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RESUMO

Pinguins sdo aves marinhas, que na época reprodutiva possuem um gasto energético
maior, além de alteracdes fisioldgicas e imunoldgicas. A homeopatia na veterinaria
tem apresentado resultados praticos e vantagens sobre a medicina convencional. O
objetivo deste trabalho é avaliar os parametros laboratoriais dos pinguins-de-
Magalhdes no periodo reprodutivo, também entre machos e fémeas e determinar a
acdo dos medicamentos homeopaticos na resposta hematolégica dos pinguins
mantidos sob cuidados humanos. Os pinguins (N= 20 animais) foram avaliados no
periodo reprodutivo e divididos em dois grupos, um grupo submetido ao tratamento
com Echinacea angustifolia 6¢cH e Avena sativa 6¢cH (N = 10 animais), 0 outro grupo
controle (N = 10 animais), trabalho em cego. Os pinguins foram submetidos a coleta
de sangue antes e durante o periodo da reproducdo. A analise de variancia de duas
vias (Two-Way ANOVA) foi utilizada para determinar se o grupo experimental (controle
e verum) e o sexo do animal possuiam efeito significativo sobre a variacdo de cada
parametro hematologico entre as amostras obtidas no inicio e no término do
experimento (A variavel = valor na coleta inicial — valor na coleta final). Para parametro
hematologico em que o sexo ndo apresentou um efeito significativo, a analise de
variancia foi refeita utilizando o grupo experimental como uma Unica variavel
dependente (One-Way ANOVA). O nivel de significancia foi de 0.05 para todos os
testes. A andlise estatistica identificou que em relacdo aos grupos experimentais
(controle e verum) houve um efeito significativo sobre as seguintes variaveis: (a)
volume corpuscular médio (P = 0.049), em que 0 grupo verum apresentou uma
tendéncia de aumento (29.78+£52.95 fL) enquanto que o grupo controle mostrou uma
tendéncia de estabilidade/reducéo (-3.08+46.36 fL); (b) proporcao de heterdfilos (P =
0.010), em que o grupo verum apresentou uma tendéncia de aumento (8.38+12.53 %)
menos acentuada do que o grupo controle (18.00 + 9.37 %); (c) concentracdo de
linfocitos (P = 0.001), em que o0 grupo verum apresentou uma tendéncia de reducéo (-
4.39+2.21 x 10° células/L) menos acentuada do que o grupo controle (-1.56+2.76 x10°
células/L); e (d) proporcao de linfocitos (P = 0.002), em que o grupo verum apresentou
uma tendéncia de reducao (-6.75+10.35%) menos acentuada do que o grupo controle
(-17.3+8.73%). Foi detectado um efeito significativo do sexo (mas ndo do grupo
Verum) para as seguintes variaveis: (a) hematdécrito (P < 0.001), em que as fémeas
apresentaram uma tendéncia de reducéao (-6.18 = 5.63 %) enquanto que os machos
mostraram uma tendéncia de estabilidade/aumento (0.56+4.78 %); e (b) concentracéo
de hemoglobina (P = 0.005), em que as fémeas apresentaram uma tendéncia de
reducdo (-2.86+1.91 g/dL) mais intensa do que os machos (-1.14 +1.45 g/dL).
Concluiu-se que comparando o efeito de coleta, antes e durante o periodo reprodutivo,
entre 0s grupos, independente do tratamento, houve diferenca em hemoglobina,
hematocrito e linfocito. O tratamento com Echinacea angustifolia e Avena sativa
resultou na manutencdo dos linfocitos em periodo de reproducdo em pinguins-de-
Magalhaes, auxiliando a imunidade das aves.

Palavras-chave: Homeopatia; Echinacea angustifolia; Avena sativa; Aves marinhas.



ABSTRACT

Penguins are sea birds that have higher energy expenditure as well as physiological
and immunological changes during the breeding season. Veterinary homeopathy has
shown practical results and advantages over conventional medicine. The objective of
this study is to evaluate the laboratory parameters of Magellanic penguins during the
reproduction period for males and females and to determine the action of homeopathic
medicines in the hematological response of penguins kept under human care. The
penguins (N= 20 animals) were evaluated during the reproductive period and were
divided into two groups, one group was treated with Echinacea angustifolia 6¢cH and
Avena sativa 6¢cH (N = 10 animals), the other group was a control group (N = 10
animals). The penguins were subjected to blood collection before and during the
breeding period. Two-way analysis of variance (Two-Way ANOVA) was used to
determine whether the experimental group (control and verum) and animal sex had a
significant effect on the variation of each hematological parameter between the
samples obtained at the beginning and at the end of the experiment ([ variable = value
in the initial collection — value in the final collection). For hematological parameter in
which sex did not have a significant effect, the analysis of variance was performed
using the experimental group as a single dependent variable (One-Way ANOVA). The
significance level was 0.05 for all tests. Statistical analysis identified that in relation to
the experimental groups (control and verum) there was a significant effect on the
following variables: (a) mean corpuscular volume (P = 0.049), in which the verum group
showed an increasing trend (29.78+£52.95 fL) while the control group showed a trend
towards stability/reduction (-3.08+46.36 fL); (b) proportion of heterophils (P = 0.010),
in which the verum group showed an increasing trend (8.38+12.53 %) less marked
than the control group (18.00 £ 9.37 %); (c) lymphocyte concentration (P = 0.001), in
which the verum group showed a trend of reduction (-4.39£2.21x109 cells/L) less
marked than the control group (-1.56+2.76x109 cells/L ); and (d) proportion of
lymphocytes (P = 0.002), in which the verum group showed a trend of reduction (-
6.75£10.35%) less marked than the control group (-17.3£8.73%). A significant effect
of sex (but not of the Verum group) was detected for the following variables: (a)
hematocrit (P < 0.001), in which females showed a tendency to decrease (-6.18 +5.63
%) while males did a trend of stability/increase (0.56+4.78%); and (b) hemoglobin
concentration (P = 0.005), in which females showed a trend of reduction (-2.86+1.91
g/dL) more intense than males (-1.14 £1.45 g/dL). It was concluded that comparing the
collection effect, the first one before the reproductive period with the second one during
the reproductive period, between both groups, regardless of treatment, there was
difference in hemoglobin, hematocrit and lymphocyte. The treatment with Echinacea
angustifolia and Avena sativa resulted in the maintenance of lymphocytes during the
reproductive period of Magellanic penguins, improving the birds’ immunity.

Keywords: Homeopathy; Echinacea angustifolia; Avena sativa; Sea birds.
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1 INTRODUCAO

A ordem aviéria Sphenisciformes (pinguins), inclui uma familia e seis géneros,
€ considerado o grupo mais ameacado de aves marinhas junto com espécies da
ordem Procellariiformes, composto por petréis e albatrozes. Cinco das 18 espécies de
pinguins estdo atualmente listados como ameacados, com degradacdo de habitats
terrestre, poluicdo e atividades pesqueiras que representam causas primarias do
declinio da populacédo (TRATHAN et al., 2015; IUCN, 2021).

O género Spheniscus é composto por quatro espécies, com excecdo do
pinguim-de-Magalhaes (Spheniscus magellanicus), os demais séo classificados como
ameacados de extingdo (vulneraveis ou em perigo). Atualmente o pinguim-de-
Magalhaes esta listado como “Least Concern” — menos preocupante, se aproximando
do limite para listagem como quase ameacado, em resposta as tendéncias de declinio
da populacéo (BirdLife International, 2021; IUCN, 2021).

O pinguim-de-Magalh&es se reproduz nas costas do Atlantico e Pacifico da
América do Sul na Argentina, Chile e nas llhas Falklands (Malvinas). A populacéo
global é estimada entre 1,1 e 1,6 milhdes de pares reprodutores, com cerca de
900.000 pares ao longo da costa argentina, pelo menos 100.000 pares nas llhas
Falklands (Malvinas) e entre 144.000 e 500.000 pares no Chile (BOERSMA et al.
2013, 2015).

O pinguim-de-Magalh&es estd ameacado pela poluicéo, interacdo com a pesca
por meio de mortalidade por captura acidental e impactos das mudancas climaticas
(BOERSMA; REBSTOCK 2014; MARINAO et al. 2014; CRAWFORD et al. 2017).

O periodo migratorio anual dos pinguins inicia-se logo apos o término da troca
de penas, que esta relacionada ao término do periodo reprodutivo. Tanto a muda
guanto o periodo reprodutivo ha um grande desgaste fisico, acredita-se que sao os
momentos mais frageis do ciclo de vida dos pinguins (BOERSMA et al.2013).

A medicina homeopatica surgiu através do médico aleméao Christian Frederick
Samuel Hahnemann, nascido em Meissen, Alemanha, em 1755, a partir de
experimentacdes observacionais protocolares minuciosas no homem sdo. Sua
denominacgéo, de origem grega, homoiosis e pathos, designa moléstia semelhante
(PUSTIGLIONE, 2018).



Em 1790, foi o inicio do que viria a ser a arte de curar homeopatica, Hahnemann
trabalhando na traducéo de uma Matéria Médica sobre a utilizagéo de China officinalis
no tratamento de malaria, experimentou a China officinalis, em si mesmo. Ao se
deparar com os efeitos descritos pela ingestdo de doses ponderais da China
officinalis, ele constatou que todos os sintomas da malaria surgiram de forma branda
em seu organismo. Pdde assim constatar a “Lei da Semelhan¢a”, ja descrita
anteriormente por Hipdcrates (Similia similibus curentur). Sendo assim, seguindo em
experimentacdes de outras substancias e anotando as observagfes, Hahnemann
desenvolveu a Homeopatia, que era também chamada de "Arte de Curar"
(PUSTIGLIONE, 2018; LOPES et al., 2019).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pinguins

Os pinguins sdo aves marinhas Unicas, devido a suas adaptacdes que
viabilizam dispender a maior parte de suas vidas no mar, na qual passam 80% de seu
tempo na agua forrageando ou migrando e 20% restantes em terra durante o periodo
reprodutivo e muda (ANCEL et al. 2013). Uma das caracteristicas mais notaveis dos
pinguins é sua capacidade de termorregulacdo em ambiente com temperaturas
extremas. Eles sédo adaptados para a regulacdo da temperatura dentro da agua, onde
as condi¢des sdo mais constantes do que na terra. Por essa razédo, quando eles estédo
fora da a4gua, podem ter problemas em lidar com o excesso de calor (EUROPEAN
ASSOCIATION OF ZOOS AND AQUARIA, 1993; ELLIS; GABRIELSEN, 2002).

Héa também especializacbes circulatorias que ajudam na termorregulacéo, um
mecanismo de contracorrente entre as extremidades € a retia mirabilia, que também
atua na manutencdo e na troca de calor. O volume de sangue que flui para as
extremidades € maior ou menor conforme a vasoconstricdo e anastomoses, que
desviam o sangue arterial de volta para as veias. Essas adaptacfes ajudam os
pinguins a conservar calor (WILLIAMS, 1995; CRANFIELD, 2003; SILVA,
RUOPPOLO, 2014).



Possui corpo fusiforme, os pés possuem membranas interdigitais, trés dedos
palmipedes e um vestigial. Sdo aves pelagicas especializadas para o nado e
mergulho, possuem 0ssos densos, solidos e ndo pneumaticos. Membros anteriores
modificados em nadadeiras, penas uniformes, sendo mais curtas nas asas. Os bicos
séo finos e longos compostos por placas corneas (WILLIAMS, 1995; CRANFIELD,
2003; SILVA; RUOPPOLO, 2014).

Existem dois padrdes caracteristicos de plumagem registrados para pinguins-
de-Magalhdes, uma associada ao adulto e outra ao individuo jovem. A plumagem do
adulto apresenta o peito e ventre branco, dorso negro, cabeca negra com uma faixa
branca circundando a garganta e estendendo-se até as laterais dos olhos, faixa preta
circundando o peito e o0 ventre branco. Ja o jovem é acinzentado na cabeca e no dorso,
com uma faixa branca muito estreita que vai da garganta até os olhos, além do ventre
e peito totalmente brancos (WILLIAMS, 1995).

A glandula de sal esta presente nos pinguins assim como em todas as aves
marinhas. Elas secretam solucées de NaCl quase puro, com pequenas quantidades
de outros ions (por exemplo, K +, HCO3) permitindo as aves ingerirem agua do mar,
esta glandula é semelhante a um rim e tem uma contracorrente de fornecimento de
sangue que remove o0s ions de sodio na corrente sanguinea (GOLDSTEIN, 2002;
O'MALLEY, 2005).

Entre as 18 espécies de pinguins distribuidas em mais de cinco géneros, 05
espécies estdo ameacadas de extincdo: Megadyptes antipodes, Spheniscus
mendiculus, Eudyptes sclateri, Spheniscus demersus e Eudyptes moseleyi (IUCN,
2021).

A escolha da espécie Spheniscus magellanicus como modelo foi devido a
escassez de estudos, a prevaléncia dessa espécie em aquarios e zoologicos e a

migracao dessa espécie para o Brasil.

2.2 Pinguins de Magalhéaes

O pinguim-de-Magalhdes chega a 70 cm de altura e pesa em torno de 3,5 a 4
kg (Figura 1) (WILLIAMS, 1995), ndo ha dimorfismo sexual, machos e fémeas séo
similares, mas normalmente os machos sdo maiores. Esta espécie de pinguim € a
mais encontrada em aguas brasileiras, embora sua distribuicdo abranja todo litoral sul-

americano. Suas col6nias reprodutivas estdo distribuidas ao longo da costa da



Argentina, Chile e Ilhas Falklands (llhas Malvinas), com uma populacdo mundial
estimada de 1.300.000 pares (Figura 2) (BOERSMA et al. 2013, 2015; BirdLife
International, 2021).

Figura 1 - Pinguim-de-Magalhdes (Sphenicus magellanicus)
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Fonte: (FAULKNER, 2009).

Figura 2 - Coldnia reprodutiva de Pinguim-de-Magalhdes (Sphenicus magellanicus)



As populacdes de pinguim-de-Magalhdes tém decrescido nas ultimas décadas,
principalmente na maior colonia reprodutiva, localizada em Punta Tombo na Argentina
(SCHIAVINI et al., 2005; BOERSMA, 2008). Espécies classificadas como ameacadas
ou vulneraveis ocorrem principalmente na América do Sul, Spheniscus Mendiculus,
Spheniscus humboldt, Spheniscus demersus, Eudyptes robustus, Eudyptes
pachyrhynchus e Eudyptes sclateri ou na regido Sub-antartica Eudyptes chrysocome,
Eudyptes moseleyi, Eudyptes chrysolophus e Eudyptes schlegeli. Algumas dessas
espécies tém populac¢des pequenas ou um alcance geografico limitado (TRATHAN et
al., 2015)

Os impactos humanos cumulativos nos oceanos sédo consideraveis, existem
varias razbes para ocorrer essa diminuicdo populacional como por exemplo, a
destruicdo de habitat e o turismo desordenado, a reducdo da disponibilidade de
alimentos devido a pesca predatoria, a poluicdo marinha e os derramamentos de 6leo
ao longo da costa, a captura incidental na pesca, alteracdes climaticas, doencas, entre
outras ameacas (BOERSMA; PARRISH,1999; PETRY; FONSECA, 2002; SCHIAVINI
et al., 2005; MADER et al., 2010; BOERSMA et al., 2013;TRATHAN et al., 2015).

A variabilidade ambiental afeta os processos populacionais entre 0s pinguins,
geralmente por meio da distribuicdo ou disponibilidade de alimento (TRATHAN;
FORCADA; MURPHY, 2007). Para se adequar as novas condicdes ambientais os
pinguins, a curto prazo, modificam os parametros de reproducéo e a longo prazo,
alteram sua distribuicdo (BOERSMA; STOKES, 1995; FORCADA; TRATHAN, 2009).

Seu periodo migratério anual inicia-se apés o término da troca de penas, logo
apos o periodo reprodutivo (BOERSMA et al., 2013). Apés o periodo reprodutivo, que
ocorre entre 0os meses de setembro e mar¢o, exemplares adultos e jovens deixam as
colénias e iniciam uma migracdo acompanhando as correntes maritimas e o
deslocamento dos cardumes de anchoita (Engraulis anchoita) que compdem até 72%
de sua dieta, composta também de cefal6podes e crustaceos (WILLIAMS, 1995;
SILVA; RUOPPOLO, 2014).

Durante a migracdo os pinguins ficam expostos a situacdes adversas, como
desafios ambientais e interacdes antropicas, muitas vezes acabam encalhando na
costa brasileira. Isso ocorre principalmente com os juvenis, que estdo em sua primeira

migracao. Os animais encalhados sdo encaminhados a centros de reabilitagdo com



quadro clinico frequente de desidratacao, hipoglicemia e hipotermia (RIBEIRO, 2017;
HURTADO et al., 2018).

No contexto da reabilitacdo de pinguins arribados nas praias, a andlise de
parametros hematoldgicos é indispensavel ao se avaliar o estado de saude individual
e optar por devolver ou ndo um animal a vida livre (MAYORGA et al, 2016).

Os pinguins sao animais gregarios tanto no mar como na terra. Em periodo de
mudas os juvenis e filhotes ndo séo tolerados em grupos de adultos. Quando os
filhotes perdem as plumas, aos 70 dias, saem do ninho e vao para o mar. Em sua
maioria, apos a migracgao, voltam para se reproduzir no mesmo local onde nasceram.
Pouco é conhecido sobre a estrutura social desses animais no mar (WILLIAMS, 1995;
SILVA; RUOPPOLO, 2014).

A substituicdo anual das penas € um processo fisioloégico que demanda grande
gasto de energia. Na maioria das espécies de aves a troca de penas € parcial,
enquanto nos pinguins ela é feita de uma so vez. Este fendmeno € conhecido como
muda catastrofica e tem duracdo de 2-3 semanas. O processo inicia-se com a
hiperfagia, levando ao aumento da massa corporea de 40 a 70% e aumento de volume
das nadadeiras e € acompanhado de um periodo de jejum. (PENNEY,1967). A muda
das penas €é desencadeada pela melatonina associada ao fotoperiodo
(COCKREM,1991; BARCELOS et al., 2015).

E provavel que o inicio das alteracgdes fisioldgicas para a reproducéo seja dado
guando o0s pinguins ainda estdo em migracdo. Esta reativacdo gonadal é
provavelmente estimulada pelo aumento das horas de luz no dia, que por sua vez

induz os animais a retornarem a suas colénias reprodutivas (WILLIAMS, 1995).

2.2.1 Periodo Reprodutivo

Em espécies de aves reprodutivas sazonalmente, o fator mais importante que
influencia a producdo de gonadotrofina e consequente atividade ovariana e
reprodutiva € o fotoperiodo. Fatores nédo foticos, como temperatura do ar,
disponibilidade de alimentos, condicdo corporal e presenca de um companheiro
também sdo importantes para as espécies marinhas como o pinguim, temperaturas
médias da superficie do mar estdo associadas ao momento do inicio da reproducéo e
sucesso reprodutivo (WILLIAMS, 2012).



O comportamento sexual inclui 4 etapas: “Duelo de bicos” ou “tapa de bicos”
na qual dois pinguins batem os bicos um ao outro, entre machos e fémeas representa
uma parte do comportamento de corte, entretanto pode ocorrer apenas entre machos
em uma briga; “Dangas em circulos”, um comportamento de corte onde o macho anda
em circulos ao redor da fémea com o pescoc¢o contraido antes de conduzi-la para o
ninho ou antes de bater as nadadeiras; “Bater as nadadeiras”, quando as nadadeiras
vibram vigorosamente contra o outro pinguim, ocorre apenas entre casais de pinguins
e entre machos tentando cortejar as fémeas; “Arrumar as penas mutuamente”, ocorre
principalmente entre casais, embora ocorra também entre outros pinguins mesmo sem
vinculo familiar (Figura 3) (EUROPEAN ASSOCIATION OF ZOOS AND AQUARIA,
1993; RIBEIRO, 2017).

Figura 3 - Casal de pinguim-de-Magalhdes com comportamento sexual: percebe-se 0s

pinguins batendo a aleta e o bico

O periodo reprodutivo dos pinguins pode ser dividido em varias fases, entre
elas: formacao das col6nias reprodutivas, comportamento comumente utilizado por
diversas espécies de aves marinhas e pela maioria das espécies de pinguins, com
excecdo do Megadyptes antipodes, (WILLIAMS, 1995; RIBEIRO, 2017) escolha e
fidelidade dos parceiros, postura e incubacao, cuidado parenteral e emancipag¢ao dos
filhotes (FOWLER et al, 1994; WILLIAMS, 1995; BOERSMA et al., 2013). A cépula

ocorre em terra (Figura 4), os pinguins tendem a permanecer no ninho por alguns dias,



ou até véarias semanas antes da postura dos ovos. As cloacas do macho e da fémea
aumentam de volume antes da postura. A cOpula inicia-se quando a fémea assume a
posicao de decubito esternal, 0 macho sobe em suas costas e movimenta as aletas,
até o contato cloacal. As fémeas podem armazenar espermatozoides durante pelo
menos quatro dias. Os pinguins sdo aparentemente monogamicos. De acordo com o
éxito reprodutivo do casal os individuos podem ou ndo manter seus pares ao longo
dos anos (EUROPEAN ASSOCIATION OF ZOOS AND AQUARIA, 1993; WILLIAMS,
1995; NELSON; BAIRD, 2002; BOERSMA et al., 2013; SILVA; RUOPPOLO, 2014).

Figura 4 - Copula de casal de pinguim de Magalhéaes

Fonte: (NARITA, 2020).

Os individuos de ambos os sexos compartiham a incubacdo dos ovos. A
incubacédo do pinguim-de-Magalhdes tem duracdo de 39 a 42 dias, normalmente a
mudanca no turno da incubacéo é caracterizada pelos displays mutuos e vocalizacdes
(Figura 5). O cuidado é biparental com duracdo de 8 a 16 semanas, a alimentacao
dos filhotes é feita pela regurgitacdo do conteudo estomacal dos pais. Quando os
filhotes atingem a estatura de adulto e adquirem a plumagem de juvenil sdo deixados
sozinhos. Guiados pela fome, ap6s observarem a maioria dos pinguins indo em
direcado ao mar, os filhotes entram no mar pela primeira vez, em busca de alimentos
(Figura 6) (WILLIAMS, 1995; NELSON; BAIRD, 2002; SILVA; RUOPPOLO, 2014).



Figura 5 — Casais de pinguins de Magalhéaes incubando os ovos

Fonte: (NARITA, 2020).

Figura 6 - Evolucdo do nascimento a juvenil de pinguim-de-Magalhaes

Fonte: (NARITA, 2017).

Estudos para avaliar a taxa e duracéao da formacao da gema ja foram realizados
em varias espécies de aves, incluindo o pinguim-de-crista-de-Fiordland (Eudyptes
pachyrhynchus), o pinguim-de-nadadeiras-brancas (Eudyptula minor albosignata;
Grau, 1984) e o pinguim-de-Adélia (Pygoscelis adeliae; Astheimer e Grau, 1985). Este
estudo de O'BRIEN et al. com pinguins mostrou que o inicio da formacdo da gema do
primeiro ovo (ovo A) e a formacdo do segundo ovo (ovo B), inicia véarios dias antes e
que o intervalo de rapida deposi¢do de gema dura de 14 a 16 dias. O que se presume
qgue a formag&o de gema de ovo ocorrem quase inteiramente enquanto as fémeas do



10

pinguim Adélia estdo migrando para coldnias. Em péassaros, foi descrito que o sangue
€ considerado biomarcador de producao de gema, inclui os precursores da gema de
ovo, Vvitelogenina (medida como vitelogénica zinco) e lipoproteinas de baixa
densidade. Um ou ambos precursores de gema foram examinados no pinguim
imperador (Aptenodytes forsteri), macaroni (Eudyptes chrysolophus) e rockhopper
(Eudyptes chrysocome), porém as fémeas foram apenas amostradas ap6s a chegada
a terra para reproducdo quando as concentracbes de precursores ja estavam
elevadas, ou seja, a duracdo da vitelogénese e a dinamica de acompanhamento da
producdo de gema continua a ser determinado para essas espécies e para a maioria
dos pinguins da ordem Sphenisciformes (O’BRIEN et al., 2015).

Para Boersma e Rebstock (2014) o aumento da frequéncia de eventos
extremos, como tempestades, seca, extremos de temperatura afetam muitas
espécies. Tempestades intensas podem causar mortalidade de adultos e filhotes de
aves marinhas suficientes para afetar a estacao reprodutiva e tamanho populacional
das colonias.

No estudo realizado por Pozzi et al (2015) foi observado que nas ultimas
décadas, varias mudancas populacionais e distributivas ocorreram nas colénias dos
pinguins-de-Magalhdes na costa da Patagbnia, com algumas colonias em declinio e
outras recém-estabelecidas ou aumentando. Todas as colbnias localizadas ao norte
(que foram estabelecidas durante as Ultimas décadas), aumentaram em altas taxas,
comparando com as menores colbnias recentemente estabelecidas. No centro-sul de
Chubut, onde as col6nias sdo as mais antigas, as maiores agregacoes reprodutivas
diminuiram, mas as colénias menores permaneceram relativamente estaveis. O
sucesso reprodutivo foi maior nas colonias do norte, provavelmente mediado por
condi¢cBes oceanogréficas favoraveis.

Os modelos climaticos preveem que 0s extremos de precipitacdo aumentem
independentemente dos padrdes de circulacdo atmosférica pois quanto mais quente
0 ar, mais umidade é retida. Prevé-se que as temperaturas do ar aumentem 1,5 a
2,5°C durante o proximo século. Para a maioria das aves, 0s ninhos ajudam a proteger
os ovos e filhotes contra tempestades bloqueando o vento e a precipitacdo e retendo
o calor, os ninhos também protegem os ovos e filhotes do superaquecimento sob o
sol (BOERSMA; REBSTOCK, 2014).

O aumento da frequéncia de calor extremo também reduz o sucesso

reprodutivo, causa mortalidade em aves adultas e aumenta o estresse por falta de
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agua. Além da mortalidade direta por hipertermia e hipotermia, o clima extremo
aumenta a fome e a predagdo em filhotes. Pinguins adultos sexualmente maduros
também podem pular anos reprodutivos se as condi¢des de reproducdo ndo forem
favoraveis (CERCHIARA et al., 2017).

No estudo realizado por Palacios (2018) foi mensurado um conjunto de indices
imunoldgicos e de estado de saude para avaliar os efeitos do ecoturismo sobre os
pinguins-de-Magalhdes. O estudo foi realizado em duas col6nias reprodutivas que
diferiam na intensidade do turismo e na populacéo: Punta Tombo (maior intensidade
de turismo, diminuicdo da populacdo) e San Lorenzo (menor intensidade de turismo,
crescimento da populacdo). Dentro de cada col6nia foi comparado individuos de uma
area que foi exposta a turistas e uma area de controle onde o turismo foi excluido.
Pinguins adultos expostos ao turismo em Punta Tombo apresentaram resultados
indicativos de estresse cronico (razdes de heterdfilos por linfécitos mais altas) e
infeccdo parasitaria (heterdfilos elevados e contagens de eosinofilos). Filhotes desta
mesma colbnia também apresentaram alteracdes fisiolégicas indicativas de mau
estado imunologico e de saude geral: baixa imunidade inata humoral, baixo
hematocrito, e niveis de glicose e respostas inflamatérias mais elevadas
provavelmente devido ao aumento da prevaléncia de pulgas. Em contraste, os
individuos de uma populacéo crescente expostos a niveis mais recentes e mais baixos

de turismo ndo mostraram nenhum efeito.

2.3 Homeopatia

A homeopatia foi criada e desenvolvida pelo médico alemao Christian Frederick
Samuel Hahnemann, nascido em Meissen, Alemanha, em 1755, a partir de
experimentacdes observacionais protocolares minuciosas no homem sdo (RAYA et
al., 2021).

Hahnemann clinicou durante um tempo, mas mostrou-se insatisfeito, com o0s
resultados obtidos através da medicina tradicional, optando por ganhar a vida
traduzindo livros médicos. Em 1790, durante a traducédo da Matéria Médica de William
Cullen (1710-1790), ficou intrigado com as explicagdes dadas por este para os efeitos
terapéuticos da China officinallis (quina). Decidiu, entdo, experimentar a quina,

observando em si mesmo manifesta¢cées semelhantes as apresentadas por pacientes
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com malaria. Concluiu que, a quina era utilizada no tratamento da malaria porque
produzia sintomas semelhantes em pessoas saudaveis. Animado por esse primeiro
resultado, utilizou também beladona, mercurio e outros compostos, obtendo
resultados similares. Hahnemann concebeu uma nova forma de tratamento,
embasada na cura pelos semelhantes (CORREA, 2006).

O principio da semelhanca homeopatica, Similia similibus curentur, afirma que
os semelhantes se curam pelos semelhantes, jA& havia sido consolidado por
Hipécrates, no século IV a.C., na qual as doencas poderiam ser combatidas pelo
emprego de substancias promotoras de sintomatologias semelhantes as mesmas, ao
declarar “... a doenca é produzida pelos semelhantes e pelos semelhantes que a
produziram... o paciente retorna da doenca a saude” (PUSTIGLIONE, 2018; RAYA et
al., 2021).

No Brasil, a homeopatia foi introduzida por Benoit Mure, em 1840, tornando-se
uma nova opgéo de tratamento. Em 1845 foi criada a primeira escola de formagéo
homeopatica, a Escola Homeopatica do Brasil, sob a direcdo de Jodo Vicente Martins,
a qual, em 1847, foi substituida pela Academia Meédico-Homeopatica do Brasil
(CORREA, 2006; COSTA, 2009).

Em 1979, foi fundada a Associacdo Médica Homeopatica Brasileira (AMHB);
em 1980, a homeopatia foi reconhecida como especialidade médica pelo Conselho
Federal de Medicina (COSTA, 2009).

O Brasil é um dos paises com maior numero de médicos homeopatas do mundo
e estima-se que aproximadamente 17 milhdes de brasileiros ja tiveram contato ou
foram tratados pela medicina homeopatica. Corresponde ao pais com maior
contribuicdo de trabalhos cientificos na area da pesquisa basica, publicados entre
2004 e 2013, seguido pela india, Franca e Alemanha (CLAUSEN et al., 2014).

Os beneficios do tratamento homeopatico em animais foram estabelecidos, a
partir de 1940, pelo médico Dr. Nilo Cairo, na obra Guia Pratico de Veterinaria
Homeopatica. Claudio Martins Real, na década de 50, iniciou seus estudos na Franca
e se tornou o primeiro veterinario homeopata brasileiro pela AMVHB. Em 1995, a
homeopatia foi a primeira especialidade médica veterindria reconhecida pelo
Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV), com concessao de titulos de
especialista a partir de 2000 (RAYA et al., 2021).

A homeopatia trata o individuo em sua totalidade sintomatica, se baseia nos

pilares fundamentais da experimentacdo no homem séo, lei da semelhanca, remédio
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unico e doses infinitesimais, a fim de estimular energeticamente o sistema de cura
natural do corpo e elevar sua imunidade, justamente por impulsionar a forca
energética organica no combate a enfermidade e ndo agir diretamente sobre um
patdgeno especifico instaurador da doenca (PUSTIGLIONE, 2018; RAYA et al., 2021).

A substancia medicamentosa homeopatica pode ser de origem animal, vegetal
ou mineral. O medicamento homeopatico € capaz de causar no homem sadio
sintomas patogenéticos especificos, e promover a cura, por sua semelhanca a
totalidade sintomatica, psiquica e organica (LARKIN, 2017).

ApOs apresentar amplo material atualizado e rigorosamente analisado, sobre
pesquisas basicas, ensaios clinicos e revisées da literatura, o dossié indiano conclui
gue o tratamento com medicamentos homeopaticos traz como vantagens: ser seguro,
eficaz e baseado em substancias naturais, por utilizar substancias simples em micro-
doses, os medicamentos ndo estdo associados com qualquer efeito toxico e podem
ser utilizado com seguranca em mulheres gravidas, lactantes, lactentes, criancas e
idosos; nas infeccdes, pelo fato dos medicamentos homeopaticos ndao agirem
diretamente sobre os microrganismos e sim sobre o sistema imune para combater o
processo da doencga, ndo se conhece resisténcia microbiana a homeopéaticos; o modo
de administracdo de medicamentos homeopaticos é simples ndo sendo utilizados
meétodos invasivos, e além disso, os medicamentos sdo altamente palataveis,
aumentando assim sua aceitacao; a falta de diagnostico confirmado ndo representa
um obstaculo para iniciar o tratamento com medicamentos homeopaticos; a relacéao
custo-beneficio do tratamento homeopatico € comparativamente melhor do que a de
outros sistemas terapéuticos (PUSTIGLIONE, 2017).

A homeopatia aplicada a veterinaria tem apresentado excelentes resultados
praticos, contrariando alguns conceitos, como por exemplo, o de concentracao
terapéutica minima e apresentando vantagens sobre a medicina convencional. A
pratica homeopatica além de contemplar o bem-estar animal pode ser considerada
uma alternativa aos medicamentos alopaticos. A homeopatia tem outras vantagens,
como custo baixo, facil administracao, além de ndo causar efeitos colaterais, reacées
adversas e acumulo de residuos provenientes de doses elevadas e/ou administracéo
crbnica de medicamentos. Por ser administrada por via oral (alimento ou agua), o
tratamento homeopatico ndo requer contencéo fisica dos animais, minimizando o
estresse do tratamento (COSTA, 2009).
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2.3.1 Medicamentos

Hahnemann notou maior sucesso no uso de doses imponderaveis, as altas
diluicdes das substancias naturais, seguidas de sucussdes (agitagcdes), conhecida
como dinamizagdo, proporcionando a potencializacdo energética e curativa, com
resolucbes mais rapidas, brandas e duradouras, bem como, surgimento de sintomas
diferenciados nas experimentacdes. Grandes doses, em baixa diluigdo, maximizavam
a ocorréncia de agravacoes sintomatoldgicas e de intoxicacdes nas experimentagoes,
entdo desenvolveu a escala de diluicdo centesimal Hahnemanniana (cH), 1 parte de
soluto para 99 partes de solvente. Portanto a dinamizacao é a liberacdo de energia
dindmica de substancias medicamentosas por meio de sucussdes ou de trituracao,
isto &, por meio de vibragdo molecular (PUSTIGLIONE, 2018).

Pedalino (2006) relata que se parte do principio que diluicdes diferentes atuam
em diferentes locais. Diluigbes altas (acima de D30), atuariam principalmente no
sistema nervoso, enquanto que diluicbes mais baixas (inferior a D30) atuariam sobre
os tecidos organicos de um modo geral. Os principios biofisicos decorrentes das
diferentes poténcias poderiam assegurar diferentes efeitos. Poténcias baixas teriam
efeitos sobre "estruturas”, consistindo em uma "terapia de substituicdo". Poténcias
meédias teriam efeito de regulacdo sobre as cadeias funcionais e bioquimicas.
Poténcias altas teriam efeito de "informacao” sobre o sistema em questao.

O organismo é um corpo energético e dinamico, considerando o processo de
instalacdo da doenca natural igualmente dinamico e imaterial, os meios de cura
deveriam ser igualmente destituidos de matéria. Optou-se pelo uso de medicamentos
em doses infinitesimais, altamente diluidos, como forma informativa energética as
células (RAYA et al., 2021).

2.3.2 Avena sativa

Avena sativa possui uma grande variedade de constituintes, entre eles
carboidratos, proteinas, lipidios, alcaléides, avenantramidas, tocoferdis, flavondides,
saponinas e esterois. A acdo é exercida principalmente sobre o sistema nervoso

central, em que séo observados os sinais de fadiga fisica e intelectual. Possuem



15

atividades farmacoldgicas variadas, como a reducédo do colesterol no sangue e agucar
no sangue, imunomodulador, anticAncer, antioxidante, antiaterogénico, anti-
inflamatério topico, Gtil no controle de asma infantil e peso corporal (SINGH, 2013).

O trabalho publicado por Soto et al, em 2008, avaliou a utilizagcdo da Avena
sativa no sémen diluido de reprodutores suinos com o objetivo de melhorar a atividade
metabdlica das células esperméticas, foi avaliada a motilidade, concentragcéo e vigor
espermatico. Foi detectada diferenca estatistica nas 48 e 96 horas pés colheita do
sémen (p<0.05) com maior motilidade espermatica no grupo tratado. Em relacédo ao
vigor espermatico foi detectada diferenca estatistica nas 48 e 72 horas pés colheita
do sémen (p<0.05) com maior vigor no grupo tratado. O nimero de retornos ao cio
maior no grupo controle (20.00%) em comparacao ao tratado (16,66%) sem diferenca
estatisticamente significativa. No grupo controle nasceram 464 leitbes enquanto no
grupo tratado, 516 leitbes.

Figura 7 —Fotografia da planta Avena sativa
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& )
Fonte: (MARQUES, 2004).

2.3.3 Echinacea angustifélia

A Echinacea angustifolia tem sido usada por muitos anos na medicina
tradicional. Os efeitos desta planta incluem o aumento da atividade leucocitaria,
estimulacdo da fagocitose, producdo de macréfagos e aumento celular dos linfocitos
T e atividade das células B. Atintura-mae, preparada a partir da planta inteira, contém:
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Oleo essencial, compostos fendlicos derivados do acido caféico, entre os quais a
cinarina e o equinacosideo, substancia fracamente antibidtica que tem também
atividades corticomimética e antiviral, polissacarideos com atividade antiinflamatéria
e imunoestimulante, flavondides e compostos alifaticos insaturados (PEDALINO,
2006).

Em um experimento com recém-nascidos de suinos, foi observado o uso de
Echinacea angustifolia como efeito imunoestimulante, promovendo crescimento e
fornecendo um grau de protecdo inespecifica influenciando significativamente o
aumento de ganho médio diario de massa corporal dos recém-nascidos até o
desmame (OLIVER, 2006).

Pedalino et al. (2006) publicaram um trabalho procurando enfocar o papel do
macrofago como indicador da evolugdo da peritonite experimental, dado o papel
central desta célula nos processos de modulacdo imunolégica frente ao estresse e a
situacOes de desafio do organismo contra agentes externos. Foi observado os efeitos
de duas plantas (Atropa belladonna e Echinacea angustifolia) contidas num mesmo
medicamento, em acordes de poténcia, e os comparou aos do controle positivo e
negativo. Nas condi¢cdes experimentais utilizadas no trabalho, tanto Atropa belladonna
guanto Echinacea angustifolia possuem efeito modulador sobre a resposta
inflamatoria da peritonite provocada por LPS em camundongos. As plantas estudadas
modificaram a migracédo celular para o foco inflamatério no sentido de agudizar o
processo: aumentando a migracdo celular de polimorfonucleares e reduzindo a
migracao de linfocitos e macrofagos. Todas as preparacdes de Echinacea angustifolia
e Atropa belladonna estudadas apresentaram reducéo na porcentagem de leucécitos
degenerados presentes no sitio inflamatorio, sugerindo um efeito menos nocivo sobre

estas células.
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Figura 8 — Fotografia da planta Echinacea angustifolia

:‘.:: e
”rﬁ\lh///

WQV”Q. \

Fonte: (Oficina das ervas, 2020).

2.4 Hemograma

Para a maioria das espécies de aves, é considerado seguro coletar até o 10%
do volume de sangue, o que equivale aproximadamente ao 1% do peso corporal
(CAMPBELL; ELLIS, 2007; HURTADO et al,2018).

O anticoagulante mais recomendado para analise hematolégica em aves € o
acido etilenodiaminotetracético (EDTA), por ser 0 que menos provoca alteracdes na
amostra (CAPITELLI; CROSTA, 2013). No entanto, em algumas espécies da familia
Corvidae e cracideos, bem como em avestruzes o EDTA provoca hemolise. Nestes
casos deve-se usar heparina litica, mesmo apresentando a desvantagem de formacao
de agregados celulares (SAMOUR et al., 2011).

Estudo realizado com amostra sanguineas de pinguins-de-Galapagos
(Spheniscus mendiculus) ndo observou diferenca, inclusive microscoépica, entre a
utilizacdo de heparina ou sangue com EDTA (TRAVIS et al., 2006). Entretanto, Morais
et al. (2019) demonstraram que as amostras de heparina foram superiores as
amostras de soro para realizacdo de exames bioquimicos em pinguins-de-Magalhaes
resgatados para reabilitacdo, resultando em amostras sem formacao de coagulo de
fibrina, maior volume disponivel, e menos hemdlise.

Além disso, a vantagem da utilizagdo da heparina nos tubos minimiza o volume
da coleta de sangue, otimiza recursos materiais, permitindo o mesmo tubo coletor para
hematologia e bioquimico (MORAIS et al., 2019).
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O sangue venoso normalmente fornece uma melhor amostra para os estudos
hematologicos, enquanto, sangue coletado de capilares, em geral, resulta em uma
distribuicdo anormal das células e podem ser encontradas outras substancias que
normalmente ndo estdo no sangue venoso. Os esfregacos sanguineos podem ser
feitos utilizando-se varias técnicas, porém o método padréo das duas laminas, muito
utilizado na preparacao de esfregacos sanguineos de mamiferos, também pode ser
utilizado para realizar esfregacos sanguineos de aves (CAMPBELL, 2015).

Uma das maiores dificuldades de interpretacdo do hemograma em aves é o
estabelecimento dos valores de referéncia. Estes valores apresentam grandes
variacdes em funcao da espécie, da populacao, fatores genéticos, do territério, habitat,
sexo, idade, estado fisiologico, estacao entre outros. Os valores também podem variar
dependendo do laboratério onde sdo processadas as amostras, da técnica
empregada, bem como do procedimento de colheita (SAMOUR et al., 2011).

A partir dos valores de hemacia, hematocrito e hemoglobina séo calculados os
indices eritrocitarios, que fornecem informacfes complementares da linhagem
eritrocitaria. Assim, o volume corpuscular médio (VCM) representa o tamanho dos
eritrocitos, a hemoglobina corpuscular média (CHM) e a concentracdo média de
hemoglobina corpuscular (CHCM) expressam a quantidade de hemoglobina por

eritrocito. Os calculos destes indices estdo apresentados a seguir:

¢ VCM (fL) = (Htc x 10) / RBC
e HCM (pg) = (Hemoglobina x 10) / RBC
e CHCM (%) = (Hemoglobina x 100) / PCV

Os principais tipos celulares encontrados no sangue das aves sao: eritrocitos,
trombdcitos e leucdcitos. Os trombdcitos e os leucdcitos sdo constituidos por
granulécitos (heterdfilos, eosindfilos e basdfilos), linfécitos e mondcitos. As aves
apresentam os eritrocitos e os trombadcitos nucleados, fato que pode interferir nas
contagens automatizadas. O principal leucécito nas aves € o heterdfilo, equivalente
ao neutrofilo dos mamiferos (CAPITELLI; CROSTA, 2013).

SAMOUR et al. (2011) comprovou variagdes nos parametros hematologicos em

funcdo da idade em avestruzes, além de detectar diferencas com valores
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estabelecidos para espécie, baseados em outras populacbes. Neste estudo o
heterdfilo foi o leucocito predominante em todas as idades, seguido do linfocito.

Em pinguins é possivel observar diferencas celulares entre machos e fémeas
de pinguins-de-Magalhées, as diferencas encontradas nas contagens de leucdécitos
sugerem que pode haver exposicao diferencial ou na resposta a fatores como estresse
ou patégenos entre machos e fémeas de pinguins no periodo reprodutivo (MORENO
et al., 2002; GALLO et al., 2019).

2.5 Morfologia dos diferentes tipos celulares em aves

2.5.1 Eritrocitos

Os eritrécitos maduros das aves normalmente sdo maiores que 0s dos
mamiferos, porém menores que dos répteis, outra diferenca significativa € que os
eritrocitos das aves sao nucleados, sendo que o tamanho pode variar dependendo da
espécie (CAMPBELL, 2015). Nos eritrocitos das aves os compostos fosfatados que
influenciam a afinidade da hemoglobina com o oxigénio sdo diferentes dos de
mamiferos, de forma que tecidos das aves podem extrair oxigénio da hemoglobina
mais facilmente (THRALL, 2015).

A contagem de eritrocitos e hematocrito em aves aumenta com a idade, e
maiores valores sao verificados em machos. A producao de eritropoietina aviaria pelos
rins aumenta em resposta a estimulos como hemorragia e hemdlise, aumentando a
producéo de eritrécitos na medula 6ssea (THRALL, 2015).

O tempo de vida dos eritrcitos aviarios € mais curto que o dos mamiferos,
portanto a eritropoiese é mais intensa e € controlada pelos niveis de eritropoetina
(diferente da dos mamiferos) produzida no rim, sob estimulos de oxigénio sanguineo
e niveis de estrégenos e andrégenos. Sendo assim, no esfregaco, é possivel observar
diferentes estagios de maturacdo dos eritrocitos, as células mais jovens sao mais
esféricas, com o citoplasma mais basdfilo, nacleo arredondado e com cromatina
pouco compactada. A medida que amadurecem, vao tornando-se mais elipticos, a
densidade nuclear fica maior e o citoplasma fica mais vermelho (CAPITELLI;
CROSTA, 2013).
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Na maioria das aves, o formato do eritrocito é relativamente constante. Em
relacé@o aos eritrgcitos hipocromicos, estes séo de forma mais palida do que o normal
guando comparado aos eritrécitos maduros, tendo uma area de palidez citoplasmatica
maior do que a metade do volume citoplasmatico total. A hipocromia significativa, se
correlacionara com um menor valor de concentracdo da hemoglobina corpuscular
média (CHCM) (THRALL, 2015).

2.5.2 Leucocitos

Os leucdcitos presentes no sangue das aves sao linfocitos, mondcitos e
granulécitos, estes ultimos classificados como heterofilos, eosindéfilos e basofilos.

Pertencem ao sistema imunoldgico celular e pode ser indicativo de infec¢des
cronicas e agudas (PALACIOS et al., 2008). Entretanto, o leucograma pode variar
muito entre os animais sadios da mesma espécie. Como se estressam ao serem
manipuladas, o processo de coleta do sangue pode resultar em leucocitose fisiolégica,
devido ao aumento da quantidade de heterdfilos e linfécitos no sangue (SILVA FILHO;
RUOPPOLO, 2014; THRALL, 2015; MAYORGA et al, 2016).

2.5.3 Heter6filos

Os heterdfilos séo as principais células fagociticas envolvidas na resposta
inflamatodria e estdo envolvidos no ataque a bactérias por meio de quimiotaxia,
opsonizacao, fagocitose e lise (CAPITELLI; CROSTA, 2013). Os heterdfilos das aves
correspondem aos neutréfilos dos mamiferos (MITCHELL; JOHNS, 2008).

Os heterdfilos sdo os leucécitos mais abundantes do sangue periférico da
maioria das espécies de aves. Todavia, algumas espécies de aves sdo linfociticas, ou
seja, apresentam os linfécitos como células predominantes no esfregaco sanguineo
(FUDGE, 2000).

Campbell, descreveu em 2015, que o nucleo dos heterofilos maduros é
lobulado, com cromatina agregada e grosseira que se cora de roxo. Os heterdfilos de
aparéncia anormal no esfregaco sanguineo incluem tanto os imaturos quanto os

toxicos. Os heterofilos imaturos apresentam basofilia citoplasmética aumentada,
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nacleo ndo segmentado e granulos citoplasméticos imaturos se comparados aos
heterdfilos normais e ja maduros. Os imaturos mais encontrados no sangue sao 0S
mieldcitos e os metamieldcitos.

Os miel6citos sdo maiores do que os heteréfilos maduros e possuem
citoplasma mais azulado, assim como granulos secundarios em forma de bastonete,
gue ocupam menos da metade do volume citoplasmatico, além do nucleo néo
segmentado e arredondado. Ja os metamielécitos, aparentam os mieldcitos, com a
excecao do nucleo ser recuado e de os granulos em forma de bastonete ocuparem
mais da metade do volume citoplasmatico (CAMPBELL, 2015).

Quando ocorrem distarbios sistémicos graves, os heteréfilos das aves se
comportam similares aos neutrofilos dos mamiferos. As alteragbes toxicas sao
subjetivamente quantificadas quanto ao numero de células toxicas e quanto a
gravidade da toxicidade, assim como acontece na hematologia de mamiferos
(THRALL, 2015).

2.5.4 Linfécitos

A morfologia dos linfocitos das aves é semelhante a dos mamiferos. Sao
células redondas, de margem as vezes irregular, com 0 nucleo posicionado
centralmente ou ligeiramente excéntrico. A cromatina no nucleo € densamente
condensada e a relacdo nucleo/citoplasma € elevada, com excecéo dos linfocitos
maiores. (MITCHELL; JOHNS, 2008).

A proporcéo heterofilo: linfécito pode ser utilizada como indice para avaliacao
do estresse em aves, devido a elevacéo crénica de glicocorticoides (GROSS; SIEGEL,
1983). Entretanto, apresenta influéncia em resposta ao aumento do esfor¢o durante a
reproducao e ainda na exposicao de patégenos (RENISON et al., 2006; DAVIS et al.,
2008).

A funcao dos linfocitos € a mesma que nos mamiferos, sendo os linfocitos B
dependentes da Bursa de Fabricio e responsaveis pela imunidade humoral, enquanto
os linfécitos T, dependentes do timo, atuam na imunidade celular (MITCHELL;
JOHNS, 2008).
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2.5.5 Eosinofilos

Existem variacBes dos eosindfilos segundo a espécie e é recomendavel a
comparacado com outras formas celulares do esfregaco para facilitar a distingao
(MITCHELL; JOHNS, 2008).

A funcdo exata dos eosindfilos das aves ainda ndo estid clara, mas a
composi¢do dos seus granulos é semelhante a dos mamiferos. Alguns estudos
revelam associacdo entre o incremento dos eosindfilos e infec¢des parasitarias em
algumas espécies, embora em geral, 0s antigenos parasitarios nao induzem
eosinofilia nas aves. Outros estudos indicam eosinofilia em situacdes inflamatérias. E
possivel que os eosindfilos das aves tenham papel nas respostas de
hipersensibilidade tardia, mas ndo s&o observados em respostas de
hipersensibilidade aguda ou de anafilaxia (MITCHELL; JOHNS, 2008).

2.5.6 Basofilos

Os basofilos séo facilmente distinguiveis pela coloracdo azul intensa dos seus
granulos, o nucleo pode apresentar-se escondido pelos gréanulos, ndo € lobulado
variando de redondo a oval (MITCHELL; JOHNS, 2008; CAPITELLI; CROSTA, 2013).

A funcéo dos basofilos € pouco conhecida, podem estar envolvidos nas fases
iniciais da inflamacédo aguda, mas nem sempre esta situacdo vem acompanhada de
basofilia. Os seus granulos contém histamina, assim como nos mamiferos e suspeita-
se que tenham um papel nas reacdes de hipersensibilidade tipo IV, do mesmo modo
gue os basdfilos e mastécitos de mamiferos (MITCHELL; JOHNS, 2008).

Descrita por varios autores, o aumento do niumero de basofilos encontrados em
galinhas poedeiras alojadas em aviarios esta diretamente relacionado ao estresse em
aves (BEDANOVA et al., 2003; RODRIGUES et al., 2017; KRIVANKOVA et al., 2020).

2.5.7 Monécitos

Os mondcitos das aves sdo similares aos dos mamiferos. Sao maiores que 0s

leucdcitos, com citoplasma mais abundante e basdfilo, além da cromatina menos
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condensada. A sua forma é arredondada ou amorfa, com o nucleo redondo, oval ou
lobulado (MITCHELL; JOHNS, 2008).

Os mondcitos sdo os maiores leucécitos encontrados no sangue periférico.
Apresentam citoplasma delicadamente granular, abundante e azul-acinzentado, com
nudcleo parpura (THRALL, 2004).

A monocitose induzida por estresse em aves € mais lenta e menos proeminente
gue nos mamiferos, fazendo que o estresse ndo seja levado em consideracdo na
interpretacdo da contagem de mondcitos (CIRULE et al., 2012).

A monocitose geralmente esta associada a doengas crénicas como em leses
granulomatosas micoéticas e bacterianas, necrose tecidual inespecifica, aspergilose,
dermatite bacteriana cronica, salmonelose, tuberculose, clamidiose ativa ou cronica e
por deficiéncia de zinco na dieta (SCHIMIDT, 2007; MITCHELL; JOHNS, 2008). E,
também é observada nos distirbios agudos em até 12 horas ap0s a instalacdo da
inflamacé&o. A monocitopenia ndo apresenta importancia clinica. (SCHIMIDT et al.,
2007).

3 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo avaliar os parametros laboratoriais dos
pinguins-de-Magalhdes através de coleta de sangue, interpretacdo do hemograma e
leucograma antes e durante periodo de reproducéo, incluindo o comparativo entre
machos e fémeas, e determinar a acdo dos medicamentos homeopaticos Echinacea
angustifolia 6¢cH e Avena sativa 6 cH na resposta hematolégica no periodo de

reproducao dos casais.

4 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos descritos neste trabalho foram autorizados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Santo Amaro, sendo
0 projeto protocolado sob o N.22.1/2020 (Anexo A) e autorizado pelo SISBIO
(Autorizacdo para Atividades com Finalidade Cientifica do Ministério do Meio
Ambiente) sob o N. 75384 (Anexo B).
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4.1 Animais

O projeto foi realizado com 20 (vinte) exemplares de pinguins-de-Magalhaes
(Spheniscus magellanicus), adultos, 10 (dez) fémeas e 10 (dez) machos, mantidos no
pinguinario da Sabina — Escola Parque do Conhecimento, localizado na cidade de
Santo André, SP, Brasil. A escolha da espécie como modelo foi devido a escassez de
estudos, a prevaléncia dessa espécie em aquarios e zoolégicos, bem como o nimero
conveniente de individuos disponivel na Instituicdo. Os critérios de inclusdo na

pesquisa sdo os casais de pinguins adultos pareados.

4.2 Procedimentos

Os pinguins foram mantidos em um pinguinario de 33 metros quadrados de
area seca e 81 metros quadrados de piscina com 110 mil litros de agua salgada com

limite de até 28 animais, com acesso livre a piscina e a area seca (Figuras 9 e 10).

Figura 9 - Recinto dos pinguins na Sabina Escola Parque do Conhecimento (vista

interna)

Fonte: (NARITA, 2019).

Figura 10 - Recinto dos pinguins na Sabina Escola Parque do Conhecimento (vista
externa)



Fonte: (NARITA, 2019).
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O pinguinario € constituido de fotoperiodo o ano inteiro (Tabela 1), os animais

foram alimentados trés vezes ao dia, com diferentes espécies de peixes. A

higienizacdo do recinto foi realizado duas vezes ao dia e os cronogramas de

enriguecimento ambiental foram mantidos de acordo com o calendario.

Tabela 1 - Fotoperiodo do pinguinario da Sabina Escola Parque do

Conhecimento

Data
3l/jan
10/fev
24/fev

03/mar
17/mar
0l1/abr
14/abr
0l/mai
15/mai
0l/ago
01/set
12/set
01/out
13/out
03/nov

Fotoperiodo
05:00-19:30
05:30-19:30
06:00-19:30
06:15-19:00
06:30-18:30
07:00-18:15
07:30-18:00
08:00-18:00
08:30-18:00
08:00-18:00
07:30-18:15
07:00-18:30
06:30-18:45
06:00-19:00
5:30-19:15

Total de horas de luz

14h30min
14 h
13h30 min
12h45min
12h
11h15min
10h30min
10h30min
9h30min
10h
10h45min
11h30min
12h15min
13h
13h45min
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17/nov 05:00-19:30 14h30min
01/dez 05:00-20:00 15h

Fonte: (NARITA - Sabina Escola Parque do Conhecimento, 2020)

No periodo reprodutivo, no inicio do més de setembro, foram instalados os
ninhos, adaptando-os o mais parecido com o natural (Figura 11). Apdés iniciaram o
comportamento sexual, foi ofertado feno esterilizado para os pinguins confeccionarem

seus proprios ninhos (Figura 12).

Figura 11 - Instalacédo dos ninhos.

Fonte: (NARITA, 2020).

Figura 12 - Ninhos montados pelos pinguins.
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Fonte: (NARITA, 2020).

Os pinguins foram analisados no periodo reprodutivo. Foram divididos em dois
grupos (N = 20 animais), um grupo foi submetido ao tratamento com Echinacea
angustifolia 6¢cH e Avena Sativa 6¢H (N = 10 animais), chamado de grupo verum e 0
outro grupo, chamado de grupo controle (N = 10 animais), recebeu apenas o veiculo
inerte (Figura 13).

O trabalho foi realizado em cego, sendo o medicamento e o veiculo inerte
identificados por cores diferentes. Apenas apOs as avaliacfes estatisticas foi

revelados o grupo e o medicamento e o veiculo inerte referentes a cada cor.

Figura 13 - Grupos dos pinguins separados com a medicacdo controle e verum,
identificadas pela cor

Fonte: (NARITA, 2020);
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O grupo verum (cinco fémeas e cinco machos) recebeu a administracdo de 2
glébulos do complexo de Echinacea angustifolia 6¢cH e Avena sativa 6¢H, via oral,
dentro do peixe da alimentacdo e o grupo controle (cinco fémeas e cinco machos)
recebeu apenas os globulos de sacarose, sem medicamento, somente com veiculo
inerte (Figuras 14 e 15), duas vezes ao dia, durante os 10 primeiros dias de cada més
do periodo reprodutivo, no més de setembro e outubro, quando ocorreram as
posturas.

A escolha da poténcia das medicacdes, na 6¢H, foi devido o conhecimento da
dinamizacédo e seu uso em casos fisicos e agudos. Foi protocolado o uso em apenas
0s 10 primeiros dias de cada més para mostrar a eficacia dos medicamentos

homeopéaticos em poucos dias de uso.

Figura 14 - Homeopatia colocada dentro do peixe.
-

¥

Fonte: (NARITA, 2020).

Fonte: (NARITA, 2020).

Figura 15 - Alimentac&o dos pinguins com a homeopatia dentro do peixe.
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Fonte: (NARITA, 2020).

Foram realizadas duas coletas de no maximo 2 ml de sangue das veias
metatarsicas dos pinguins sob contencao fisica, utilizou-se uma lamina extensora para
a realizacéo imediata do esfregaco sanguineo e identificacdo da amostra. Foi utilizado
corante Romanowsky — Pandético rapido para coloracdo apds a secagem do material,
o restante do material foi armazenado em microtubo com heparina litica, mantido sob
refrigeracdo (Figura 16 e 17). As amostras foram enviadas imediatamente ao

laboratoério da Universidade Santo Amaro (UNISA).

A primeira coleta foi realizada antes do inicio do periodo reprodutivo e a

segunda coleta, apds a postura do segundo ovo de cada casal pareado.

Figura 16 — Coleta de sangue e esfregago sanguineo.

P a0
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Fonte: (ARQUIVO PESSOAL, DOMINGOS, Fonte: (ARQUIVO PESSOAL, DOMINGOS,
2020). 2020).

Figura 17 - Fixador de lamina e sangue armazenado em microtubo com heparina.

Fonte: (ARQUIVO PESSOAL, DOMINGOS,  Fonte: (ARQUIVO PESSOAL, DOMINGOS,
2020). 2020).

No laboratério de Analises Clinicas da UNISA as amostras foram recebidas em
microtubos de heparina litica, devidamente refrigeradas e identificadas, sem a

presenca de coagulos e viaveis para analise.

Foi estimado os seguintes parametros hematoldgicos: hemacias, hemoglobina,
hematdcrito, VCM, HCM, CHCM, eritrécitos, proteina total, leucécitos e trombdcitos,
sendo realizado a contagem diferencial de heterofilos, eosindfilos, basdfilos, linfocitos
e mondcitos. Na contagem diferencial de leucécitos, a lamina corada foi lida ao longo
da zona, onde as células estéo distribuidas em monocamada, contabilizando até 100

leucadcitos, classificando-os e analisando a sua morfologia celular (Figura 18).

Para a contagem manual de hemacias e leucdcitos foi utilizado 1ml de uma
solucéo preparada no laboratério (50ml de soro fisiolégico + 200ul de azul de cresil
brilhante) misturado em 10ul do sangue total em um tubo de ensaio. Apds essa

preparacdo a Camara de Neubauer foi preenchida por capilaridade.

Para a contagem das hemacias foram contados, de forma manual, cinco
campos pequenos centrais da camara e utilizado o fator de 5.050 para multiplicagéo

(considerando a diluicdo realizada).
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Para a contagem dos leucdcitos foram contados, de forma manual, os quatro
guadrados grande angulares da camara (total de 64) da camara e utilizado o fator de
252,50 para multiplicacdo (considerando a diluicdo realizada).

Para a realizacdo do Hematdcrito foram preenchidos tubos capilares e utilizada
microcentrifuga da marca Fanem (7.000 5t64e'rpm por 5 minutos) para a separagdo
das hemécias com o plasma. Apos a separacao foi realizada leitura a leitura em cartdo
de hematdcrito. Apds a leitura do hematdcrito foi realizada a leitura da proteina
plasmaética total por método de refratometria.

A dosagem da hemoglobina foi realizada no aparelho Bioplus 2000 através da
metodologia de Cianeto de hemiglobina (HICN). Foi utilizado como diluente o kit
comercial da empresa Labtest.

Os valores de VCM, HCM, CHCM, foram calculados conforme abaixo:
VCM (fL) — Hematocrito x 10 / N° hemécias

HCM (pg) — Hemoglobina x 10 / N° hemacias

CHCM (%) - Hemoglobina x 100 / Hematdcrito

A contagem de trombdcitos foi realizada quando possivel pois, em diversas
amostras ocorreu a agregacao trombocitaria. Foram contados 0s numeros de

trombdcitos presentes em 1.000 hemacias multiplicado pelo total de hemacias/1.000.

Os procedimentos para realizacdo do hemograma baseado nos livros
Hematologia e Citologia de Aves e Animais Exdaticos (CAMPBELL; ELLIS, 2007) e
Atlas de Hematologia Veterinaria (REAGAN et al., 2011). Os valores de referéncia
utilizados foram baseados no livro Tratado de Animais Selvagens (SILVA-FILHO;
RUOPPOLO, 2014) e no estudo de Gallo et al. 2019.



Figura 18 — Identificagc@o das células

Fonte: (ARQUIVO PESSOAL, YANG, 2020).
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Figura 19 — Desenho esquematico do projeto

Avaliagao Basal
(selecBio dos pacientes)
Exame fisico
Exames laboratoriais
Etograma

}

Pinguins (Spheniscus magellanicus)

}

Periodo Reprodutive
(n=20)

!

RANDOMIZAGAO (para inicio da terapia)

/\

Grupo 1: Controle Grupo 2: Echinacea
(n=10) angustifolia + Avena
Sativa 6 CH
(n=10)

! !

Etapa 1: Primeira Avaliagao (Inicio do periodo reprodutive)
Exames laboratoriais

!

Etapa 2: Segunda Avaliacéo (Durante o periodo reprodutivo)
Exames laboratoriais

}

AVALIAGAO FINAL

Fonte: (NARITA, 2020).

5 ANALISE ESTATISTICA

Diagramas de caixa (também conhecidos como boxplots) foram utilizados para
representar a distribuicdo dos resultados hematolégicos (minimo, 1° quartil, mediana,
3° quartil, maximo e valores extremos). A analise de variancia de duas vias (também
conhecida como modelo linear ou Two-Way ANOVA) foi utilizada para determinar se
0 grupo experimental (controle ou verum) e o sexo do animal (macho ou fémea)
possuiam efeito significativo sobre a variacdo de cada parametro hematoldgico entre
as amostras obtidas no inicio e no término do experimento (A variavel = valor na coleta

inicial — valor na coleta final). Para parametro hematolégico em que 0s em gque 0 Sexo
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néo teve um efeito significativo sobre a variagdo dos resultados, a analise de variancia
foi refeita utilizando o grupo experimental como uma Unica variavel dependente (One-

Way ANOVA). O nivel de significancia foi de 0.05 para todos os testes.

6 RESULTADOS

A Tabela 2 e as Figuras 20 a 24 representam as comparacdes dos resultados
hematologicos entre 0s grupos controles e verum. A analise estatistica identificou que
0 grupo experimental (controle ou verum) apresentou um efeito significativo sobre as
seguintes variaveis: (a) volume corpuscular médio (Figura 20b; P = 0.049), em que o
grupo verum apresentou uma tendéncia de aumento (29.78 + 52.95 fL) enquanto que
0 grupo controle mostrou uma tendéncia de estabilidade/reducéo (-3.08 + 46.36 fL);
(b) proporcado de heterdfilos (Figura 23b; P = 0.010), em que O grupo verum
apresentou uma tendéncia de aumento (8.38 £ 12.53 %) menos acentuada do que o
grupo controle (18.00 = 9.37 %); (c) concentracao de linfocitos (Figura 23c; P = 0.001),
em gue 0 grupo verum apresentou uma tendéncia de reducdo (-4.39 + 2.21 x 10°
células/L) menos acentuada do que o grupo controle (-1.56 + 2.76 x 10° células/L); e
(d) proporcao de linfocitos (Figura 23d; P = 0.002), em que 0 grupo verum apresentou
uma tendéncia de reducdo (-6.75 £ 10.35 %) menos acentuada do que o grupo
controle (-17.3 + 8.73%).

Por outro lado, foi detectado um efeito significativo do sexo (mas n&o do grupo
experimental) para as seguintes variaveis: (a) hematdcrito (Figura 22a; P <0.001), em
gue as fémeas apresentaram uma tendéncia de reducéo (-6.18 = 5.63 %) enquanto
gue os machos mostraram uma tendéncia de estabilidade/aumento (0.56 + 4.78 %); e
(b) concentracdo de hemoglobina (Figura 22b; P = 0.005), em que as fémeas
apresentaram uma tendéncia de reducéo (-2.86 + 1.91 g/dL) mais intensa do que o0s
machos (-1.14 + 1.45 g/dL).

Tabela 2 - Sumario dos resultados hematol6gicos (média + desvio-padréo) obtidos nas
duas amostras colhidas (inicio e término do experimento) para dois grupos

experimentais (controle e verum).
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Controle Verum Diferenga entre coletas (A) Significancia (P)
Inicio Término Inicio Término Controle Verum Grupo Sexo
Eritrécitos (102 céls/L) 2.1910.24 2.12+0.24 2.291+0.38 1.86+£0.35 -0.07+0.33 -0.43+0.61 0.130 -
Hematdcrito (%) 51.70+£3.71 49.80+2.74 51.63 +3.62 47.68 £ 6.87 -1.90 £ 4.56 -3.95+8.13 0.089 <0.001*
Hemoglobina (g/dL) 16.50+ 1.55 14.75+1.44 16.58 £ 1.40 14.26 £ 2.15 -1.75+1.88 -2.31+2.02 0.330 0.005*
VCM (fL) 241.3+31.54 238.22+31.56 | 230.16 £34.76 259.94+28.34 . -3.08 +46.36 29.78 £ 52.95 0.049* -
HCM (pg) 75.98 £9.75 70.63+11.9 73.94+12.21 78.01 £ 10.88 -5.35+14.83 4.08 £19.29 0.096 -
CHCM (g/dL) 31.68 + 3.64 29.62 £ 2.52 32.20+2.85 29.96+1.77 -2.06+3.33 -2.24 +3.58 0.875 -
PPT (g/L) 63.40+ 6.67 61.20+5.27 67.50+10.89 65.50+9.90 -2.20+7.27 -2.00+15.64 0.958 -
WBC (10° céls/L) 16.59+£3.83 11.19+4.85 17.76 £ 4.68 14.74 + 5.67 -5.40+4.17 -3.03+5.79 0.149 -
Heterdfilos (10° céls/L) 7.27 £1.19 6.93+2.59 10.71+3.98 9.60 £ 3.59 -0.34+2.84 -1.11+4.19 0.503 -
Linfdcitos (10° céls/L) 8.05+3.55 3.66 +3.52 5.75+1.22 4.19+2.99 -4.39+2.21 -1.56+2.76 0.001* -
Eosindfilos (10° céls/L) 0.55+0.46 0.41+£0.39 0.58 £ 0.88 0.33+0.36 -0.14+0.61 -0.25+0.89 0.643 -
Mondcitos (10° céls/L) 0.72 £0.82 0.19+£0.20 0.72+£0.43 0.59+0.48 -0.53+0.86 -0.13+0.54 0.100 -
Basdfilos (10° céls/L) 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.02 £ 0.06 0.00+0.00 0.02 £0.06 — —
Heterdfilos (%) 46.10+ 11.71 64.1+12.96 58.88 + 8.46 67.25+12.7 18.00 £ 9.37 8.38+12.53 0.010* —
Linfécitos (%) 46.80 £ 10.21 29.5+12.73 33.13+4.88 26.38+11.69 -17.3+8.73 -6.75+10.35 0.002* —
Eosindfilos (%) 3.30+2.36 4.00+3.89 3.63+5.48 2.00+1.93 0.70+4.35 -1.63+5.45 0.151 —
Mondcitos (%) 3.80+3.61 2.40+3.44 4.38+2.97 425+ 2.66 -1.40+£5.52 -0.13+£3.36 0.410 —
Basofilos (%) 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.13+£0.35 0.00+0.00 0.13+£0.35 — —

Os valores de significancia (P) para a comparacao das diferencgas entre coletas para os dois grupos experimentais e entre os dois sexos também
sdo apresentados, sendo que valores significativos (P < 0.05) sdo destacados com asteriscos.

Fonte: (NARITA e VANSTREELS , 2021).
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Figura 20. Diagrama de caixas (boxplot) comparando a contagem total de
eritrécitos, o volume corpuscular médio (VCM), a hemoglobina corpuscular média
(HCM) e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) em amostras de
sangue colhidas ao inicio (vermelho) e ao término (azul) do experimento. O asterisco
€ utilizado para indicar variaveis em que os grupos Controle e Verum apresentaram
padrdes distintos na mudanca entre as amostras colhidas ao inicio e ao término (P <
0.05).

A) Eritrocitos (102 céls/L) B) VCM (fL)
300+ %k
25 ol 270 | *
2.0 . 240-
1 5 | 21 0 | -
Controle Verum Controle Verum
C) HCM (pg) D) CHCM (g/dL)
90 1 36+ .
80
70+
281 !
60
Controle Verum Con'trole Vefum

Fonte: (NARITA e VANSTREELS , 2021).
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Figura 21. Diagrama de caixas (boxplot) comparando a concentracéo
plasmatica de solidos totais e de leucdcitos totais em amostras de sangue colhidas ao
inicio (vermelho) e ao término (azul) do experimento. Os grupos Controle e Verum
apresentaram padrdes similares de mudanca entre as amostras colhidas ao inicio e

ao término para ambas as variaveis (P > 0.05).

A) Sélidos totais (g/L) B) Leucocitos (10°céls/L)
90 T . 25 3 B
801 5 g 20
70+ 151
60 q i 1 0 1
1] L 5 ] L . L
Controle Verum Controle Verum

Fonte: (NARITA e VANSTREELS , 2021).

Figura 22. Diagrama de caixas (boxplot) comparando o hematocrito e a
concentracdo de hemoglobina em amostras de sangue colhidas ao inicio (vermelho)
e ao término (azul) do experimento. Os grupos Controle e Verum apresentaram
padrdes similares de mudanca entre as amostras colhidas ao inicio e ao término para
ambas as variaveis (P > 0.05), porém o padrdao de mudanca foi distinto entre machos

e fémeas para ambas variaveis (P < 0.05).
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Fonte: (NARITA e VANSTREELS , 2021).

Figura 23. Diagrama de caixas (boxplot) comparando a concentracao total e a
proporcao relativa de heterdfilos e linfocitos em amostras de sangue colhidas ao inicio
(vermelho) e ao término (azul) do experimento. Asterisco sao utilizados para indicar
variaveis em que os grupos Controle e Verum apresentaram padrées distintos na

mudanca entre as amostras colhidas ao inicio e ao término (P < 0.05).
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Figura 24. Diagrama de caixas (boxplot) comparando a concentracao total e a

proporcéo relativa de eosinofilos e mondécitos em amostras de sangue colhidas ao

inicio (vermelho) e ao término (azul) do experimento. O asterisco é utilizado para

indicar variaveis em que os grupos Controle e Verum apresentaram padrdes distintos

na mudanca entre as amostras colhidas ao inicio e ao término (P < 0.05).
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A hematologia € uma ferramenta fundamental para a detec¢do precoce de

doencas em aves, sendo que, mesmo sem a presenca de sinais clinicos, podem

ocorrer alteragdes hematoldgicas que fornecerdo ao clinico uma via para instaurar o

tratamento precocemente (PINTO,2017).
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Em analise realizada em 27 amostras de sangue de pinguins de Magalhdes em
reabilitacdo no Espirito Santo obteve-se a média de VCM de 172,0+53,0 fL e para
CHCM obteve-se a média de 26,41+0,02% (MAYORGA et al., 2016), enquanto no
presente trabalho os valores médios foram VCM entre 230.16 + 34.76 a 259.94 + 28.34
e HCM 70.63 + 11.9 a 78.01 = 10. Corroborando com resultados superiores
encontrados por Silva Filho & Ruoppolo (2014).

Rodrigues et al. (2010) ressaltou a importancia da analise do hematdcrito na
reabilitacdo de pinguins de magalhdes no Brasil, como auxilio para compreender o
guadro de saude. A presenca de anemia em pinguins de magalhdes em periodo de
pré-reabilitacdo indica maior risco de morte (CORAIOLA et al., 2014), os animais do
presente estudo antes do periodo reprodutivo apresentaram média de hematdcrito de
51.70 + 3.71 e durante o periodo reprodutivo apresentaram média 49.80 + 2.74,
apresentando menos risco a saude dos animais, ndo estando com anemia e diferencga
no periodo da reproducéo, ja que o valor de meédio de hematocrito de 48.00 £ 4.15 é
considerado valores de animais saudaveis (GALLO et al.,2019).

Em pinguins de vida livre ha algumas diferencas celulares entre sexos, 0s
machos apresentam valores menores de WBC que fémeas, enquanto em heterofilos
e eosinofilos mantiveram valores superiores, durante a fase reprodutiva, os machos
se envolvem em lutas violentas por causa dos ninhos, a maior proporcao de heterdfilos
dos machos poderia estar relacionado ao estresse e imunidade, respostas associadas
a brigas e ferimentos resultantes (MORENO et al., 2002; GALLO et al., 2019).

As fémeas em vida livre podem apresentar alteragcdes em parametros celulares
de acordo com a fase reprodutiva, na data da postura o hematécrito reduz (MORENO
et al.,, 2002). Enquanto os valores dos linfocitos diminuem durante a reproducao,
especialmente em machos, observado em animais de vida livre (PALACIOS et al.,
2018). Corroborando com achado do presente trabalho, no qual os niveis do
hematdcrito e hemacia se mantiveram semelhantes em machos e apresentou declinio
em fémeas, no periodo de reproducdo. Foi observado também uma diferenca
altamente significativa no leucograma inicial em casais com experiéncia reprodutiva
de casais sem experiéncia reprodutiva, apresentando valores mais altos de glébulos
brancos em casais tardios, sem experiéncia reprodutiva (MORENO et al., 1998).

A linfopenia pode ser observada como resultado do excesso de corticosteroide
endbégenos ou exdgenos (HARMON, 1998). No presente trabalho houve diferenca

significativa entre os grupos, sendo que no grupo controle houve reducdo mais
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acentuada que no grupo verum, O que corrobora com a hipétese de menor
porcentagem de corticosteroides enddgenos neste grupo, 0s medicamentos
homeopaticos sdo conhecidos por provocarem no organismo animal uma
imunomodulacao (COELHO et al., 2017).

Em pinguins de Galdpagos ndo houve diferenca entre os sexos em globulos
brancos. Exceto nas fémeas que apresentaram eosinofilos mais elevados que os
machos (TRAVIS et al., 2006). Em pinguins africanos (Spheniscus demersus) a
contagem de leucocitos ndo mostrou diferenca entre os sexos, mas houve diferenca
significativa regionalmente (PARSONS et al., 2015). Corroborando com presente
trabalho que nao observou diferenca em glébulos brancos, somente em glébulos
vermelhos.

Os valores de MCV, MCH, heterdfilos, razdo H / L, ALT e Cl- obtiveram
correlacdo positiva significativa com a idade, enquanto correlagdo negativa
significativa com a idade foi observada em eritrocitos, linfécitos e trombocitos. As
razdes H / L mais altas foram observadas em pinguins mais velhos, as quais podem
nao ser atribuidas ao estresse, mas a mudancas fisiologicas normais em pinguins de
gentoo, adeli e macaroni (CHEN et al., 2018). O presente trabalho ndo observou
correlacdo entre parametros hematologicos e idade em pinguins-de-Magalhaes.

Em estudo de Parsons et al (2015) com pinguins africanos as contagens de
hematocrito, hemoglobina e hemacias foram significativamente maiores nos machos
em comparacao com as fémeas (p<0,05). Corroborando com achado do presente
trabalho, no qual os niveis do hematdcrito e hemacia se mantiveram semelhantes em
machos e apresentou declinio em fémeas, entre o periodo de reproducédo. Diferenca
ja visualizada em estudo de Moreno et al. (2002), no qual o hematdcrito também foi
mais alto em machos de pinguins de Magalhéaes.

A homeopatia é uma medicina que visa manter o equilibrio e prioriza a saude
do paciente. Ja foi demonstrado beneficios em diversos estudos em animais, com
auséncia de efeitos colaterais, (SOTO et al, 2008; COELHO et al., 2017; VALENTE et
al., 2017; BALBUENO et al., 2020), como também em estudos in vitro (NAGAI et al.,
2019; KAHN et al., 2020), sendo demonstrado inclusive sucesso no tratamento de
pododermatite observado em pinguins de Magalhdes no trabalho de NARITA et al.
(2020).

Os pinguins-de-Magalh&es apresentaram pododermatite de diferentes graus, a

homeopatia demonstrou melhora do quadro e constituiu-se em uma terapia rapida e
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eficaz, assim como em outro trabalho publicado por NARITA et al. (2021), os
medicamentos ultradiluidos demostraram sua eficacia em diferentes espécies, sobre
a reducéao total do fibropapiloma sem causar recidiva, comumente observada em
tratamento convencional, sem submeté-lo a procedimento cirlrgico e anestésico.

Como uma grande quantidade dos pinguins podem ser reintroduzidos para o
seu habitat natural novamente, € interessante utilizar um medicamento que ndo cause
efeito colateral de forma aguda ou crénica. Muitos desses animais apds serem soltos
ndo serdo avaliados de forma periddica, entdo conseguindo tratar o animal com algo
gue futuramente nao piore as condi¢des do paciente é valido (NARITA, F., COELHO,
C., 2020).

Estudo realizado com extratos de Echinacea angustifolia e E. purpurea
observaram efeito antiproliferativo, além de hipoglicemiante nos extratos das plantas
(AARLAND et al., 2017). Ainda com a terapia com ambos os extratos em mulheres
com condilomatose foi observado efeitos imunomodulatérios (ROSA et al., 2019).

Extratos de Avena sativa reduziram as citocinas pré-inflamatorias in vitro
(REYNERTSON et al., 2015). A suplementacdo com extrato da aveia em mulheres
em 29 dias demonstrou melhora da funcéo cognitiva aguda, resultado que corrobora
gue a suplementacéao crbénica pode beneficiar a funcéo cognitiva e modular a resposta
fisiologica a um estresse (KENNEDY et al., 2020). Entretanto, a administracdo de
extratos pode apresentar reacdes adversas, dentre as ervas mais relatadas em
eventos adversos encontra-se a Avena sativa (SHARMA; GELIN; SARKAR, 2020),
diferente do medicamento homeopatico que € diluido e dinamizado, reduzindo o risco
de efeito colateral.

Sabe-se que o uso das medicacfes escolhidas (Echinacea angustifolia e Avena
sativa) apresentaram resultados positivos em outros estudos cientificos, como de
Oliver (2006) no experimento com recém-nascidos de suinos, foi observado o uso de
Echinacea angustifolia como efeito imunoestimulante, promovendo crescimento e
fornecendo um grau de protecao inespecifica influenciando significativamente o
aumento de ganho médio diario de massa corporal dos recém-nascidos até o
desmame, Pedalino et al. (2006) com o uso da Echinacea e Belladona em
camundongos, obteve como resultado a modulacdo da reacao inflamatoria peritoneal
e acao citoprotetora sobre leucocitos, modificando a migracdo celular para o foco
inflamatério no sentido de agudizar o processo, aumentando a migracao celular de

polimorfonucleares e reduzindo a migragao de linfocitos e macréfagos.
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Felippelli & Valente (2009) fizeram uso da medicacdo Echinacea angustifolia
12cH e demonstraram eficiéncia na profilaxia de afeccdes intestinais e reducéo do
estresse pos desmame em leitbes de 7 a 28 dias de idade quando comparado ao
grupo nao tratado. Estudo de Bruno et al. (2020) utilizando o complexo de Avena
sativa e Echinacea angustifolia, demonstrou diminuicdo no valor de eosindfilos e da
creatinina de caes senis de uma Ong em Ribeirdo Pires — SP.

O uso de medicamentos homeopaticos na medicina veterinaria de animais
selvagens demonstrou resultados positivos, mesmo apds o animal ter sido tratado
com medicamentos alopaticos que nao foram capazes de tratar a doenca ou alteracéo
comportamental que o animal apresenta. Uso de medicamentos homeopaticos
diminuem o custo financeiro do tratar um animal em reabilitacdo e o estresse que 0
animal poderia passar para receber a medicacdo adequada (COELHO, C; VON
ANCKEN, A.C.B, 2019; MELO, et al., 2021).

8 CONCLUSAO

Comparando o efeito de coleta, antes do inicio reprodutivo com a coleta no
periodo reprodutivo, entre ambos os grupos, independente do tratamento, houve

diferenca em VCM, heterdfilos e linfocitos.

O tratamento com Echinacea angustifolia e Avena sativa resultou na
manutencdo dos linfocitos em periodo de reproducdo em pinguins-de-Magalhaes,

auxiliando a imunidade das aves.
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1 U mergue coietede nio devs dipnae © eguivelecie s TR de mmes corparsl de ses. Em colvbe comscutioem, Sl deen CENAYE Cabedele-H
ultecesees N 8 cede 14 dies Mo deee me utloeds pongiic cerdles pare otiengic Os smonitre.  Esls sutorioscio
Iefere-en SoenER i aivdeces de presouss soul prevites, N0 sioricendc reeee 9o b siveste o sresgeds,
wribuicic rmesrvede so beme ou so rgiic metedonl de meo smblents

Locais cnde as atividades de campo serio executadas

Dascrigao do hocal Municiplo-UF Bloma Cavema?  |Tipo
1 | 5abina Escola Pamue do Conheglmento Santo Andre-5P Marinha Man Fora ge LG Federal
Atividades
£ | Atividada Grupe de Atividade
1 | Colelatranspons de amosTas bioiogicas ex siu Atlvidades ex-slfu [fora da nalureza)

Atividades X Taxons

# | Atividade Taxon Grbdie.

1 | Colelaranspons 02 amosTas DIDOgIcaE ex Bl Spheniscus magellanicls -

Materiais e Métodos

# | Tipo de Método [Grupo taxondmico) Matarials

1 | Amosias Diogicas (Aves) Sangue

Destine do material biclogico coletado

# | Homs lecal dasting Tipe daating

1 | Cbras Sodals e Educadonals de Lz Labom@itna

Esfe gocumento fol expedido com base na iNSrug3o Momaliva n° 0572074, Afmves oo codigo oe aufenficacas abald, qualguer cidadao
poders venficar 3 SWEnicdace ou reguiandacs feste Jocumeantio, Dor mels 0 pAgng 00 SISteACIABID Na intemet (WWW Cmibo_pov D'sishin).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio

|C|"Biﬂ Sistema de Autorizagdo e Informagio em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizagio para atividades com finalidade cientifica

Homero: 733841 | Data da Emizedo: BEME2020 161301 | Crata ga Revalldagao: 002021

D& acordo com o art. 28 da IN 032014, asta auforizagio tem prazo de valldade equivalents ao previsto no cronograma da atlvidades
do projato, mas devera ser revalldada anualments mediante a apresantacio do relatoro de atividadss a ser enviado por melo do
5labio no prazo de até 30 diss a contar da data do aniversario e sua emissdo.

Dados do titular

Mome: Franscinne Brait Naria |I3F‘F: 372.705.508-89

Trulo 80 Projeto: ALTERAGSES HEMATOLOGICAS E COMPORTAMENTAIS DE PINGUINS [SPHENISCUS MAGELLANICUS) NA MUDA E
MA REFRODUCAD E 0 USO DE ALTAS DILLICSES.

MNome da Institulgdo; Obras Soclals e Educacionals de Luz | CHPJ: 158.301.2670001-34

Registro de coleta imprevista de material biologico

De acordo com a Instrugdo Monmativa n"03/2014, a coleta imprevista de material bickdgico ou de substrate n3o contemplado

na autorzagdo ou na licenca permansnte devera ser anotada na mesma, em campe especifice, por ocaside da coleta,
devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatorio de atividades. O transporte do material biologico ou do
substrato devera ser acompanhade da autorizagdo ou da licenga permanents com a devida anotagdo. O material biolbgico
coletado de forma imprevista, devera ser destinado 3 instituicdo cientifica e, depositado, preferencialmente, em colegio
bioldgica cientifica registrada no Cadastro Macienal de Colegdes Biolagicas (CCBID).

Taxon* GQrtda. Tipo de Amostra e, Diata

* ldentificar o espacime do nivel t3xondmico possivel.

Este documento fof expedido com hase na insiugso Nomativa n® 032014, Afaves to codigo fe autenticardo abatnd, qualquer cidsdsn
podera venficar a autenticidace ou reguiandade desle Jocumenio, por mels o3 paging oo SisHoTCMBI na intemet fwwwllcmido gov be'sisbic).
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