanic penguins at the Centro de Recuperagao de Animais Marinhos — FURG.
2012. 67f. Dissertation (Master’s degree) - Veterinary Postgraduate Education Program.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The Centro de Recuperacédo de Animais Marinhos (CRAM-FURG) is a rehabilitation
center that works essentially with debilitated Magellanic penguins (Spheniscus
magellanicus), aiming to rehabilitate and release them to their natural habitat. However,
several of the received penguins develop aspergillosis, an opportunistic fungal disease
frequently responsible for the death of captive birds, often in association with the stress
experienced by these animals in captivity. This study aimed to examine a six-year period
for cases of aspergillosis in Magellanic penguins undergoing rehabilitation at CRAM-
FURG. For that purpose, a retrospective cohort study was conducted using the
institution’s records of Magellanic penguins received from January 2004 to December
2009. Animals were classified in two groups: the “case” group included animals that died
from aspergillosis, the “control” group included animals that survived and were released
or those that died from conditions unassociated with aspergillosis. Variables examined
as potential risk factors were age group, gender, oil fouling, precedence, prophylactic
administration of itraconazole, time in captivity until death or release, body mass, and
hematological parameters such as hematocrit and total plasmatic proteins. During this
period, the institution received 366 Magellanic penguins, of which 39 were excluded
from the analyses due to the insufficiency of data on their cause of death, thus 327
animals were studied. During the studied period, 66 penguins died of aspergillosis.
Aspergillus fumigatus was the most frequent etiological agent (98.5%). Relative mortality
by aspergillosis was 48.5% during the examined period, and the density of incidence
was 7.3 lethal aspergillosis cases per 100 penguins-month. Approximately 75% of the
aspergillosis cases occurred in animals received through transfers from other
rehabilitation centers, and this was considered a significant risk factor for the disease,
with a relative risk of greater than 3.0. Significant differences were also observed
between the case and control groups in regards to their time in captivity until death, their
hematocrit and total plasmatic proteins upon admission to the center, and their body
mass change during the period in captivity. The findings demonstrate the negative
impacts of aspergillosis on the rehabilitation of Magellanic penguins, with a high density
of incidence and important mortality of these animals.

Key-words: Aspergillus, risk factors, Sphenisciformes, mortality.
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1 Introducgao Geral

Anualmente, durante o inverno no hemisfério Sul, € comum a ocorréncia de
pinguins-de-Magalhaes (Spheniscus magellanicus) na costa brasileira, desde o extremo sul
do Brasil até o norte do Rio de Janeiro, podendo ser avistados alguns individuos até
Fortaleza. Tais aves chegam até o litoral brasileiro, seguindo a corrente fria das
Malvinas, que traz cardumes de anchoita (Engraulis anchoita), um dos principais alimentos
desses pinguins (SILVA-FILHO; RUOPPOLO, 2006).

Durante esse periodo de migragdo, alguns espécimes acabam entrando em
contato com um sério problema dos oceanos, a poluicdo cronica por Oleo. Essa
poluicdo se baseia em manchas 6rfas de petréleo e seus derivados, que se encontram
em alto mar devido a pequenos vazamentos de tanques de embarcacgdes, limpeza de
tanques de navios, vazamentos em areas de exploragao de petréleo ou mesmo devido
a agua de lastro com restos de 6leo. Os pinguins, por serem aves ndo voadoras e
nadarem lentamente se caracterizam como as aves mais afetadas pela poluicao por
petroleo e derivados (GARCIA-BORBOROGLU et al., 2006).

O contato destes animais com o Oleo culmina com prejuizo na
impermeabilidade das penas em decorréncia da desorganizagdo das mesmas, 0 que
permite que a agua fria entre em contato com sua pele, causando hipotermia. Como
consequéncia, o animal busca sair da agua deixando de se alimentar, 0 que ocasiona
desnutricdo e desidratagdo, ja que a sua hidratacdo € obtida através do alimento.
Quanto maior o tempo decorrido para o resgate desses animais para reabilitagao, pior o
seu prognéstico, aumentando as chances de 6bito (MASSEY, 2006; TSENG, 1993).
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Todos os anos, inumeros destes animais contaminados por petréleo, além de
animais enfermos ou perdidos do grupo, em sua maioria juvenis, sdo encaminhados
para o Centro de Recuperagdo de Animais Marinhos (CRAM-FURG) (RUOPPOLO et
al., 2004). Durante a reabilitagado existem problemas secundarios que surgem devido ao
cativeiro como, por exemplo, as doencas oportunistas. Dentre estas, destaca-se a
aspergilose, que € uma das enfermidades mais comuns em pinguins de cativeiro, sendo
responsavel por altas taxas de mortalidade destes animais durante a reabilitacdo. O
ambiente quente, para manter os animais aquecidos, e umido, devido a limpeza
constante do local, proporciona um cenario ideal para multiplicagdo do fungo, que,
associada a debilidade do animal e a imunossupressao causada principalmente pelo
estresse de cativeiro, torna o0s pinguins mais suscetiveis a infec¢gao por Aspergillus spp.
(OILED WILDLIFE CARE NETWORK, 2000; RUSSEL; HOLCOMB; BERKNER, 2003;
SILVA-FILHO; RUOPPOLO, 2006).

A aspergilose pode ser causada por diversas espécies do género Aspergillus,
entretanto, a espécie mais patogénica e responsavel pela maioria dos casos clinicos é
A. fumigatus (REDIG, 2005). Os sinais clinicos da aspergilose nédo sao especificos,
podendo o animal apresentar letargia, anorexia, inapeténcia, dispnéia, dentre outros,
sendo o diagnéstico clinico dificultado. Por isso, para um diagndstico presuntivo, se faz
necessaria a realizagdo de exames laboratoriais, e o diagnéstico definitivo geralmente é
realizado somente por exames post-mortem (TELL, 2005).

Os inumeros 6Obitos por aspergilose de pinguins-de-Magalhdes em reabilitagdo
no CRAM-FURG, evidenciam a necessidade de fazer um levantamento dos dados
epidemioldgicos locais e de, principalmente, buscar fatores de risco associados, a fim
de direcionar medidas profilaticas especificas a animais mais suscetiveis ao
desencadeamento da doencga, com o intuito de diminuir os Obitos causados por esta

enfermidade.



2 Objetivo Geral

Realizar um levantamento epidemiolégico de janeiro de 2004 a dezembro de

2009 da aspergilose em pinguins-de-Magalhdes em reabilitagdo no CRAM-FURG.

21 Objetivos Especificos

- Determinar a densidade de incidéncia da aspergilose em pinguins em
reabilitacdo no CRAM-FURG;

- Determinar a mortalidade proporcional por aspergilose em pinguins em
reabilitacdo no CRAM-FURG;

- Determinar os principais fatores de risco para aspergilose em pinguins em
reabilitacdo no CRAM-FURG;

- Identificar o agente etiolégico da doenca.



3 Revisao de Literatura
3.1 Pinguins-de-Magalhaes

Os pinguins sdo aves marinhas nao voadoras, pertencentes a ordem
Sphenisciformes, distribuidas em seis géneros, totalizando 18 espécies. Sao exclusivas
do hemisfério Sul, porém néo restritas ao gelo (Fig. 1), existindo apenas duas espécies,
Pinguim-imperador (Aptenodytes forsteriy € Pinguim-de-adélia (Pygoscelis adeliae), que
possuem reproducao restrita a Antartica (IUCN, 2011; WILLIAMS, 1995).

Figura 1- Distribuicdo das areas reprodutivas de Sphenisciformes ao longo da Terra,
evidenciando, em vermelho, a presenga desses animais somente no hemisfério Sul,
entretanto n&o especificamente restritos ao gelo.

Fonte: Internacional Union for Conservation of Nature - [UCN, 2011.

Os pinguins-de-Magalhdes (Spheniscus magellanicus) distribuem-se na costa
Atlantica e Pacifica da América do Sul, e suas colbnias estdo localizadas desde a Terra
do Fogo, até 29°S na costa Pacifica e 42°S na costa Atlantica, incluindo as llhas
Falklands (Malvinas) (BOERSMA et al. 1990).
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Os pinguins-de-Magalhées apresentam moderado dimorfismo sexual, sendo os
machos 5% a 15% maiores que as fémeas. Em geral, essa espécie pode chegar a 70
cm de altura, e em média 4 Kg. Possuem corpo fusiforme, com pesco¢o e membros
curtos, e diferentemente das outras aves, possuem 0ssos densos € ndo pneumaticos.
Penas curtas, e em grande densidade, distribuidas ininterruptamente pelo corpo, e
sempre organizadas, formam uma fina camada de ar entre a superficie do corpo e a
pele, impedindo que a agua entre em contato com a pele do animal (FOWLER;
FOWLER, 2001; WALKER; BOERSMA; WINGFIELD, 2004; WILLIAMS, 1995).

No periodo de reprodugéo, que se estende de outubro a margo, os pinguins-de-
Magalhdes permanecem em terra firme, para nidificagao (Fig. 2). Essas aves tendem a
monogamia, e cada fémea pode colocar até dois ovos por periodo reprodutivo, sendo o
cuidado parental compartilhado entre fémeas e machos até o filhote se tornar juvenil é
(BOERSMA et al., 1990; YORIO et al., 2001).

& A i o ks L R Ny e

Figura 2- Col6nia reprodutiva de pinguins-de-Magalhdes em Camarones - Argentina,
demonstrando ninhos em forma de tocas.

Apds o periodo reprodutivo, os animais fazem a muda de penas, saindo das
colénias no fim deste processo. Entre os meses de abril e setembro, tornam-se

pelagicos, migrando rumo a latitudes menores, seguindo correntes frias, ricas em
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alimento, podendo ser avistados na costa Atlantica até o Rio de Janeiro, sendo que ha
diversos relatos de observagao dessas aves até Fortaleza (SILVA-FILHO; RUOPPOLO,
2006; WILLIAMS, 1995).

Pinguins-de-Magalhaes sao predadores generalistas, se alimentando de peixes,
cefalépodes, crustaceos, conforme sua disponibilidade no ambiente. Cada individuo
ingere diariamente uma quantia de pescado correspondente a 10-20% da sua massa
corporea, sendo anchoita, um dos principais alimentos dessas aves (Fig. 3) (CRISSEY
et al., 2002; FOWLER; FOWLER, 2001; SILVA-FILHO; RUOPPOLO, 2006).

Figura 3 - Exemplar adulto de anchoita (Engraulis anchoita), principal alimento dos
pinguins-de-Magalhaes.
Fonte: Lauro Saint Pastous Madureira

De acordo com a lista vermelha da International Union for Conservation of
Nature (Unido Internacional para Conservacao da Natureza e dos Recursos Naturais -
IUCN) (2011), o pinguim-de-Magalhdes é considerado quase ameacado de extingéo,
estimando-se uma populagcdo de 1.300.000 pares. Autores afirmam que, enquanto
algumas colbnias tem aumentado o numero de pares reprodutivos, como em Caleta
Valdéz, outras vem demonstrando um decréscimo no numero destes pares, como em
Punta Tombo, uma das maiores col6nias de pinguins-de-Magalhdes na Argentina, ou
ainda nas ilhas Falklands (Malvinas), onde foi registrado um decréscimo de 76% da sua
populacdo total, em um periodo de 12 anos (BINGHAM, 2002; GANDINI; FRERE;
BOERSMA, 1996; SCHIAVINI et al., 2005).
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Pode-se listar como ameacgas a esta espécie de pinguins, a poluigdo crbnica
dos oceanos, derramamentos e operagdes ilegais envolvendo 6leo, intensa atividade
pesqueira, as mudancas climaticas, aumento do numero de embarcacoes,
principalmente em rotas migratérias, ou proximo a colbnias, e turismo em regides de
colbénias. Dentre as ameacas naturais, temos os principais predadores dessa espécie,
destacando-se skuas, gaivotas, ratos, canideos, como predadores de ovos, e ledes
marinhos, orcas e focas como predadores de juvenis e adultos (BOERSMA, 2008;
GANDINI et al., 1994; GANDINI; FRERE; BOERSMA, 1996; SCHIAVINI et al., 2005;
SILVA-FILHO; RUOPPOLO, 2006).

3.2 Reabilitagao de pinguins afetados por petréleo e derivados

A poluicdo dos oceanos por petréleo e derivados, € uma das principais causas
de morte de pinguins-de-Magalhdes. Essa ave € a mais afetada por ndo voar, e passar
grande parte da vida no mar. Estima-se que 42.000 espécimes de pinguins-de-
Magalhdes morram por ano na costa Argentina, atingidos pela poluigdo cronica por
hidrocarbonetos (GANDINI et al., 1994; GARCIA-BORBOROGLU et al., 2008; SILVA-
FILHO; RUOPPOLO, 2006).

Além da poluigdo crénica, representada por manchas 6rfas de 6leos nos
oceanos de todo o planeta, outra ameacga consiste nos acidentes com navios de grande
porte, sejam petroleiros ou ndo, e acidentes em locais de extragdo de petrdleo. Estes
tipos de acidentes sao considerados desastres ambientais, e podem ser responsaveis
por dizimar populagdes ou até mesmo espécies endémicas (GARCIA-BORBOROGLU
2008; HEREDIA et al.,, 2008). A exemplo dessa ameaga, pode-se citar o acidente
ocorrido com o navio cargueiro Treasure, encalhado na Cidade do Cabo, Africa do Sul,
em 2000, nessa ocasiao, mais de 20 mil pinguins africanos (Spheniscus demersus) foram
afetados diretamente, e outros 20 mil tiveram que ser retirados de sua colbnia
reprodutiva pelo risco iminente desta ser atingida pela mancha formada (Fig. 4)
(GARCIA-BORBOROGLU et al., 2008).
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Figura 4- Navio cargueiro Treasure, encalhado na Cidade do Cabo, Africa do Sul, em
2000, demonstrando o perigo que acidentes com embarcag¢des de grande porte pode
trazer para o meio ambiente.

Diante da necessidade de amenizar o problema causado pelo 6leo sobre a
macro fauna, diversos estudos tem sido realizados em busca das melhores técnicas
para que se obtenha maior sucesso na reabilitagdo de fauna atingida por
hidrocarbonetos. Na América do Sul sdo conhecidos 25 grupos que trabalham com
reabilitagdo de fauna petrolizada (GARCIA-BORBOROGLU et al., 2006).

No sul do Rio Grande de Sul, na cidade do Rio Grande, esta localizado o
Centro de Recuperagao de Animais Marinhos (CRAM-FURG) (32° 1’ 3374”S; 52° 06’
21.01” O) (Fig. 5), associado ao Museu Oceanografico, da Universidade Federal do Rio
Grande (MOFURG). O CRAM-FURG é um Centro especializado em reabilitagdo de
fauna petrolizada, atuando nesta area desde 1996, data de sua construgdo, embora o
recebimento de fauna petrolizada ocorra desde 1974 no Museu Oceanografico
(RUOPPOLO et al., 2004). Além de reabilitacdo, o CRAM-FURG também tem como
funcao a capacitagado de pessoal para atender em casos de emergéncias com animais
petrolizados, e atuar em projetos de educagao ambiental, com a comunidade em geral,

além de colégios e faculdades da regiao.
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Figura 5- Vista aérea do Centro de Recuperacédo de Animais Marinhos (CRAM-FURG),
Rio Grande.

O CRAM-FURG segue protocolos internacionais de reabilitacdo, baseado em
técnicas comprovadamente eficazes, que garantem o sucesso na reabilitacdo de
pinguins petrolizados. Esse protocolo estabelece como etapas importantes: exame
fisico, clinico e triagem, estabilizagdo, banho e enxague, recuperacdo da
impermeabilidade de plumagem, exame pré liberacdo e liberagdo (OILED WILDLIFE
CARE NETWORK, 2000; RUOPPOLO et al., 2004, TSENG, 1993).

Embora o processo de reabilitagdo seja realizado seguindo rigidos protocolos
com maximizacdo de medidas para a manutengdo da sanidade dos animais e para
obtencdo do maior numero de animais liberados, problemas secundarios, associados
ao cativeiro e a outros fatores, como a propria debilidade e imunossupressao do animal
e/ou a petrolizagao do mesmo, séo relativamente comuns, e culminam com o insucesso
na recuperagao e liberacdo de pinguins. Dentre estes problemas encontram-se os de
carater metabdlicos e principalmente os infecciosos, com destaque a infecgao por
fungos do género Aspergillus (OILED WILDLIFE CARE NETWORK, 2000; RUSSEL;
HOLCOMB; BERKNER, 2003; TSENG, 1993).

3.3 Aspergillus spp.

Aspergillus spp., agente etiolégico da aspergilose, esta classificado como

pertencente a sub- divisdo Ascomycotina, classe Hyphomycetes, ordem Moniliales, familia
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Moniliaceae. Compreende cerca de 300 espécies, das quais 20 sao consideradas
patogénicas ao homem e aos animais. A. flavus, A. terreus, A. niger e A. nidulans, S&0
descritos como agentes etioldgicos da aspergilose, entretanto A. fumigatus € responsavel
por 95% dos casos de aspergilose em aves (LACAZ et al., 2002; TELL, 2005).

Fungos desse género s&o distribuidos mundialmente, podendo ser encontrados
em diferentes locais, como superficies inanimadas, agua, solo, ar, alimentos e plantas.
Sao ubiquos e anemdfilos, possuindo capacidade de produzir iniUmeras enzimas e com
isso assimilar nutrientes a partir dos mais variados substratos, suprindo facilmente sua
necessidade nutricional (RAPER; FENNELL, 1965).

O género Aspergillus caracteriza-se por formar colonias filamentosas de
crescimento rapido, que possuem variagdes quanto a coloracdo, textura, diametro,
presencga de esclerdcios, exsudato e pigmento soluvel de acordo com a espécie (Fig.
6a). As estruturas vegetativas deste género constituem-se de hifas hialinas e septadas,
medindo aproximadamente 4um de espessura, as quais se bifurcam em angulo de 45°.
A estrutura de frutificacdo € formada por um conidiéforo com uma célula pé e uma
dilatacdo no apice chamada de vesicula. Em espécies bisseriadas, como A. niger € A.
terreus, as métulas se projetam da vesicula sustentando as células conidiogénicas
denominadas fialides, enquanto que nas espécies unisseriadas, as fialides sao
originadas diretamente da vesicula, como ocorre no A. fumigatus (Fig. 6b). Milhares de
conidios de reduzido tamanho sao produzidos diariamente pelas fialides e liberados ao
ambiente, sendo facilmente veiculados pelo ar e inalados pelos individuos,
correspondendo ao propagulo fungico infectante (ABARCA, 2000; KLICH, 2002; LACAZ
et al., 2002; RAPER; FENNELL, 1965; SIDRIM; ROCHA, 2004).
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Figura 6 - a) Colbnias de fungos do género Aspergillus demonstrando distintas
caracteristicas morfolégicas de acordo com a espécie. b) Estrutura de esporulagéo
unisseriada de A. fumigatus demonstrando células conidiogénicas distribuidas no terco
superior da vesicula piriforme (seta).

Fatores fisico-estruturais e metabdlicos conferem as espécies de Aspergillus,
diferentes niveis de patogenicidade. A. fumigatus € considerada a espécie mais
patogénica do género por apresentar a maior taxa de crescimento dentre as demais
espécies do género, possuir os menores conidios, com cerca de 2 a 3um de diametro,
resistir e se multiplicar em altas temperaturas e ter alta taxa de germinagao dos

conidios & temperatura corporal do hospedeiro (LATGE, 1999).

3.4 Aspergilose em pinguins em reabilitagao

A aspergilose € uma enfermidade infecciosa, porém nao contagiosa, ndo sendo
transmitida de individuo para individuo. Os esporos de Aspergillus spp., denominados
conidios, estdo dispersos no ambiente, e seu reduzido tamanho permite sua penetracao
até o trato respiratério inferior (TRI), principal sistema acometido pela doenga. Aspergillus
spp. pode colonizar o pulméo, e a germinagado dos conidios com consequente formagao
de hifas permite a invasao tecidual. Muitas vezes, ocorre disseminagao hematdégena ou
por contiguidade para outros 6rgaos, geralmente culminando na morte do individuo
infectado (FRIEND, 1999).

Além da diferenga entre aves e mamiferos na imunidade inata e adquirida

contra esse patdgeno, as caracteristicas anatdbmicas das aves, como a auséncia de
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epiglote a qual dificulta a penetragdo de particulas no trato respiratério, a auséncia de
diafragma o que inviabiliza a expulsdo de particulas do TRI pelo reflexo de tosse, e a
limitada camada de células ciliadas pseudoestratificadas no trato respiratorio superior
que servem como barreira mecanica, fazem com que as aves sejam mais suscetiveis a
infeccao por Aspergillus spp. do que os mamiferos (TELL, 2005). Em adi¢do, a presenca
de sacos aéreos, promove um habitat ideal para que os conidios fungicos infectantes
consigam germinar e iniciar o processo de invasao tecidual, isto porque estas estruturas
sdo providas de oxigénio e secregbes respiratorias, que servem de substrato para o
microrganismo, e ainda apresentam pouca vascularizagdo, dificultando o aporte de
células de defesa para o local infectado (TELL, 2005).

Essas caracteristicas associadas ao processo de reabilitacdo fazem com que
0s pinguins em centros de recuperagdo sejam comumente acometidos por esta
infeccdo fungica, tendo como agravantes o estresse causado por manejo e pela
migracao, quadros de desidratagdao, desnutricdo, traumatismos e intoxicagao por
petréleo, que contribuem para a imunossupressao (RUSSEL; HOLCOMB; BERKNER,
2003; SILVA-FILHO; RUOPPOLO, 2006). Consequentemente, cerca de 50% das
mortes de pinguins em cativeiro sdo causadas pela aspergilose, 0 que caracteriza essa
doenga como de extrema importancia, trazendo prejuizos ecoldgicos e financeiros para
instituicbes, como zooldgicos, aquarios e centros de reabilitagdo (FOWLER; FOWLER,
2001; SILVA-FILHO; RUOPPOLO, 2006).

3.4.1 Sintomatologia e apresentagao clinica em aves

A aspergilose pode se manifestar de forma aguda, quando o individuo €&
exposto a indculos fungicos de alta concentragdo, com quantidade massiva de conidios,
0s quais colonizam e invadem um érgéo vital. Nestes casos a doenga tem um curso
rapido, normalmente inferior a uma semana, com possibilidade de morte aguda em 24h,
sem aparecimento de sintomas. Outra apresentacdo clinica da doenca é a forma
crbnica, a qual € mais comumente encontrada e se caracteriza pelo desencadeamento
de granulomas no trato respiratério, com possibilidade de disseminagao fungica para

orgaos adjacentes, com um curso que pode durar de semanas a meses até o o6bito do
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individuo (ABUNDIS-SANTAMARIA, 2003; BAUCK, 1994; KEARNS; LOUDIS, 2003;
MARTINEZ; CERECERO; CERVANTES, 2000).

No que diz respeito a localizagao, a aspergilose pode apresentar lesdes em um
unico 6rgao ou disseminadas. Embora a forma localizada com presenga de
granulomas, ou acumulo de secregdes e restos necréticos, seja comumente observada
na regiao da siringe, podendo levar a obstrugédo parcial ou total da via aérea, a forma
disseminada ocorre na maioria dos casos de aspergilose em pinguins e culmina com a
formagdo de trombos vasculares contendo hifas fungicas que se disseminam via
hematdégena, comprometendo além dos sacos aéreos e pulmdes, trato gastointestinal,
visceras abdominais, figado e serosa (Fig. 7). Mais raramente, podem haver lesdes
cerebrais, oculares e cutaneas (ABUNDIS-SANTAMARIA, 2003; BEYTUT; OZCAN;
ERGINSOY, 2004; KEARNS; LOUDIS, 2003; REDIG, 1993).

Figura 7- Aspergilose em pinguins-de-Magalhdes A) Lesbes granulomatosas na siringe,
formando massa que obstrui parcialmente a passagem de ar; B) Espessamento dos
sacos aéreos, contendo coldnias fungicas; C) Parénquima pulmonar com multiplos
nodulos e focos de necrose; D) Multiplos nédulos coalescentes, resultando em massas
na glandula adrenal.

Fonte: Xavier et al. 2011.

Em casos de envolvimento localizado do trato respiratério os principais sinais
clinicos da aspergilose sao apatia, dispnéia, ruidos respiratérios, alteragcdo na
vocalizagdo e emaciagcdo. Na aspergilose disseminada, os sinais mais comuns sao
reducao gradual da fungao respiratéria, plumagem ericada, apatia e anorexia, além dos

anteriormente citados. No entanto, em pinguins, € comum a ocorréncia de morte subita,
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sem haver evidéncia prévia de sinais respiratérios ou sistémicos especificos (ABUNDIS-
SANTAMARIA, 2003; BEYTUT; OZCAN; ERGINSQY, 2004; KEARNS; LOUDIS, 2003;
REDIG, 1993).

Em casos com acometimento cerebral, os sinais clinicos constituem-se de
ataxia e torcicolo. Casos de envolvimento cutdneo sido evidenciados por dermatite
necrética granulomatosa; e em lesdes oculares, geralmente ha desenvolvimento de
ceratite unilateral, com fotofobia, secrecdo purulenta, blefaroespasmo e edema
periorbital e palpebral (ABUNDIS-SANTAMARIA, 2003; KEARNS; LOUDIS, 2003;
MARTINEZ; CERECERO; CERVANTES, 2000; TELL, 2005).

3.4.2 Diagnéstico

Considerando que, em muitos casos, um pinguim com aspergilose nao
apresenta sinais clinicos ou os demonstra tardiamente, o diagndstico in vivo desta
enfermidade é dificil de ser realizado. Exames rotineiros de hematologia e bioquimica,
embora possam complementar exames radiograficos, ndo séo suficientes para
determinar o diagnostico definitivo de aspergilose. Por outro lado, a endoscopia do TRI
€ uma alternativa viavel que permite a visualizagdo de lesdes tipicamente fungicas ou
até mesmo de colbnias fungicas em sacos aéreos; entretanto € um método muito
invasivo, o qual é contra indicado para aves debilitadas, especialmente por exigir que o
animal esteja anestesiado. A citologia associada a exames microbioldgicos de amostras
respiratorias constitui uma alternativa diagndstica importante, embora também seja de
baixa sensibilidade e especificidade, necessitando de cuidado na interpretacdo dos
resultados tendo em vista a alta taxa de falso-positivos e de falso-negativos (JONES;
OROSZ, 2000; CRAY, 2012; REDIG,1993).

Neste sentido, estudos vem sendo realizados na busca de métodos
diagndsticos de alta sensibilidade e especificidade, e que permitam a detecgdo da
aspergilose em pinguins em estagio precoce. Os métodos mais promissores se
baseiam em exames sorolégicos com deteccdo de anticorpos ou de antigeno
especificos, a partir de técnicas como imunodifus&o radial dupla em gel de agar (IDGA)

e ELISA. A IDGA é um teste qualitativo, ou semiquantitativo, que nao oferece restricbes
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quanto a espécie, entretanto sua sensibilidade € limitada, por exigir alta concentragéo
de anticorpos necessaéria para formar uma linha de precipitagdo visivel que determina
um resultado positivo. O teste de ELISA possui sensibilidade e especificidade mais
elevada que a IDGA, entretanto sua utilizacido é restrita a espécies as quais um
reagente secundario esta disponivel e se trata de uma técnica trabalhosa e néo
padronizada (JONES; OROSZ, 2000; CRAY 2012).

A deteccdo sérica de epitopos antigénicos de fungos do género Aspergillus
também é uma alternativa promissora. Comercialmente encontra-se disponivel um kit
baseado na técnica de ELISA sanduiche, reativo para -(1-5)-galactofuranose, indicado
para diagnostico precoce de aspergilose invasiva em humanos neutropénicos a partir
da deteccédo de galactomanana circulante. A galactomanana € o principal componente
da parede celular fungica que é liberado durante o crescimento das hifas no tecido do
hospedeiro, podendo ser detectada no sangue em caso de doenga invasiva. Tendo em
vista que individuos imunossuprimidos raramente produzem anticorpos para Aspergillus
spp., 0 teste de detecgcdo de antigeno torna-se potencialmente promissor para o
diagnostico da aspergilose em pinguins em reabilitagcdo, no entanto, este teste ainda
nao esta validado para uso em animais (JONES; OROSZ, 2000; CRAY, 2012). Testes
de biologia molecular também tem sido citados como futuras alternativas promissoras,
no entanto, estudos comprovando a sua aplicabilidade para o diagndstico de
aspergilose ainda s&o muito escassos (CRAY, 2012).

Considerando que nenhum dos métodos citados acima apresenta resultados
satisfatérios no diagndstico da aspergilose em aves, a necropsia ainda segue sendo
considerada o padréao-ouro, sendo o diagnéstico de certeza confirmado por achados de
lesbes tipicas, associadas ao isolamento de Aspergillus spp. em cultivo de amostras
tissulares, e a deteccdo de estruturas vegetativas tipicas do fungo em exames

micolégicos diretos e histopatolégicos (FRIEND, 1999).

3.4.3 Prevencao e tratamento da aspergilose

A dificuldade na confirmacgao in vivo do diagndstico da aspergilose em pinguins,

aliada as altas taxas de mortalidade em decorréncia desta micose, torna, de extrema
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necessidade, a ado¢do de medidas preventivas em locais de cativeiro destas aves
marinhas. No intuito de evitar o acumulo de matéria organica, e consequentemente de
diminuir a proliferacdo de conidios e o aporte dos mesmos aos animais, medidas
eficazes de higienizagao e desinfecgdo do ambiente devem ser adotadas, e 0 mesmo
deve ser mantido bem ventilado e com temperatura controlada (CORK et al., 1999;
REDIG, 1993; XAVIER et al., 2008).

Para desinfec¢cao desses ambientes, o enilconazol é bastante utilizado e possui
uma boa eficiéncia, além do digluconato de clorexidina (20%), o qual é indicado para
programas de desinfec¢cdo de cativeiros de aves por ser atéxico, e possuir atividade
comprovada contra Aspergillus spp. (Fig. 8). A qualidade do ar também deve ser
monitorada frequentemente, a fim de avaliar a concentragdo de propagulos fungicos
aos quais as aves estdo expostas (MORRIS et al., 2000; ROCHETTE; ENGELEN;
BOSSCHE, 2003; XAVIER et al., 2008).

Figura 8- Desinfecgdo geral de rotina realizada semanalmente no Centro de
Recuperacéo de Animais Marinhos, com digluconato de clorexidine a 20%.

Essencialmente, deve-se ainda preconizar a diminuicdo de estresse e
alimentagao correta dos pinguins em reabilitacdo buscando a redugédo do risco dos
individuos de contrair a doenga. Em protocolos de reabilitagdo de aves, a administragéo

de itraconazol profilatico, na dose de 15 mg/Kg durante 15 dias, é aconselhada para
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animais com peso abaixo do ideal o que varia de acordo com cada espécie. No caso de
pinguins-de-Magalhdes, o peso limite estabelecido no CRAM-FURG, é 2.500g. A
vacinagdo € outra medida de prevencdo que vem sendo estudada, porém com
resultados contraditérios na literatura (BUNTING et al., 2009; GRACZYK; CRANFIELD,
1995; REDIG, 2005; RICHARD; PEDEN; SACKS, 1991; OILD WILDLIFE CARE
NETWORK, 2000).

Para o tratamento, em casos de aspergilose localizada, é indicada a remogéao
cirurgica do aspergiloma associada a administracdo de antifungicos sistémicos.
Entretanto esta intervencdo tem alto risco e, geralmente, relagdo custo-beneficio
negativa. Em casos de aspergilose disseminada, o tratamento é realizado somente com
terapia antifungica sistémica. A anfotericina B € um antifungico que vem sendo utilizado
no tratamento da aspergilose, podendo ser administrado através de nebulizagdo, via
intratraqueal, ou endovenosa. Por ser rapidamente metabolizada e eliminada em aves,
seus efeitos toxicos sdo menores quando comparados aos efeitos em mamiferos.
Cetoconazol, itraconazol, terbinafina e voriconazol sdo farmacos utilizados para
administracao oral, sendo o itraconazol, o farmaco de eleicdo, acessivel e com poucos
efeitos colaterais e reagbes adversas. O voriconazol € um farmaco de ultima geragéo,
com resultados recentes muito satisfatérios no tratamento da aspergilose em aves,
entretanto seu custo é muito alto, sendo sua utilizagdo complicada, principalmente
quando se trata de uma grande quantidade de animais, como é o caso de pinguins em
reabilitagdo (DI SOMMA et al., 2007; ROCHETTE; ENGELEN; BOSSCHE, 2003).

Embora a literatura apresente relatos de cura clinica com uso de distintos
antifangicos, o prognéstico da aspergilose em pinguins € sempre desfavoravel,
especialmente devido a dificuldade de diagndstico precoce, o que culmina com
ineficacia terapéutica na maioria dos casos. Por este motivo, a prevengao ainda € o

melhor caminho a ser seguido.



4 Materiais e Métodos

4.1 Local de estudo

O estudo foi realizado no Centro de Recuperacdo de Animais Marinhos
(CRAM), anexo ao Museu Oceanografico Prof. Eliézer de Carvalho Rios, da
Universidade Federal do Rio Grande (FURG). Esse centro é referéncia em reabilitagcao
de animais marinhos no Brasil, com énfase em fauna petrolizada, e possui uma equipe
multidisciplinar formada por profissionais e voluntarios de distintas areas, como
medicina veterinaria, biologia e oceanologia.

Todos os anos, principalmente durante o inverno, o CRAM recebe dezenas e
até centenas de pinguins-de-Magalhdes para reabilitacdo e armazena um banco de
dados com informagdes, como origem, peso corpéreo, idade, petrolizagdo, avaliagao

hematoldgica, dentre outros, de todos os animais recebidos.

4.2 Delineamento do estudo
Foi realizado um estudo de coorte retrospectivo a partir de informacdes

referentes a um periodo de seis anos, coletadas no banco de dados do CRAM-FURG.

4.3 Critérios de inclusao e de exclusao

Foram incluidos no estudo todos os pinguins-de-Magalhdes recebidos para
reabilitacdo no Centro de Recuperagdo de Animais Marinhos entre janeiro de 2004 e
dezembro 2009. Animais que foram a O&bito e ndo tiveram sua ficha de necropsia

anexada a ficha individual, ndo dispondo de dados sobre a causa mortis foram
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excluidos do estudo descritivo e das analises de risco para aspergilose por nao

preencherem os critérios necessarios para sua categorizagdo como casos ou controles.

4.4 Classificagao dos grupos “casos” e “controles”

Foram classificados como “casos” os animais que durante o periodo de
reabilitacdo no CRAM-FURG foram a 6bito, seja por morte natural, ou eutanasia, e
cujos exames post-mortem confirmaram o diagndstico de aspergilose. Essa
confirmacdo foi baseada na caracteristica das lesdes macroscoépicas observadas
durante a necropsia, como presenga de colénias e/ou de placas fungicas nos tecidos ou
ainda de granulomas branco-amarelados, associada a demonstragdo de hifas hialinas,
septadas e bifurcadas em angulo agudo nos tecidos lesionados por exame direto e/ou
histopatoldgico, e ao isolamento de fungos do género Aspergillus no cultivo micologico de
fragmentos tissulares em agar Sabouraud dextrose. E o grupo “controle” consistiu de
animais reabilitados e liberados, e pinguins que morreram durante a reabilitagado por
outras causas infecciosas ou nao infecciosas, como caquexia, desnutricdo, intoxicacao

por petréleo, traumas, infecgao bacteriana e outras injurias.

4.5 Variaveis analisadas

Para determinacdo dos fatores de risco para aspergilose, foram analisadas
variaveis categoricas como idade, género, petrolizagcéo, uso de itraconazol profilatico e
procedéncia; e quantitativas como, peso corpéreo, tempo de cativeiro e dados
hematoldgicos, como proteinas plasmaticas totais e hematdcrito.

A idade dos animais foi determinada de forma categodrica, de acordo com
Williams (1995), classificando os animais em juvenis ou adultos, conforme a coloragao
das penas. Os pinguins juvenis (<1 ano de idade) foram aqueles recebidos com
plumagem de cor acinzentada nas costas, nadadeiras e na face; enquanto que aqueles
com padrdo de penas anelar preto e branco, caracteristico dos Spheniscus, foram
considerados animais adultos (acima de 1 ano de idade) (Fig. 9) (SILVA-FILHO;
RUOPPOLO, 2006).
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Figura 9- Diferengca morfolégica entre pinguim-de-Magalhdes (Spheniscus magellanicus)
juvenil (A), com penas acizentadas no dorso, nadadeiras e face; e adulto (B), com
penas de padrao anelar preto e branco bem definidas.

Animais que foram a 6bito foram sexados em exame post mortem, através da
verificagdo macroscopica das gbnadas (Fig. 10). Para animais vivos, as medidas
corpéreas de comprimento do bico, altura do bico, comprimento da nadadeira a
articulagdo umero-radio ulnar (cotovelo) e comprimento da pata foram utilizadas para a
realizagcdo da sexagem morfométrica (Fig. 11), através das fung¢des descritas por
Vanstreels et al. (2011). O sexo foi considerado indeterminado para os 20% dos
animais cujos escores discriminantes eram mais proximos de zero, conforme

recomendado por Brennan et al. (1991).

Figura 10- Avaliacdo macroscépica das gbnadas, destacadas de pinguins-de-
Magalhdes (Spheniscus magellanicus) utilizada para sexagem necroscépica (a) seta
indicando ovario (fémea), (b) setas indicando testiculos (macho).

Fonte: Ralph Eric Thijl Vanstreels / LAPCOM-FMVZ-USP
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Figura 11- Representacdo das medidas corporeas utilizadas para sexagem in vivo de
pinguins-de-Magalhaes no Centro de Recuperagao de Animais Marinhos.

Outra variavel analisada foi a procedéncia da ave, sendo categorizada em
praia, ou outros Centros. Os pinguins procedentes de praia foram aqueles animais
encontrados nas praias do litoral sul do Rio Grande do Sul, pela populagao, ou através
de monitoramentos rotineiros feitos por parceiros, como laboratérios da Universidade
Federal do Rio Grande (FURG), Nucleo de Educagdo e Monitoramento Ambiental
(NEMA), e Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio);
enquanto que os animais classificados como procedentes de outros Centros, foram
aqueles resgatados e recebidos por outros Centros de recuperagao, os quais iniciaram
o tratamento de reabilitacdo, encaminhando posteriormente os animais ao CRAM-

FURG, através de transporte aéreo, para término da reabilitacéo e liberacao (Fig. 12).
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Figura 12- Acomodacéao dos pinguins-de-Magalhaes procedentes de outros Centros do
Brasil para encaminhamento ao CRAM-FURG por transporte aéreo (A) e terrestre (B).

A contaminagdo por petréleo e derivados e o uso de itraconazol profilatico
foram também analisadas como variaveis categodricas (sim/néo), sendo a petrolizagéao
determinada no momento do recebimento do animal pelo CRAM-FURG.

Peso, em gramas, e parametros sanguineos, avaliados através do Hematdcrito
(Ht) e das Proteinas plasmaticas totais (PPT) dos pinguins também foram analisados
nos diferentes grupos como variaveis quantitativas. O peso foi avaliado considerando o
seu valor no dia da chegada do animal ao CRAM-FURG, enquanto que para avaliagéao
de Ht e PPT foram considerados os valores obtidos na segunda semana de cativeiro
dos animais, apods estabilizacdo, no sentido de evitar um viés em funcdo da
hemoconcentracdao frequentemente encontrada em decorréncia de desidratacao
(animais procedentes de praia) ou de liberagdo adrenérgica relacionada ao estresse
(animais vindos de outros Centros, apds transporte aéreo). O parametro de ganho de
peso durante o cativeiro foi paralelamente avaliado a partir da diferenca entre os
valores de chegada e de saida (morte ou liberagdo) do animal do Centro.

O periodo de permanéncia total em cativeiro (dias), também foi levado em
consideragao. Este periodo total incluiu um tempo de permanéncia em area interna
para tratamento e estabilizacdo, onde os animais foram aquecidos com lampadas de
200 watts, sendo mantidos em grades de 120cm de comprimento por 65cm de largura,

e 60cm de altura, no chao, forrado de jornal (Fig. 13); e posteriormente em area



37

externa de pré liberagdo, composta por uma area seca de 48 metros quadrados, com

acesso a um tanque de 180 mil litros abastecido com agua captada do estuario.

Figura 13- Manutengao dos pinguins-de-Magalhdes em reabilitagdo na area interna no
Centro de Recuperagao de Animais Marinhos (CRAM-FURG).

4.6 Analise estatistica

Ao final do levantamento e compilagdo dos dados, analise descritiva com teste
de frequéncia foi realizada. Densidade de incidéncia, mortalidade proporcional e fatores
de risco para aspergilose em pinguins no CRAM-FURG foram calculadas com auxilio do
programa SPSS® 20.0. Foram utilizados célculo de Risco Relativo (RR), Teste de T
para variaveis quantitativas e Teste de Qui-Quadrado para variaveis categoricas, bem
como Regresséo binaria logistica para analise multifatorial e calculo de Odds Ratio.

Como nivel de significancia foi considerado p < 0,05.



5 Resultados

5.1 Anadlise descritiva da populagdo de pinguins-de-Magalhdes recebida pelo
CRAM-FURG no periodo do estudo

Entre janeiro de 2004 e dezembro de 2009, o Centro de Recuperagao de
Animais Marinhos (CRAM-FURG) recebeu 366 pinguins-de-Magalhaes, dos quais 191
foram liberados, correspondendo a uma taxa de reabilitagcdo de 52,2%. Deste total de
366 animais, 39 foram excluidos do estudo por n&o apresentarem informacdes
disponiveis no banco de dados sobre a causa mortis, resultando em um total de 327

animais estudados (Fig. 14).
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Figura 14- Numero de exemplares de pinguins-de-Magalhdes recebidos pelo CRAM-
FURG e incluidos no estudo durante o periodo de seis anos (01/2004-12/2009).
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A grande maioria (85,3%) destes animais era juvenil, com somente 48
exemplares (14,7%) representando o grupo dos adultos. Dentre os individuos sexados,
132 eram machos e 128 fémeas, sendo que o grupo de animais adultos foi composto
principalmente (66,7%) por fémeas, diferindo significativamente (c?, p=0,018) dos

juvenis, que tiveram 53,8% de representatividade de machos (Fig. 15).

Género

M Masculino
[ Feminino

Pinguin-de-Magalhaes recebidos no CRAM-FURG

Juvenil Adulto

Idade

Figura 15- Numero de exemplares de pinguins-de-Magalhdes machos e fémeas
recebidos pelo CRAM-FURG, entre janeiro de 2004 e dezembro de 2009, de acordo
com a idade do animal (Juvenil ou Adulto) (c%; p<0,05).

A avaliagdo destes pinguins na chegada ao CRAM-FURG revelou uma média
de peso dos animais de 2.791g, variando de 1.574g a 4.866g (+/- 547,7). Pinguins
machos tiveram peso médio significativamente maior que fémeas, com valores de
2.900g e 2.545g, respectivamente (c® p<0,0001). A média de proteinas plasmaticas
totais (PPT) e de hematécrito na chegada dos animais ao CRAM-FURG foi 6,82 g/dL
(+/- 1,37) e de 39,8% (+/- 6,8), respectivamente, com valores variando de 2 a 10 g/dL e
de 11 a 56%.

Observou-se que 46,7% dos animais recebidos no CRAM-FURG, foram
procedentes de outros Centros de reabilitacdo do pais, sendo submetidos a transporte
por via aérea. Destes, 99,4% (154/155) eram juvenis (c* p<0,0001) e nenhum

apresentou sinal de petrolizacdo. Em contrapartida, os 131 animais petrolizados,
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correspondendo a 40,1% da populacdo estudada, pertenciam ao grupo de animais
oriundos de praia, representando cerca de 80% deste grupo (131/171; ¢
p<0,0001)(Fig. 16).
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Figura 16- Numero de exemplares de pinguins-de-Magalhdes com e sem petrolizagao
recebidos pelo no CRAM-FURG entre janeiro de 2004 e dezembro de 2009, de acordo
com a procedéncia (Outros Centros ou Praia) dos animais.

A frequéncia de animais petrolizados foi similar entre machos e fémeas (47% x
39,4%; c% p=0,217), no entanto diferiu em relacdo a idade, alcancando valores

préximos a 90% em individuos adultos e a 30% em juvenis (¢ p<0,0001) (Fig. 17).
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Figura 17- Numero de exemplares de pinguins-de-Magalhdes com e sem petrolizagao
recebidos pelo CRAM-FURG entre janeiro de 2004 e dezembro de 2009, em relagéo a
idade (Juvenil ou Adulto). (c; p<0,0001).

O uso profilatico do itraconazol, indicado no CRAM-FURG para animais com
peso inferior a 2.500g. foi realizado em 21,4% (70/327) dos pinguins-de-Magalhaes
recebidos. Destes, cerca de 70% (48/70) eram fémeas (c% p<0,0001) (Fig. 18).
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Figura 18- Numero de exemplares de pinguins-de-Magalhdes machos e fémeas
recebidos pelo CRAM-FURG entre janeiro de 2004 e dezembro de 2009 submetidos ou
ndo ao tratamento profilatico com itraconazol (¢ p<0,0001).
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5.2 Medidas de frequéncia e analise descritiva da aspergilose em pinguins-de-
Magalhdes no CRAM-FURG

Do total de 327 pinguins-de-Magalhdes incluidos no estudo, 66 animais
desenvolveram aspergilose no CRAM-FURG durante o processo de reabilitagdo, sendo
Aspergillus fumigatus 0 agente etioldgico predominante, identificado em todos os casos,
exceto em um ocasionado por A. flavus.

Cerca de 75% dos casos de aspergilose (50/66) ocorreram em animais
procedentes de outros Centros do pais e consequentemente submetidos a transporte
aéreo, 77,3% (51/66) ocorreram em animais nao petrolizados, e 84,8% dos casos
(56/66) em animais sem uso de terapia antifungica profilatica. A maioria dos casos foi
encontrada em pinguins juvenis, correspondendo a 63 dos 66 casos (95,5%), e a
distribuicdo dos mesmos quanto ao género foi similar, com 56,2% (36/66) em machos e
43,8% (28/66) em fémeas.

Nos anos de 2005 e 2007 nenhum caso de aspergilose foi diagnosticado em
pinguins-de-Magalhdes em reabilitagdo no CRAM-FURG, sendo o maior numero de
casos da doenca (45/66) de ocorréncia no ano de 2008, representando 68,2% dos
casos. Anualmente, a mortalidade proporcional por aspergilose variou de 0 a 100%

(Fig. 19), resultando em um valor de 48,5% no total dos seis anos do estudo.
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Figura 19- Mortalidade proporcional de pinguins-de-Magalhdes decorrente da infec¢ao
por Aspergillus spp. no CRAM-FURG, entre os anos de 2004 e 2009.
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Considerando o periodo de cativeiro de todos os pinguins incluidos no estudo
como periodo de risco para aspergilose, a densidade de incidéncia encontrada foi de
7,3 casos/100 pinguins-més. Tendo em vista que a maioria dos animais nao
permaneceu durante um ano no CRAM-FURG, a densidade de incidéncia por ano foi
calculada de forma aproximada, utilizando como denominador a populagdo em risco na
metade do periodo. Neste caso, obtiveram-se valores de densidade de incidéncia

variando de 0 a 32 casos de aspergilose/100 pinguins-ano de seguimento (Fig. 20).
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Figura 20- Densidade de incidéncia de casos de aspergilose/100 pinguins-de-
Magalhdes-ano no CRAM-FURG, entre 2004 e 2009.

5.3 Fatores de risco para aspergilose em pinguins-de-Magalhaes em reabilitagao
no CRAM-FURG

Em relacdo a idade, 22,6% (63/249) dos animais juvenis desenvolveram
aspergilose, enquanto que em adultos este valor foi reduzido para 6,2% (3/48). De
forma similar, a doenga ocorreu em 32,3% (50/155) dos animais oriundos de outros
Centros e em somente 9,3% (16/172) dos pinguins procedentes de praia. Em
contrapartida, 11,5% dos pinguins contaminados por petréleo desenvolveram a doenga,
e 26,2% dos nao petrolizados morreram de aspergilose, sendo a ocorréncia da doenca

2,3 vezes menor em animais petrolizados. Similarmente, o grupo de pinguins que
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recebeu itraconazol profilatico teve 1,8 vezes menos exemplares com aspergilose em
relacado aos sem profilaxia antifungica (12,2% e 22,9%, respectivamente) (Fig.21).
Considerando todas estas variaveis categoricas (idade, género, procedéncia,
petrolizacdo e uso de itraconazol profilatico) analisadas isoladamente, somente o
género ndo demonstrou ser um fator de risco/protecdo para aspergilose. As demais
variaveis resultaram em valores de p menores que 0,05 quando comparadas entre os

grupos “caso” e “controle” (Tab. 1).

Tabela 1 Variaveis categoricas como fator de risco/protegdo para a aspergilose em
pinguins-de-Magalhdes no CRAM-FURG entre o periodo de 01/2004 e 12/2009.

Variavel Valor de p (Teste Intervalo de
Risco relativo
de qui-quadrado) confianga de 95%
ldade 0,009 3,613* 1,182 — 11,040

Género 0,312 1,247 0,811 -1,916
Procedéncia <0,0001 3,468 2,063 - 5,829
Petrolizacao 0,001 0,438*** 0,257 — 0,745

Uso de

0,037 0,534**** 0,286 - 0,996

itraconazol

*Grupo de referéncia: juvenis. **Grupo de referéncia: outros Centros de reabilitagao;

***Grupo de referéncia: animais petrolizados. ****Grupo de referéncia: animais com uso de

profilaxia antifungica.
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Embora as variaveis categoricas “idade”, “petrolizagdo”, “uso de itraconazol”’ e
‘procedéncia” tenham se mostrado significativas quando avaliadas isoladamente em
relagéo ao risco de aspergilose por pinguins-de-Magalhdes no CRAM-FURG, a analise
multivariada demonstrou que estas perdem a significancia quando ajustadas entre si,
permanecendo somente a “procedéncia” como fator de risco para a doenca, com
p<0,05 (Tab. 2). A qualidade do ajuste do modelo foi comprovada pelo Teste de

Hosmer-Lemeshow, que resultou em um p=0,246.

Tabela 2 Resultado da analise multivariada das variaveis categoricas ajustadas entre si
em relagdo ao risco de aspergilose em pinguins-de-Magalhaes recebidos pelo CRAM-
FURG entre 01/2004 e 12/2009.

Razao de Odds Bruto Razao de Odds
Variaveis Valor de p Ajustado _
(IC 95%) Ajustado (IC 95%)
Idade (juvenil) 0,16 4,37 (1,31-14,55) 2,57 (0,69 - 9,53)
Procedéncia (outros
0,006 4,64 (2,51 - 8,59) 16,67 (2,22 - 125,44)
Centros)
Petrolizagao (Sim) 0,08 0,36 (0,19 - 0,68) 6,41 (0,81 - 50,97)
Itraconazol (Sim) 0,31 0,47 (0,23 - 0,97) 0,67 (0,30 — 1,46)
Teste de Regressao
<0,0001
Binaria Logistica

Nas variaveis quantitativas, diferenga significativa (p<0,05) entre o grupo de
animais que desenvolveu aspergilose e o grupo controle foi observada em relagéo ao
tempo de cativeiro total dos pinguins no CRAM-FURG com valores médios de 51,7 dias
(+/- 76,8) e 91,25 dias (+/- 97,05), respectivamente, (teste T, p=0,003) (Fig. 22); aos
valores de proteinas plasmaticas totais, com valores médios de 7,3 g/dL (+/- 1,3) e
6,7g/dL (+/- 1,4) , respectivamente (Fig. 23); de hematdcrito, com valores médios de
37,5% (+/- 6,4) e 40,3% (+/- 6,8), respectivamente (Fig. 24); e de ganho de peso
durante o cativeiro, com valores médios de 127,9g (+/- 525,3) e 864,49 (+/- 736,1),
respectivamente (Fig. 25). Em contrapartida, a média de peso de chegada dos animais
no CRAM-FURG néo teve diferenga entre o grupo de animais com e sem aspergilose,
valores médios de 2.856,6g (+/- 472,2), e 2.775,1g (+/- 563,6), respectivamente (teste
T, p=0,25).
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Figura 22- Média e IC de 95% do tempo de cativeiro total (dias) dos pinguins-de-
Magalhdes no CRAM-FURG entre 01/2004 e 12/2009, de acordo com o desfecho (6bito
ou néao o6bito por aspergilose) (teste T, p=0,003).
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Figura 23- Média e IC de 95% de proteina plasmatica total na chegada dos pinguins-
de-Magalhdes no CRAM-FURG entre 01/2004 e 12/2009, de acordo com o desfecho

(6bito ou n&o ébito por aspergilose) (teste T, p=0,004).
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Figura 24- Média e IC de 95% do hematdcrito na chegada dos pinguins-de-Magalhaes
no CRAM-FURG entre 01/2004 e 12/2009, de acordo com o desfecho (6bito ou nao
Obito por aspergilose) (teste T, p=0,01).
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Figura 25- Média e IC de 95% do ganho de peso dos pinguins-de-Magalhaes durante o
periodo de reabilitacdo no CRAM-FURG, entre 01/2004 e 12/2009, de acordo com o

desfecho (6bito ou ndo o6bito por aspergilose) (teste T, p< 0,0001).



6 Discussao

Este estudo de coorte retrospectiva avaliou dados epidemiolégicos da
aspergilose referentes a pinguins-de-Magalhdes em reabilitacdo no CRAM-FURG
durante um periodo de seis anos, incluindo 327 animais. Embora a aspergilose seja
descrita por inUumeros autores como um dos principais problemas encontrados em
pinguins em cativeiro, seja em zooldgicos, aquarios ou Centros de reabilitacdo
(AINSWORTH; REWELL, 1949; CARRASCO et al, 2001; RUSSEL; HOLCOMB,
BERKNER, 2003; XAVIER et a., 2007), estudos similares ndo estdo disponiveis na
literatura, a qual é rica neste tema em artigos de relatos de caso e séries de casos
enfocando dados clinicos, microbioldgicos e histopatologicos (CACCIUTTOLO et al.,
2009; CARRASCO et al., 2001; MARTINEZ; CERECERO; CERVANTES, 2000;
SEVERO et al., 1997; TELL, 2005;) bem como em estudos relacionados a diagnostico
(CRAY et al.,, 2009; CRAY, 2012; GERMAN et al., 2002; JONES; OROSZ, 2000),
tratamento (BECHERT et al., 2010; Di SOMMA et al., 2007; HINES; SHARKEY;
FRIDAY, 1990) e prevencao da enfermidade (BUNTING et al., 2009; COOK, 1985;
RIORDAN; Mc CUNE; BERG, 1986; XAVIER et al., 2008).

Em relagdo a populacdo de animais incluida no presente estudo, pode-se
observar uma grande oscilagdo na densidade populacional no CRAM-FURG de acordo
com o ano de avaliagao, variando de 14 a 163 pinguins. Esta diferenga no numero de
animais recebidos por ano para reabilitacdo ocorre por fatores ainda pouco
compreendidos, e acredita-se que fatores climaticos como a Oscilagdao Sul El Nifo,
flutuagbes e mudancgas progressivas na disponibilidade de alimento e na ocorréncia de
impactos humanos possam estar envolvidos (BOERSMA, 2008; GARCIA-
BORBOROGLU et al., 2006). Esta oscilagdo vem sendo observada desde o inicio das
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atividades de reabilitacdo pelo CRAM-FURG, ha cerca de 15 anos, assim como em
outros Centros que atuam nesta area, como por exemplo Mundo Marino, na Argentina e
Centro de Estudos Costeiros, Limnolégicos e Marinhos (CECLIMAR) no Rio Grande do
Sul (informacao verbal’).

O recebimento de um maior numero de animais juvenis em relagdo a adultos,
representando uma proporgao de 5,8:1, pode ser justificado pela inexperiéncia dos
mesmos no processo de migragdo, o que os torna mais suscetiveis a intempéries, como
tempestades e alteragdes bruscas em alto mar, e a agdes antrépicas como a sobre-
pesca, que causa a escassez de alimento gerando necessidade de competicdo entre os
animais e consequentemente descarte dos mais enfraquecidos, os quais sao
encontrados na orla da praia e encaminhados para reabilitagdo (BOERSMA, 2008;
GANDINI; FRERE; BOERSMA, 1996).

Embora tenha sido encontrada uma proporgéo de cerca de 1:1 entre pinguins
machos e fémeas recebidos, foi observada uma diferenga significativa entre género
quando comparado o grupo de pinguins juvenis com o de adultos. No grupo dos
juvenis, o numero de machos e fémeas recebidos foi proporcional, no entanto as
fémeas representaram a maioria dos animais adultos encaminhados para o CRAM-
FURG no periodo do estudo. Um maior gasto energético devido a fabricagédo e postura
do ovo pela fémea (GHEBREMESKEL, 1989), pode resultar em uma pior condigdo
corporal no momento de saida da colénia, apdés o periodo de reprodugdao e muda,
quando comparada ao macho, tornando a fémea mais suscetivel aos fendmenos
climaticos durante o processo de migracdo (BOERSMA, 2008).

A média de peso dos animais na chegada ao CRAM-FURG representou dois
tercos do valor de referéncia para a espécie (média 4Kg), segundo Williams(1995), o
que demonstra a privacao alimentar destes exemplares, muitos dos quais recebidos em
estado de caquexia. Embora esta variavel tenha sido utilizada no estudo, ressalta-se
que, estes valores analisados de forma isolada podem nao representar fidedignamente

a condicdo corporal do animal, tendo em vista a importante variagdo de tamanho

1 Informag&o recebida através comunicagdo pessoal de Sérgio Pappo Rodrigues Heredia, coordenador
responsavel da Fundacion Mundo Marino, em San Clemente del Tuyu, Argentina, em dezembro de 2011,
e Mauricio Tavares, coordenador responsavel pelo CECLIMAR, em Imbé, RS, em dezembro de 2011.
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encontrada entre individuos, e até mesmo entre animais de diferentes populacdes
(colénias) (GANDINI; FRERE; HOLIK,1992). De fato, a média de peso das fémeas
recebidas pelo CRAM-FURG foi significativamente menor do que a dos machos, o que
pode ser explicado pelo fato de que estes sdo de 5% a 15% maiores que as fémeas
(GANDINI; FRERE; HOLIK, 1992; WALKER; BOERSMA; WINGFIELD, 2004).

A média dos valores de Ht dos animais recebidos pelo CRAM-FURG
permaneceu dentro dos valores de referéncia descritos para a espécie (38-48%), porém
a média de PPT encontrada superou o limite maximo (6,0g/dL) preconizado para
pinguins-de-Magalhdes (HAWKEY,1989; GHEBREMESKEL, 1989), indicando que
muitos animais poderiam estar com algum processo inflamatdrio/infeccioso em
andamento na chegada ao Centro, tendo em vista que estes valores se referem a uma
amostra sanguinea da segunda semana de cativeiro, momento em que a hidratagéo
normal do animal ja estaria reestabelecida, sem viés de hemoconcentragao.

A petrolizagdo encontrada em 40,1% dos pinguins recebidos no CRAM-FURG
durante os anos de 2004 a 2009 reflete o prejuizo e o impacto negativo das agdes
antropicas nas aves marinhas, conforme ja descrito por Gandini et al.(1996), Boersma
et al. (2008) e Garcia-Borboroglu et al. (2008). Embora represente praticamente a
metade da populagado, a taxa de petrolizacédo de pinguins no CRAM-FURG ja atingiu
valores de 65,4%, considerando o periodo de 1995 a 2004 (RUOPOLLO et al., 2004).
Similarmente, cerca da metade ou até mesmo a maioria dos pinguins recebidos em
outros Centros de reabilitacado distribuidos pelo Brasil e outros paises do Hemisfério sul,
como Mundo Marino, na Argentina, e CECLIMAR, também encontram-se petrolizados,
evidenciando que esta é uma preocupacao de nivel mundial (informacao verbal ?).

Cabe ressaltar que nenhum pinguim proveniente de outros Centros chegou ao
CRAM/FURG petrolizado, tendo em vista que estes animais sao estabilizados antes de
serem submetidos a transporte aéreo. Este dado justifica também a diferengca de
petrolizacdo encontrada entre juvenis e adultos, considerando que somente um

individuo proveniente de outros Centros tinha mais de um ano de idade. De fato, ao

2 Informacao recebida através de comunicagédo pessoal Sérgio Pappo Rodrigues Heredia, coordenador
responsavel da Fundacion Mundo Marino, em San Clemente del Tuyu, Argentina, em dezembro de 2011,
e Mauricio Tavares, coordenador responsavel pelo CECLIMAR, em Imbé, RS, em dezembro de 2011.
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avaliar somente o grupo procedentes de praia, a taxa de petrolizagdo nao difere em
relagdo a idade dos animais, porém aumenta consideravelmente, atingindo cerca de
80% destes animais oriundos das praias do litoral Sul do RS, sendo esta a principal
causa de recebimento destes animais no Centro. Esta situagdo ocorre principalmente
devido a ocorréncia de manchas 6rfas de petréleo nos oceanos, ja que durante esses
anos nao foi documentado nenhum acidente com embarcac¢des na regido do Rio
Grande do Sul, e a poluicdo crbénica por petréleo € um acontecimento amplamente
conhecido (PETRY, 2002, GARCIA-BORBOROGLU, 2008).

A reduzida taxa de animais (=20%) que receberam profilaxia para aspergilose
com itraconazol sistémico esta relacionada ao critério estabelecido no protocolo de
reabilitacdo utilizado no CRAM-FURG, adaptado de Oiled Wildlife Care Network (2000)
e Ruoppolo et al., (2004), o qual caracteriza como grupo de risco animais com peso
inferior a 2.500g. Considerando este critério de peso como determinante ao uso de
itraconazol, e levando em consideracao que, conforme previamente descrito, as fémeas
sdo menores que os machos (GANDINI; FRERE; HOLIK, 1992; WALKER; BOERSMA;
WINGFIELD, 2004), era, de fato, de se esperar um numero significativamente maior de
fémeas do que de machos em profilaxia antifungica, conforme encontrado neste estudo.

Dentre os 66 casos de aspergilose em pinguins-de-Magalhdes no CRAM-FURG
ocorridos durante o periodo de 01/2004 a 12/2009, o predominio absoluto da espécie A.
fumigatus como agente etiolégico de 98,5% dos casos € compativel com o descrito em
outros estudos similares como relatos ou séries de casos da enfermidade em pinguins
(AINSWORTH; REWELL, 1949; FLACH; STERVENSON; HENDERSON, 1990;
GRACZYK; COCKREM, 1995; KHAN et al.,, 1977; REDIG, 1993). Esta espécie de
Aspergillus € considerada a mais patogénica do género para os mais variados
hospedeiros, com fatores de viruléncia ja bastante estudados e bem estabelecidos, os
quais incluem caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas, nutricionais e
reprodutivas do fungo, além de adaptabilidade do mesmo ao organismo dos
hospedeiros, mesmo os de alta temperatura corporal como é o caso dos pinguins e
demais aves (BEERNAERT, 2008; LATGE, 1999; NG; ROBSISON; DENNING: 1994;).

A distribuicdo anormal dos casos de aspergilose entre os seis anos estudados

pode ser decorrente de uma gama de fatores, desde os relacionados ao agente
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etiolégico, como variagbes entre gendtipos e cepas predominantes, e sua
disponibilidade no ambiente de cativeiro dos pinguins, até mesmo as condigbes de
sanidade dos animais recebidos pelo CRAM-FURG, os quais sdo oscilantes de um
periodo a outro. Mais de 65% dos casos ocorreram no ano de 2008, assim como este
foi o ano com maior densidade de incidéncia da doenca no Centro. Isto pode ser
consequéncia da alta densidade populacional ocorrida neste periodo, o qual
correspondeu a um numero de animais recebidos de duas a 11,6 vezes maior do que o
encontrado nos outros cinco anos do estudo. A aglomeracédo de animais culmina com
maior acumulo de matéria organica, maior dificuldade na manutengdo de uma
ventilacdo e desinfeccdo ambiental adequada, e consequentemente maior aporte
nutricional para rapido desenvolvimento fungico gerando alta concentragcdo de
propagulos infectantes passiveis de ser inalados pelas aves (RUSSEL; HOLCOMB;
BERKNER, 2003; TSENG, 1993). Em adigdo, nestas condigbes, ha um aumento no
numero de pessoas e na intensidade das atividades profissionais dentro do Centro, no
intuito de proporcionar intervengdes terapéuticas necessarias a todos os animais
recebidos. Essa atividade intensificada, embora indispensavel para cumprir com o
manejo correto dos animais para reabilitacdo, gera um maior nivel de estresse, que
pode culminar com aumento da imunossupressao dos animais devido a liberacdo de
cortisol e consequentemente com maior predisposicdo dos mesmos as doencas
oportunistas como a aspergilose (NG; ROBSISON; DENNING; 1994). A relagao
inversamente proporcional entre densidade populacional e imunidade mediada por
células T ja foi descrita por Tella e colaboradores ao analisar colénias reprodutivas de
pinguins-de-Magalhdes, destacando a maior predisposi¢cdo a enfermidades em locais
de aglomeracao de animais (TELLA et al., 2001).

Considerando todo o periodo do estudo, a densidade de incidéncia encontrada
foi de 7,3 casos de aspergilose para cada 100 pinguins-més, e a mortalidade
proporcional por aspergilose foi de 48,5%. Outros estudos descrevendo valores de
medidas de frequéncia desta doenga em pinguins ndo foram encontrados na literatura,
no entanto, a porcentagem de mortalidade proporcional foi similar a outros estudos
realizados como em Flach et al. (1990), em que a mortalidade proporcional por

aspergilose em pinguins gentoo (Pycoscelis papua) foi de 41%, num periodo de 24 anos,
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ou em Russel et al. (2003), em que a mortalidade proporcional por aspergilose chegou
a 79% das aves em reabilitagdo durante uma emergéncia com derrame de 6leo, em
1991.

Embora estes valores ndo possam ser extrapolados para outros Centros de
reabilitacdo ou outros locais de cativeiro, como aquarios e zooldgicos, devido aos
inumeros fatores que diferem tanto em relacdo ao ambiente quanto a populacdo de
animais, eles corroboram com a afirmagao de que esta enfermidade tem um carater
limitante na reabilitagdo de pinguins, conforme ja descrito por Russel et al. (2003) e
Xavier et al. (2007) e que medidas profilaticas devem ser sempre preconizadas.

Ao analisar, a mortalidade proporcional anual, foi possivel verificar que em 2004
esta atingiu o valor maximo de 100%, o que pode ser explicado pelo fato de que neste
primeiro ano do estudo ainda nao estava implantada a rotina de desinfecgao ambiental
no CRAM-FURG, a qual teve inicio em 2005 resultando em melhoria da qualidade do ar
e consequentemente menor concentragdo de indculo infectante de Asperqgillus spp.
inalado pelos animais em cativeiro (XAVIER et al.,, 2008). Neste contexto, todos os
animais suscetiveis a doencgas oportunistas no ano em questao, por estarem expostos a
uma grande quantidade de propagulos de Aspergilus spp., desenvolveram a micose.
Pode-se perceber ao analisar anualmente os dados de densidade populacional,
densidade de incidéncia da aspergilose e mortalidade proporcional por aspergilose que
as curvas de valores praticamente se sobrepdem, demonstrando a importante influéncia
da quantidade de animais no local de cativeiro associada a desinfec¢cao deste local,
conforme descrito anteriormente.

Em relacdo aos fatores de risco para aspergilose, a anadlise bivariada
demonstrou que pinguins juvenis ou procedentes de outros centros de reabilitagao tem
cerca de 3,5 vezes mais chance de desenvolver aspergilose que os demais. Embora a
imaturidade do sistema imune dos pinguins juvenis possa torna-los mais suscetiveis a
infeccdo por Aspergillus spp. (GRACZYCK; CRANFIELD, 1995), esta variavel quando
ajustada demonstrou uma diferenga de mais de 10% na Razdo de Odds, permitindo
com que sua significancia encontrada previamente em relagdo a aspergilose pudesse
ser considerada como um fator de confusdo. Similarmente, a petrolizagdo e o uso de

itraconazol profilatico foram identificados na analise bivariada como fatores de protecao
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para o desenvolvimento da aspergilose por pinguins-de-Magalhdes no CRAM-FURG;
no entanto, perderam esta caracteristica ao serem ajustadas pela analise multifatorial.
Estas modificagdes na significancia das variaveis se devem ao fato de que 98% da
populagao de animais adultos, e 100% dos animais petrolizados e com uso de profilaxia
antifungica pertenciam ao grupo de animais encontrados nas praias regionais, o qual foi
significativamente menos acometido pela doenga, resultando em fatores de confuséao.

O alto risco de animais procedentes de outros Centros serem acometidos por
aspergilose evidenciado neste estudo estd provavelmente relacionado as implicagoes
do processo de transporte aos quais sao submetidos. Buscando reduzir o tempo
necessario para o deslocamento destes animais de um estado ao outro, os pinguins
sdao acomodados em caixas de madeira teladas, e encaminhados ao CRAM-FURG por
via aérea e terrestre (Fig. 25), na grande maioria das vezes em avides da Forga Aérea
Brasileira (FAB), permanecendo diversas horas no processo de deslocamento.
Considerando que durante todo o periodo de v6o os animais sao submetidos a um
ambiente com superlotagdo, escassez de ventilagdo, acumulo de matéria organica e
consequentemente péssima qualidade do ar, com provavel proliferacdo dos conidios de
Aspergillus spp. O risco de infecgdo torna-se alto (RUSSEL; HOLCOMB; BERKNER,
2003, TSENG, 1993). Em adicao a estes fatores, a poluigdo sonora ainda contribui para
o0 aumento do estresse, o qual culmina com liberagao de corticosterdides na circulagao
sanguinea dos animais, responsavel por imunossupressdao dos mesmos e ainda por
estimulo a proliferacéo fungica (NG; ROBSON; DENNING, 1994).

Além do processo de transporte aéreo, os pinguins procedentes de outros
Centros passam por periodos variados de cativeiro em condigcdes de reabilitacao
desconhecidas. Esta primeira fase é crucial para o sucesso na reabilitagdo, e caso seja
negligenciada quanto aos procedimentos e intervengées necessarias conforme os
protocolos disponiveis (OILED WILDLIFE CARE NETWORK, 2000; RUOPPOLO et al.,
2004; TSENG, 1993), bem como quanto aos cuidados necessarios com o ambiente e a
qualidade do ar (RUSSEL; HOLCOMB; BERKNER, 2003; TSENG, 1993; XAVIER et al.,
2008), pode comprometer o processo e culminar com maior predisposi¢do a doengas

oportunistas.
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A profilaxia para aspergilose com o uso de itraconazol sistémico, indicada em
diversos protocolos de reabilitacdo de pinguins (OILED WILDLIFE CARE NETWORK,
2003; RUOPPOLO et al., 2004; TSENG, 1993 ), é realizada no CRAM-FURG a partir de
itraconazol procedente de farmacia de manipulagdo e administrado na dose de
15mg/Kg/dia durante um periodo de 15 dias. Estudo sobre farmacocinética e
farmacodinémica do itraconazol em pinguins demonstra que os farmacos genéricos nao
atingem concentragdes plasmaticas necessarias para atividade antifungica, e que o
itraconazol utilizado deve ser comercial (Sporanox®) e administrado na dose de 20
mg/Kg uma vez ao dia (BUNTING et al., 2009), o que pode justificar a ineficacia do uso
deste farmaco para prevencgao da aspergilose encontrada no presente estudo.

A média de tempo de cativeiro total foi significativamente menor no grupo de
animais que desenvolveram aspergilose, no entanto, cabe ressaltar que os valores
encontrados correspondem somente ao periodo de cativeiro dos animais no CRAM-
FURG, sem considerar os dias em reabilitacdo nos outros Centros, cujos dados nao
estavam disponiveis no banco de dados consultado. Neste contexto, salientando que o
periodo total de cativeiro dos animais procedentes de outros Centros pode estar
subestimado, e que este grupo de animais correspondeu a cerca de 75% dos casos de
aspergilose, essa diferenga deve ser interpretada com cautela. Por outro lado, o menor
tempo de cativeiro no CRAM-FURG pode indicar que estes animais se infectaram
previamente ou durante o processo de transporte, o qual culminou na queda da
resisténcia e consequentemente no inicio do desencadeamento de um quadro crénico
da doenga, a qual se manifestou apds alguns dias de cativeiro no CRAM-FURG. De
fato, pinguins com aspergilose ndo apresentam sinais clinicos em estagios iniciais da
doenca, o que pode mascarar um processo infeccioso em andamento, sendo o animal
considerado clinicamente sadio (GERMAN, 2000; TELL, 2005).

A diferenga significativa entre o grupo de animais com aspergilose e 0 grupo
controle na média dos valores de chegada de Ht e PPT encontrada no presente estudo,
corrobora com a hipoétese de que os pinguins possam ter sido recebidos no CRAM-
FURG ja infectados. Neste contexto, o valor médio do Ht significativamente menor em
animais que desenvolveram aspergilose poderia ser explicado pela lise de hemaceas

ocasionada pela produgdo e liberagdo de hemolisinas pelo fungo Aspergillus spp.,
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(LATGE 1999) e o processo inflamatério em resposta a invasdo fungica tecidual,
associado ao aumento de imunoglobulinas anti-Aspergillus da resposta especifica
justificam o valor médio de PPT significativamente aumentado neste grupo (ABUNDIS-
SANTAMARIA, 2003; BEYTUT; OZCAN; ERGINSOY,2004; GRACZYK; CRANFIELD,
1995). De fato, testes de ELISA e IDGA para detecgao de anticorpos especificos sdo
promissores para o diagnostico de aspergilose, justamente pelo fato de que a produgéo
de imunoglobulinas aumenta significativamente em animais enfermos em relagdo aos
animais sadios (CRAY et al.,, 2009; GRACZYK; CRANFIEL; KLEIN, 1998; ARCA-
RUIBAL et al., 2006).

Embora o peso de chegada dos animais seja o parametro descrito por
Ruoppolo (2004) e utilizado no CRAM-FURG para inicio de profilaxia para aspergilose
em pinguins-de-Magalhaes, neste estudo a média de peso de chegada dos animais no
Centro ndo distinguiu entre o grupo que desenvolveu aspergilose e o controle,
demonstrando a falta de robustez na utilizagdo desta medida como definidora de grupos
de risco para a doenga. Por outro lado, diferenga significativa entre os grupos foi
encontrada no ganho de peso durante o cativeiro, com valor médio de cerca de 850g no
grupo controle e de aproximadamente 100g nos animais que morreram de aspergilose.
Entretanto, como esta variavel foi avaliada considerando a diferenca entre peso de
saida e entrada do animal, e ndo a partir de uma curva com valores de avaliagao
semanal, ndo foi possivel determinar se os animais que desenvolvem aspergilose
permanecem durante todo o periodo do cativeiro praticamente sem ganho de peso
mesmo apos a estabilizagao e inicio do processo de recuperagéo, ou se esses pinguins
ganharam peso, mas ao longo da reabilitagdo, quando comegaram a manifestar a
doenca retornaram praticamente ao baixo peso de entrada no CRAM-FURG. Esta
segunda hipotese € mais plausivel a medida que um dos sinais clinicos dos pinguins
com aspergilose € anorexia e regurgitagcao, os quais culminam com perda de peso em
processos cronicos (ABUNDIS-SANTAMARIA, 2003; BEYTUT; OZCAN; ERGINSOY,
2004; KEARNS; LOUDIS, 2003; REDIG, 1993).



7 Conclusoes

- A densidade de incidéncia da aspergilose em pinguins em reabilitagdo no

CRAM-FURG ¢é de 7,3 casos para cada 100 pinguins por més de seguimento;

- A aspergilose é responsavel por uma mortalidade proporcional de cerca de

50% dos pinguins em reabilitagcdo no CRAM-FURG, apresentando oscilagbes anuais.

- Na analise bivariada, a idade (juvenil) e a procedéncia (de outros Centros) sédo
fatores de risco para aspergilose, com RR maior que 3,0, enquanto a petrolizagéo e o
uso de itraconazol profilatico se comportam como fatores de protecdo para o
desenvolvimento da aspergilose por pinguins-de-Magalhdes no CRAM-FURG. No
entanto, ao ajustar as variaveis pela analise multifatorial, a unica variavel categérica
considerada como fator de risco € a procedéncia dos pinguins de outros Centros de
reabilitacdo; e o RR referente a idade dos animais passa a ser considerado como fator
de confusdo, bem como a petrolizagdo e o uso de itraconazol que perdem a

significancia.

- Aspergillus fumigatus € a principal espécie responsavel por casos de aspergilose
em pinguins-de-Magalhdes no CRAM-FURG.



8 Consideracgoes finais

Tendo em vista a identificagdo de distintos fatores de risco para a aspergilose
em pinguins-de-Magalhdes no CRAM-FURG, dentre os quais o peso inicial ndo esta
incluido, torna-se essencial uma modificacdo nos critérios de uso do itraconazol
profilatico no centro, recomendando-se que o0 peso corporeo de chegada néo seja o
unico parametro utilizado para determinagdo de animais que fardo tratamento
preventivo. Neste sentido, salienta-se a necessidade de intervencao profilatica para
aspergilose em pinguins-de-Magalh&des procedentes de outros Centros, e que foram
submetidos a transporte aéreo, os quais possuem cerca de 3,5 vezes mais chance de
desenvolver a doenca, bem como a animais com Ht baixo e PPT alta.

Na busca de melhor elucidagao da condigao clinica dos pinguins-de-Magalhaes
recebidos pelo CRAM-FURG, torna-se essencial a substituicdio dos métodos de
avaliacdo de parametros hematolégicos para melhor compreensdo dos processos
inflamatdrios e/ou infecciosos. A realizagdo de hemogramas completos, com avaliagéo
da série vermelha e leucograma, os quais ja estdo sendo implantados na rotina do
CRAM-FURG, poderao contribuir para elucidagdo de novos fatores de risco para a
aspergilose, bem como para avaliagcdo da gravidade, evolugdo e progndstico da
mesma. A avaliagdo destes parametros sera igualmente aprimorada pelo exame clinico
individual que tem sido realizado semanalmente em todos os pinguins-de-Magalhaes
em reabilitacdo no CRAM-FURG, cujos dados tem sido utilizados para alimentar o
banco de dados do respectivo Centro.

Como perspectivas futuras e aplicagdes praticas deste estudo, pretende-se,
para a reducdo da mortalidade de pinguins-de-Magalhdes por aspergilose no CRAM-
FURG
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- substituir a avaliagéo de peso corporeo dos pinguins-de-Magalhaes recebidos
pela avaliagcao de condi¢ao corporal;

- dar continuidade aos estudos envolvendo tratamentos profilaticos, testando
diferentes antifungicos e formas de administracdo dos mesmos, com objetivo de
otimizar a terapia preventiva da aspergilose;

- elaborar um protocolo especifico para prevengcdo da aspergilose para ser
utilizado em pinguins-de-Magalhdes em cativeiro por diferentes Centros de
recuperacao.

- dar continuidade aos estudos relacionados a busca de métodos diagndsticos
efetivos e precoces no intuito de possibilitar a intervencao terapéutica em casos de

aspergilose em pinguins-de-Magalhaes.
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