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RESUMO

Comiche KJM. Maléria aviaria: desenvolvimento eritrocitico de parasitas através de
infeccdo experimental, identificacdo e classificacdo de novas espécies de hemosporideos
(dissertacdo). Séo Paulo: Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo da Universidade
de Séo Paulo; 2019.

A taxonomia dos agentes etioldgicos da malaria aviaria € bastante controversa e a
grande maioria dos estudos se baseia apenas na identificacdo morfolégica. Embora
estudos recentes utilizando técnicas de biologia molecular tenham gerado sequéncias no
GenBank, muitas delas foram diagnosticadas somente ao nivel do género. A correta
identificacdo destes parasitas é essencial para melhor entendimento da interagdo
hospedeiro-parasita. Assim, a combinacdo da microscopia com métodos moleculares, e
em alguns casos a realizacdo de infecdes experimentais, contribuem para a obtencédo de
informacBes sobre as caracteristicas do parasita bem como permitem analisar
coinfecgbes em aves por diferentes espécies de hemosporideos. O presente trabalho
visou identificar as espécies das linhagens de Plasmodium detectadas em aves
amostradas na Fundacdo Parque Zooldgicas de Sdo Paulo (FPZSP) em um estudo
anterior, através de um modelo experimental para o desenvolvimento eritrocitico de
parasitas da malaria. Paralelamente, buscou identificar hemosporideos (Plasmodium,
Haemoproteus e Leucocytozoon) em aves de vida livre da regido Neotropical. Para a
primeira proposta, 15 pintinhos naives foram inoculados com uma mistura de solugéo de
citrato de sodio e sangue coletado de 8 aves da FPZSP. A cada 4 dias durante 35 dias, as
aves inoculadas foram testadas para verificar a parasitemia através de esfregacos
sanguineos, onde constatou-se a presenca de trofozoitos no 4° dia pds inoculacgdo (dpi)
nas aves inoculadas com sangue de Pavo muticus (pavdo-verde). Porém, ao longo do
periodo do experimento a parasitemia ndo aumentou. Ndo foram verificadas formas
evolutivas dos parasitas e as poucas formas que existiam desapareceram. Ao fim de 35
dpi foram efetuados testes moleculares, porém as aves inicialmente positivas
apresentaram resultados negativos, o que se acredita tratar de uma infeccdo abortiva.

Em relacdo as aves de vida livre, foram testadas 531 amostras de sangue para a
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identificacdo de hemosporideos em comunidades de aves da regido Neotropical. Dessas,
72 foram positivas para hemosporideos. As amostras positivas foram sequenciadas
tendo-se obtido 42 diferentes linhagens de cytb, sendo 12 Haemoproteus, 25
Plasmodium e 5 Leucocytozoon. Algumas das linhagens encontradas no presente
trabalho ja foram descritas no Brasil e em outros paises, mas 18 linhagens sdo novas
descricbes. Entretanto, as baixas parasitemias encontradas nas laminas positivas
impossibilitaram a descricdo de novas espécies. Os resultados obtidos no presente
estudo reforcam a necessidade do estabelecimento de um modelo para identificacdo de
espécies de linhagens, assim como a importancia da combinagdo
microscopia/PCR/sequenciamento para a correta identificacdo de parasitas. Essas
abordagens sdo essenciais para o conhecimento da biodiversidade e historia evolutiva

dos hemosporideos, principalmente na regido Neotropical.

Descritores: Maléaria. Aves. Infeccdo experimental animal. Plasmodium.



ABSTRACT

Comiche KJM. Avian malaria: erythrocytic development of parasites through
experimental infection, identification and classification of new species of
haemosporidian parasites (dissertation). Sdo Paulo: Instituto de Medicina Tropical de
Séo Paulo da Universidade de Sdo Paulo; 2019.

The taxonomy of avian malaria etiological agents is quite controversial, and most
studies are based only on morphological identification. Although recent studies using
molecular biology techniques have generated sequences in GenBank, many of them
have been diagnosed only at the genus level. Correct identification of these parasites is
essential for a better understanding of host-parasite interaction. Thus, the combination
of microscopy with molecular methods, and in some cases the realization of
experimental infections, contribute to obtain information on the parasite characteristics
as well as to analyze different species of hemosporidian parasites in coinfections. The
present work aimed to identify the species of Plasmodium lineages widely detected in
birds sampled at the S&o Paulo Zoological Park Foundation (FPZSP) in a previous
study, through an experimental model for the erythrocytic development of malaria
parasites. At the same time, it sought to identify hemosporidian parasites (Plasmodium,
Haemoproteus and Leucocytozoon) in free-living birds of the Neotropical region. For
the first proposal, 15 naive chicks were inoculated with a mixture of sodium citrate
solution and blood collected from 8 FPZSP birds. Every 4 days for 35 days, the
inoculated birds were tested for parasitemia by thin blood smears, where trophozoites
were found on the 4th post-inoculation day (dpi) in birds inoculated with Pavo muticus
(green peafowl) blood. However, over the period of the experiment, parasitemia did not
increase. No evolutionary forms of the parasites were verified and the few forms that
existed disappeared. After 35 dpi, molecular tests were performed, but initially positive
birds showed negative results, which is believed to be an abortive infection. Regarding
free-living birds, 531 blood samples were tested for identification of hemosporidian
parasites in Neotropical bird communities. Of these, 72 were positive and 42 different
lineages of cytb were obtained: 12 Haemoproteus, 25 Plasmodium and 5
Leucocytozoon. Some of the lineages have already been described in Brazil and other

countries, but 18 are new descriptions. However, the low parasitemias found in the



positive slides made it impossible to describe new species. The results obtained in the
present study reinforce the need to establish a model for the identification species, as
well as the importance of the microscopy/PCR/sequencing combination for the correct
identification of parasites. These approaches are essential for knowledge of the
biodiversity and evolutionary history of hemosporidian parasites, especially in the
Neotropical region.

Descriptors: Malaria. Birds. Animal experimental infection. Plasmodium.
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1 INTRODUCAO

As aves abrigam uma grande diversidade de parasitas sanguineos, sendo os hemosporideos
pertencentes aos géneros Plasmodium, Haemoproteus e Leucocytozoon os mais estudados em
relacdo a sua ecologia e evolucdo . Estes parasitas sdo igualmente estudados porque os
membros do género Plasmodium tém graves impactos sobre a saude humana e de aves

especialmente em paises tropicais e subtropicais, onde causam a malaria humana e aviaria™**.

A malaria aviaria € uma importante doenga infecciosa que acomete diversas espécies de aves,
principalmente as aves cativas comprometendo deste modo a conservacdo®*. Estudos em
maléria aviaria possuem grande importancia ecologica e sdo amplamente utilizados em
investigacdes da interagdo parasita-hospedeiro, essenciais para conservacao de espécies*>®’. Os
protocolos moleculares recentes para detectar e caracterizar linhagens de maléria aviaria, tem
revelado uma grande diversidade genética dos parasitas maior que aquela sugerida pela

taxonomia tradicional®*®

Apesar da sensibilidade dos métodos moleculares comparativamente a microscopia, ha
limitacBes no seu uso na identificacdo de parasitas aviarios devido a dificuldade de associar a

11,12

sequéncia genética a respectiva espécie Varios tém sido os esforcos para vincular as

linhagens genéticas as espécies descritas, indicando a necessidade de mais estudos usando
exame microscopico, analise molecular’®*’ e infecdes experimentais’®!®. A infecdo
experimental de aves constitui uma 6tima abordagem para solucionar problemas de
identificacdo de parasitas bem como para analisar a coinfec¢do, pois possibilita o isolamento da
linhagem, o aumento da parasitemia e a visualizagdo de todas as fases do ciclo eritrocitico®°.
Embora existam muitos estudos sobre hemosporideos em aves, ha poucos estudos sobre o
género Leucocytozoon na regido Neotropical®?. A identificacdo de linhagens brasileiras
adicionais sera benéfica para a compreensdo da histéria evolutiva deste género de parasitas

quanto & prevaléncia, diversidade e distribuic&o na regido Neotropical®.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Etiologia

1.21,24

A maléria aviaria, também chamada de hemoproteose’, leucocytozoonose , € uma doenga

infeciosa causadas por hemosporideos dos géneros Plasmodium, Haemoproteus e

12 sendo transmitidos as aves por vetores dipteros hematéfagos*®. Os

Leucocytozoon
hemosporideos (hemoprotozoarios/hematozoarios) sdo parasitas sanguineos (hemoparasitas)
que parasitam anfibios, répteis, aves e mamiferos*>%. Os hemoparasitas descritos em aves
compreendem 0s géneros: Atoxoplasma, Babesia, Haemoproteus, Hepatozoon, Leucocytozoon,
Trypanosoma, Plasmodium além de hemogregarinas e microfilarias 2.

Os hemosporideos formam um grupo cosmopolita de protistas pertencentes ao filo
Apicomplexa, ordem Haemosporida, da qual fazem parte as familias Haemoproteidae,
Garniidae, Leucocytozoidae e Plasmodiidae e dentre estas 0s géneros Plasmodium,
Haemoproteus, Leucocytozoon e Fallisia como segue na classificacdo taxonémica, segundo

Valkifinas®:

Reino: Protista (Haeckel, 1866)
Filo: Apicomplexa (Levine, 1970)
Classe: Coccidea (Leuckart, 1879)
Subclasse: Coccidia (Leuckart, 1879)
Ordem: Haemosporida (Danilewsky, 1885)

Familia: Haemoproteidae (Doflein, 1916)
Género: Haemoproteus (Kruse, 1890)

Familia: Plasmodiidae (Mesnil, 1903)
Género: Plasmodium (Marchiafava e Celli, 1885)

Familia: Leucocytozoidae (Fallis e Bennett, 1961)
Género: Leucocytozoon (Berestneff, 1904)

Familia: Garniidae (Lainson, Landau e Shaw, 1971)

Género: Fallisia (Lainson, Landau e Shaw, 1974)
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O género Plasmodium é o grupo de parasitas sanguineos mais bem estudado e conhecido pelo
fato de incluir espécies tidas como agentes etiologicos da maldria humana, uma doenca comum
em regides tropicais®. As espécies de Plasmodium que infectam aves sdo divididas em cinco
subgéneros classificados com base na morfologia dos gametdcitos, merontes e preferéncia por
eritrocitos maduros ou imaturos nomeadamente: Haemamoeba, Giovannolaia, Novyella,
Bennettinia e Huffia®. O subgénero Haemamoeba é o mais estudado sendo as espécies
Plasmodium gallinaceum, Plasmodium relictum e Plasmodium cathemerium com maior
descricdo do ciclo bioldgico*”?*. Os parasitas do género Plasmodium sdo transmitidos por
mosquitos da familia Culicidae, sendo os géneros Culex, Mansonia, Culiseta e Aedeomyia
considerados vetores competentes e, Aedes, Anopheles e Armigeres com capacidade vetorial
para transmissdo do parasita para aves™*. Os géneros Culex, Aedes, Culiseta e Anopheles sdo
capazes de transmitir Plasmodium relictum no laborat6rio. Porém apenas trés espécies foram
comprovadas como vetores naturais de Plasmodium relictum na California e no Hawaii em
condigdes laboratoriais, nomeadamente: Culex quinquefasciatus, Culex tarsalis e Culex

stigmatasoma -%.

Os parasitas do género Haemoproteus destacam-se por serem 0s parasitas sanguineos mais
comuns e amplamente disseminados, que acometem uma grande diversidade de aves
selvagens’®. O género tem uma grande variedade de espécies e, subdivide-se em dois
subgéneros nomeadamente: Haemoproteus e Parahaemoproteus, sendo 0 subgénero
Haemoproteus o que apresenta menor numero de espécies (8 espécies) acometendo apenas aves
da ordem Columbiformes (pombos e rolinhas) e algumas aves marinhas (Pelecaniformes e
Charadriiformese). O subgénero Parahaemoproteus € o mais numeroso em espécies (137
espécies) e infecta as demais ordens, com excecéo da ordem Columbiformes'**?. Os parasitas
do subgénero Parahaemoproteus sdo transmitidos por membros da familia Ceratopogonidae
(mosquito-p6lvora, maruins) género Culicoides e os do subgénero Haemoproteus por moscas
da familia Hippoboscidae sendo as espécies mais implicadas pertencentes aos géneros:

Lynchia, Microlynchia, Ornithomyia, Pseudolynchia, Stilbometopa®™?*.

O género Leucocytozoon subdivide-se em dois subgéneros nomeadamente: Akiba e
Leucocytozoon, transmitidos por dipteros ornitofilicos da familia Simulidae (borrachudo) e da
familia Ceratopogonidae, género Culicoides “**?’. O subgénero Akiba é representado por uma
(inica espécie, Leucocytozoon caulleryi, descrita em galinhas domésticas do Sudeste asiatico??*,

onde a ocorréncia do parasita esta relacionada com a localizacdo das fazendas de frangos, nas
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proximidades de fontes de &gua, habitat natural dos vetores (Simulium sp. e Culicoides
arakawae)®. O subgénero Leucocytozoon apresenta uma grande diversidade de espécies

descritas (cerca de 143) das quais 36 sio vélidas mediante abordagens morfolégicas®.

H& poucos estudos sobre os parasitas do género Fallisia em aves, sendo a maioria das espécies
com desenvolvimento em répteis. Apenas a espécie Fallisia neotropicalis (subgénero
Plasmodioides) acomete aves®. A espécie é considerada um achado raro, s6 tendo sido relatada
na Venezuela, infectando aves da ordem Ciconiiformes e Columbiformes*?*. Pouco se sabe
sobre o desenvolvimento no vetor, especulando-se que Aedeomyia squamipennis (Diptera:

Culicidae) seja o vetor implicado na transmissdo do parasito®.

2.2 Epizootiologia

Os hemosporideos compartilham caracteristicas morfolégicas e de desenvolvimento comuns®.
Apesar de serem geneticamente relacionados, eles diferem nos vetores, ciclo de vida, bem
como na sua epidemiologia®®. Os estagios invasivos dos parasitas (merozoitos e esporozoitos)
do filo Apicomplexa apresentam um complexo apical composto por organelas especializadas
que sdo importantes para a adesdo e invasdo as células hospedeiras, sdo elas: micronemas,
roptrias, granulos densos, mitocondrias, nicleo e microttbulos subpeliculares*>***!, Enquanto
as caracteristicas de desenvolvimento estdo relacionadas com um ciclo de vida que ocorre

alternando a reproducdo sexuada (gametogonia) e assexuada (esquizogonia e esporogonia)°.

A transmissdo do parasita ao hospedeiro pode ocorrer por inoculacdo de esporozoitos presentes
nas glandulas salivares do vetor durante o repasto sanguineo ou também mediante inoculagao
de sangue contendo merontes/esquizontes eritrociticos (via de infeccdo iatrogénica). A via
iatrogénica pode ocorrer acidentalmente em procedimentos clinicos (p.e transfusdo sanguinea)
ou intencionalmente em estudos de infeccdo experimental, porém sO é possivel para 0s
parasitas do género Plasmodium, uma vez que os géneros Haemoproteus e Leucocytozoon ndo

possuem merontes circulantes®>'*%*,

O sucesso na transmissdo dos hemoparasitas por um vetor depende da capacidade dos

esporozoitos invadir e acumular nas glandulas salivares do vetor, da susceptibilidade das aves a
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infeccéo, presenca de vetor competente, viruléncia do parasito e das condicdes ambientais®**%,

Estes fatores fazem com que mesmo em &reas endémicas a maléria, onde a taxa de transmissao
é extremamente elevada apenas alguns mosquitos sejam infectados pelo parasita. Outros
mecanismos referentes as defesas do vetor contra o parasito também vém sendo descritos, eles
incluem: as enzimas digestivas, a membrana peritrofica, mucinas, Oxido Nitrico Sintase (NOS)
e serpinas que atuam nas diferentes fases de desenvolvimento do parasito no vetor podendo

eliminar ou reduzir a sua viabilidade®,

2.2.1 Ciclo de vida de hemosporideos Plasmodium, Haemoproteus e Leucocytozoon

O ciclo de vida dos hemosporideos € obrigatoriamente heteréxeno e bastante complexo com
fases alternadas de reproducdo sexuada e assexuada, exigindo um hospedeiro vertebrado e um
vetor invertebrado hematéfago (moscas ou mosquitos hematéfagos) “>%. As fémeas dos
vetores hematofagos sdo os hospedeiros definitivos onde ocorre o ciclo sexuado, enquanto as
aves sao os hospedeiros intermediarios onde se da o desenvolvimento do parasita no sangue e

outros tecidos*”.

2.2.1.1 Ciclo de vida no hospedeiro invertebrado

Em geral, o ciclo de vida dos hemosporideos no vetor hematofago se assemelha nos diferentes
géneros®. Os vetores se infectam apds a ingestdo de gametécitos (masculinos e femininos)
durante o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado infectado. Uma vez no estbmago do
vetor 0s gametocitos, diferenciam-se em macrogametas (feminino) e microgameta
(masculinos). Durante a transferéncia do sangue do hospedeiro vertebrado para o vetor, a
concentragdo de oxigénio e dioxido de carbono bem como a temperatura alteram, estimulando
0S gametdcitos a gametogénese resultando num processo sexuado do tipo oogamico. A
gametogénese causa o arredondamento do gametocitos permitindo a sua liberagdo das células
do hospedeiro vertebrado. Uma vez no intestino, os microgametas sofrem exflagelacdo e
fusionam-se aos macrogametas no intestino médio do inseto onde ocorre a reproducdo sexuada
formando um zigoto movel alongado (oocineto). Por sua vez, o oocineto migra até o epitélio e

a lamina basal do intestino (um dia ap0s a ingestdo) formando o oocisto, o qual é envolvido por
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parede tipo cépsula construida a partir do material do hospedeiro. Durante o processo de
desenvolvimento cada oocisto multiplica-se por esporogonia formando os esporozoitos (corpos
alongados numerosos e haploides) que apds o rompimento do oocisto maduro (10 a 14 dias),
caem na hemolinfa e entdo penetram nas glandulas salivares do vetor aguardando um a
continuidade do ciclo a partir de um novo repasto em um hospedeiro vertebrado suscetivel
(Figura 1 e 2). Os esporozoitos sdo as formas infectantes para as aves e séo liberadas em
pequenas quantidades da glandula salivar toda vez que o mosquito pica um hospedeiro

vertebrado*® 724253033

O processo alimentar dos insetos hemato6fagos € caraterizado por diferentes etapas: fase de
sondagem, na qual ocorre a penetracdo das pecas bucais na pele do hospedeiro e a localizacéo
do sangue e a fase de ingurgitamento, onde o alimento entra no canal alimentar®. A refeicdo
sanguinea realizada por muitas espécies de insetos é indispensavel para suprir suas demandas
nutricionais, somente sendo possivel evoluir e reproduzir-se realizando a hematofagia desde a
primeira fase de vida até a fase adulta (p.e triatomineos). Para o caso dos vetores da maléria
aviaria, a hematofagia serve apenas como uma fonte de proteinas e aminoacidos necessaria para
a maturacdo dos ovarios®. Durante a transferéncia do sangue do hospedeiro para o intestino
médio, o0s insetos apresentam bombas de succdo localizadas na sua cabeca que funcionam
criando uma diferenca de pressao entre a abertura do canal alimentar na pele do hospedeiro e 0
lamen da cavidade criada pela contragdo da musculatura associada as mesmas°. Durante a
hematofagia, 0s insetos podem ter sua temperatura elevada até cerca de 20°C, devido a rapida
ingestdo de sangue e, também pelo contato com o hospedeiro de modo a viabilizar a refei¢do

sanguinea®®,

2.2.1.2 Ciclo de vida no hospedeiro vertebrado

O desenvolvimento do parasita no hospedeiro vertebrado pode ser dividido em 3 estagios
nomeadamente: merogonia exoeritrocitica, merogonia eritrocitica e formagao de gametdcitos®.
Embora o ciclo de vida dos hemosporideos se assemelhe na fase sexuada, as diferencas entre 0s
géneros sdo verificadas na fase assexuada em relagdo a existéncia e o local onde ocorre cada

uma desses estagios”. Para melhor entendimento de cada uma dessas fases, sera feita uma
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descricdo do ciclo de vida dos parasitas do género Plasmodium (Figura 1) e posteriormente das
variagOes constatadas nos géneros Haemoproteus e Leucocytozoon (Figura 2).

Em geral o ciclo de vida do parasita na ave se inicia quando 0s esporozoitos presentes nas
glandulas salivares do vetor s&o inoculados no hospedeiro vertebrado durante o repasto
sanguineo. Os esporozoitos podem invadir ou ser fagocitados por células endoteliais ou do
sistema fagocitico mononuclear (SFM), de vérios tecidos (em especial baco e pele) originando,
por meio de esquizogonia, a primeira geracdo de merozoitos (criptozoitos), que ndo sdo capazes
de infectar células sanguineas. Os criptozoitos se desenvolvem e por meio de esquizogonia dao
origem a uma segunda geracdo de merontes exoeritrociticos primarios (os metacriptozoitos
também denominados merontes teciduais ou esquizontes teciduais), que se se desenvolvem em
macrofagos de diversos 6rgaos por reproducdo assexuada e rompem-se liberando uma grande
qguantidade de merozoitos. Os merozoitos resultantes desta etapa poderdo seguir destinos
distintos, dependendo de fatores enddgenos e das condi¢Ges do hospedeiro. Uma parte pode
retornar ao ciclo de merogonia exoeritrocitica secundaria induzindo ao desenvolvimento de
uma nova geracdo de numerosos metacriptozoitos e fanerozoitos (também denominados
merontes teciduais ou esquizontes teciduais) resultantes da reproducdo assexuada de
merozoitos das células endoteliais e mononucleares fagociticas. A outra parte dos merozoitos
que invade as células sanguineas (tipicamente eritrocitos) pode continuar desenvolvendo-se em
trofozoitos que por reproducdo assexuada (esquizogonia) transformam-se em merontes
eritrociticos (também denominados esquizontes eritrocitarios) ou desenvolvem-se por
gametogonia nas formas sexuadas do parasita, macrogametdcitos (femininos) e
microgametécitos (masculinos) que sdo infectantes para outro artropode hematdfago. Os
gametdcitos permanecem nos eritrocitos sem se desenvolverem, até serem ingeridos por um

hospedeiro invertebrado hematéfago dando continuidade ao ciclo (Figura 1)%*>"24%.
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Figura 1 - Ciclo de vida do parasito do género Plasmodium que infectam aves, representando o
ciclo no hospedeiro invertebrado (painel esquerdo) e o ciclo no hospedeiro vertebrado
(painel direito)*.

Legenda: (a) esporozoito, (b) criptozoito jovem, (c) criptozoito maduro, (d)
criptozoito rompe-se liberando merozoitos, (e) metacriptozoito jovem, (f)
metacriptozoito maduro, (g) metacriptozoito rompe-se liberando merozoitos, (h)
merozoitos, (i) trofozoito, (j) meronte eritrocitico, (k) meronte eritrocitico
rompe-se liberando merozoitos, (l) fanerozoito jovem, (m) fanerozoito maduro, (n)
fanerozoito rompe-se liberando merozoitos, (0) trofozoitos, (p) macrogametécito, (q)
microgametdcito, (r) macrogameta, (s) microgameta exflagelado, (t) zigoto movel ou
oocineto, (u) oocineto invade lamina basal, (v) oocisto, (w) oocisto maduro liberando

esporozoitos, (x) esporozoitos instalam-se nas glandulas salivares.
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Os ciclos entre os géneros Plasmodium, Haemoproteus e Leucocytozoon diferem quanto ao
local onde ocorre a esquizogonia e as formas infectantes presentes na corrente sanguinea*s. Nos
parasitas do género Haemoproteus a merogonia exoeritrocitica ocorre nas células endoteliais,
macrofagos e miofibroblastos (principalmente nos musculos estriados) onde sdo formados os
megalomerontesc (megaloesquizontes). Enquanto nos parasitas do género Leucocytozoon a
merogonia exoeritrocitica ocorre em células parenquimatosas do figado (hepatocitos),
macrofagos e nas células reticulo endoteliais onde geram grandes quantidades de sincicios e
merozoitos que quando fagocitados originam megaloesquizontes. Apenas o0s parasitas do
género Plasmodium realizam a merogonia eritrocitica, isto €, a esquizogonia dos demais
géneros sO ocorre em células ndo circulantes (hepatdcitos, células endoteliais vasculares) e a
unica fase de desenvolvimento encontrada nos eritrocitos sdo os gametdcitos fato que
impossibilita a infeccdo de hospedeiros vertebrados por inoculacdo de sangue infectado devido
a auséncia de merogonia no sangue*s#, Os merontes eritrociticos dos parasitas do género
Plasmodium desenvolvem nas células da série eritrocitica enquanto 0s gametocitos

desenvolvem maioritariamente em eritrécitos maduros®.

A semelhanca de Plasmodium, os gametécitos do género Haemoproteus desenvolvem-se em
eritrécitos maduros enquanto os do género Leucocytozoon para além dos eritrdcitos, os
gametécitos  desenvolvem-se em eritoblastos e leucdcitos®. A presenca de merontes
(esquizontes) e gametdcitos em infecgbes por Plasmodium permite diferenciar dos demais
géneros de hemosporideos, fato que é importante para a identificacdo, pesquisa experimental
sobre a viruléncia, patogenicidade e outros aspectos da biologia da maléria aviaria>*°. Outro
aspecto que permite diferenciar os parasitas € a presenca de granulos proeminentes dourados ou
pigmentos negros resultantes da digestdo da hemoglobina do hospedeiro designados pigmento
malarico ou hemozoina™**°. A hemozoina contém a parte ferrosa da hemoglobina que nio é
digerida pelos parasitas dos géneros Plasmodium e Haemoproteus, sendo acumulada em
vactolos nos gametdcitos e células da série eritrocitaria, nutridas pela hemoglobina®. Nos
parasitas do género Leucocytozoon, os gametOcitos e outros estagios do desenvolvimento

parasitario, ndo apresentam a hemozoina, pois digerem a hemoglobina por completo®.
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Figura 2 - Ciclo de vida do parasito do género Leucocytozoon que infectam aves,
representando o ciclo no hospedeiro invertebrado (painel esquerdo) e Ciclo no
hospedeiro vertebrado (painel direito)?*.

Legenda: (a) esporozoito, (b) meronte hepatico jovem, (c) meronte hepatico maduro,
(d) meronte hepatico rompe-se liberando sincicios e merozoitos, (€) sincicios, (f)
merozoitos, (g) sincicio invade parede endotelial, (h) megalomeronte, (i)
megalomeronte rompe-se liberando merozoitos, (j) merozoitos em eritrcitos, (k)
macrogametocito arredondado, () microgametdcito arredondado, (m) merozoitos em
leucécitos, (n) macrogametdcito fusiforme, (o)microgametdcito fusiforme, (p)
macrogameta, (q) microgameta exflagelado, (r) oocineto movel, (s) oocineto mével
invade lamina basal, (t) oocisto, (u) oocisto rompe-se liberando esporozoitos, (V)

esporozoitos instalam-se nas glandulas salivares.
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2.3 Epidemiologia

2.3.1 Distribuicao geografica e prevaléncia da malaria aviaria

Os hemosporideos que infectam aves tém uma distribuicdo cosmopolita e s&o encontrados em
todas as principais regides Zoogeograficas, com excecio da Antartica (Figura 3)**#%*. Devido
a irregularidade da investigacdo da fauna nas regides dentro das regides Zoogeograficas, a
distribuicdo dos hemosporideos de aves é feita com base nas regides Zoogeogréficas®. A
maioria das espécies de hemosporideos esta associada as regides Holartica (123 espécies),
Afrotropical (108 espécies) e Indomalaia (106 espécies) (Figura 3), sendo as regides
Australiana (22 espécies) e Neotropical (52), as que apresentam uma menor diversidade de
espécies de hemosporideos®. A menor diversidade de hemosporideos na regio Neotropical esta
relacionada com o padrdo migratorio das aves desta regido, que faz com que apenas espécies de
Leucocytozoon com distribuicdo mundial (Leucocytozoon danilewskyi, L. dubreuili, L.
fringillinarum, L. marchouxi ocorram nessa regido®. Apesar do nlmero de espécies
hemosporideos na regido Neotropical ser relativamente baixo comparativamente a regido
australiana, o numero de espécies de Plasmodium € seis vezes maior. Por outro lado, a regido
Neotropical tem uma grande diversidade ornitoldgica aliada a dificuldade de acesso as aves

comparativamente as demais regides****.

A prevaléncia das infec¢Ges por Leucocytozoon tende a aumentar das latitudes tropicais para as
altas latitudes da regido Holartica (Figura 3), provavelmente devido ao aumento da densidade
das populacGes hospedeiras e a capacidade dos parasitas completarem o seu desenvolvimento
nos vetores a temperaturas relativamente baixas. E na regido Neotropical tende a baixar devido
a auséncia de espécies hospedeiras endémicas, indicando que as infeccdes por Leucocytozoon
sp. sdo secundarias nesta regido, embora 0s parasitas sejam geralmente introduzidos por aves

migratérias da regido Holartica®.

Nas areas endémicas como no Sudeste asiatico, as infeccdes por Leucocytozoon ocorrem ao
longo do ano. Existe uma correlacdo positiva entre as incidéncias de leucocitozoonose com a
estacdo do ano e a localizacdo das fazendas de criagdo de aves. Durante as mudancgas sazonais,

da estacdo chuvosa a estacdo seca e vice-versa, a frequéncia de incidéncias de leucocitozoonose
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tende a aumentar. Isso se deve ao aumento das populagdes dos vetores (Simulideos e

Culicoides) %%,

Holartica

Haemoproteus= 78 spp.; 17.9%
Plasmodium= 19 spp.; 2.9%
Leucocytozoon =26 spp.; 16.2%

_ﬁv,\\\/ /”/

Indo-malaia
By =N
Haemoproteus=70 spp.; 13.1%
\/ Plasmodium =20 spp.; 0.8%
Neotropical Leucocytozoon=16 spp.: 2.9%
Haemoproteus=28 spp.; 7.1% Afro-tropical i

Plasmodium= 18 spp.; 1.6% | Haemoproteus=70spp.; 16.4% '
\ Leucocytozoon=135 spp.; 0.1% Plasmodium= 13 spp.; 3.2% Australiana
Leucocytozoon=25 spp.; 4.6% Haemoproteus= 11 spp.

/ Plasmodium= 3 spp.
Leucocytozoon =8 spp.

f\x/"\/—\/—\

sannd Antartica D

Haemoproteus/ Plasmodium/ Leucocytozoon = nunca foram detectados

Figura 3 - Distribuicdo dos hemosporideos nas Regides Zoogeograficas®*.

A combinacdo de fatores como: a riqueza de espécies de Leucocytozoon, elevada prevaléncia

de aves infectadas e a migracdo sazonal regular de aves de numerosas espécies da Regido

Holartica para o Sul durante o inverno, permite diferenciar a Regido Holartica das demais

regides Zoogeograficas e considerar esta como o centro de dispersdo de Leucocytozoon sp. *.

Por outro lado, a riqueza de parasitas da malaria na Regido Afrotropical, Indomalaia e

Neotropical, combinada com a transmissdo ativa dos parasitas e a migragao regular das aves da

Regido Holartica nas areas de invernada, permite distinguir essas Regifes como de dispersao

de Plasmodium sp. *.
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Estudos sobre a incidéncia e prevaléncia de hemosporideos aviarios em ambientes urbanos séo
escassos em todo o mundo “°, sendo realizados maioritariamente em regides temperadas e com
espécies nativas adaptadas ao meio urbano®. A presenca de hemosporideos foi avaliada na
regido tropical e temperada, onde foi encontrada uma prevaléncia varia de 50 a 80% na regiao

tropical e de 50 a 70% nas regides temperadas do Norte da América e Europa *>*.

2.3.2 Fatores que afetam a distribuicdo de hemosporideos nos hospedeiros

A epidemiologia dos hemosporideos € bastante complexa, sendo influenciada por fatores
relacionados com o hospedeiro invertebrado e vertebrado bem como o habitat*#****!. No
hospedeiro invertebrado, a temperatura é tida como um fator limitante. Considera-se que a
temperatura 6tima esteja em torno de 25°C para a maioria das espécies, sendo que a
esporogonia pode ser suspensa abaixo de 13°C e a deterioragdo dos oocistos ocorra abaixo dos
4°C. No entanto, ha espécies que realizam esporogonia em temperaturas mais baixas (p.e.
algumas espécies de Leucocytozoon apresentam temperatura 6tima de 15°C) 2%**?. Em baixas
temperaturas, os hospedeiros invertebrados podem ter dificuldade para sobreviverem e/ou
reproduzirem-se®* fato que faz com que os hemosporideos tenham um padréo de distribuic&o
complexa de acordo com a sazonalidade e regiGes geograficas. Deste modo, em Regides
Tropicais, os hemosporideos disseminam-se durante todo ano, enquanto nas Regides
Temperadas a distribuicdo é dependente da sazonalidade, com elevada parasitemia e
transmissao durante a primavera e verdo, e um periodo de laténcia e auséncia de parasitemia
durante o outono e inverno®*. Nas Regides Temperadas, o pico de transmiss&o é verificado nas
épocas guentes e umidas, onde ha maior abundancia e atividade dos vetores, aliados a migracao
das aves dos locais frios para os locais de invernada de alimentos®**3. Além disso, as aves
adultas com infecces cronicas e/ou recaidas constituem fontes de infeccdo e bem como a
presenca de aves jovens com baixa imunidade®*®’. Porém, pouco se sabe sobre a dinamica da
infeccdio nas Regides Tropicais', onde os vetores sdo ativos durante todo ano®. A distribuicao
também é modulada pela topografia e altitude: regiGes de altitude elevada podem néo
apresentar condicdes apropriadas a existéncia dos hemosporideos, regides de altitude
intermedidria podem apresentar uma ocorréncia estritamente sazonal e, em regifes de baixa
altitude os hemosporideos podem ocorrer de modo permanente devido a variacdo na

disponibilidade dos vetores®*%,
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No hospedeiro vertebrado, a resposta imune é o principal limitante?*. Os hemosporideos sdo
capazes de ficar latentes por periodos prolongados e causar recaidas em resposta a estimulos
hormonais (sobretudo corticdides), alteracbes de fotoperiodo ou condigdes de estresse ou
desafios imunologicos. Este padrdo é particularmente evidente em muitas espécies de
Haemoproteus, em que as “recaidas de primavera” sdo um fator determinante na epidemiologia

destes parasitas’**"2*.

Outro aspecto relacionado com a imunidade ¢ a idade do hospedeiro vertebrado, pois acredita-
se que as aves adultas s30 menos susceptiveis & infeccdo comparativamente as mais jovens®.
Entretanto, por terem maior periodo de contato com os vetores comparativamente as aves
jovens, geralmente tém maior probabilidade de serem infectadas e manterem a infeccdo por
longos periodos de baixa infeccdo®. A prevaléncia da infeccdo em aves adultas é maior
comparativamente as jovens. As aves adultas com infeccdes cronicas tém um papel importante
como fonte importante de parasitas para 0s vetores e na manutencdo das espécies de
hemosporideos na natureza, pois, segundo os ornitologistas, grupos dessa idade constituem a

parte mais estavel da populacéo de aves'*>.

A ocorréncia da infeccdo no hospedeiro vertebrado pode também ser influenciada por fatores
biodticos. Desta forma foram feitos os seguintes pressupostos: 1) longos periodos de nidificacédo
podem incrementar a probabilidade de infeccdo por hemosporideos, pois as aves sdo mais
acessiveis e atrativas para os vetores; 2) espécies maiores e mais pesadas fornecem maior
superficie para ataque por um grande numero de vetores aumentando a probabilidade de
inoculacdo de esporozoitos, além de emitirem enormes quantidades de CO,, composto utilizado
pelos vetores para localizar seus hospedeiros®**; 3) ninhos fechados conferem maior protecéo
que os ninhos abertos; 4) as fémeas sdo menos ativas que 0s machos durante a nidificacdo e por
isso sdo mais susceptiveis a infeccdo; 5) a probabilidade de infecgdo em aves costeiras € menor
devido a reduzida atividade dos vetores aliada as condi¢cBes ambientais que ndo sdo favoraveis
para a reproducdo dos vetores; 6) a probabilidade de infeccdo de aves tende a reduzir em
regibes com elevada atividade antropogénica (uso de pesticidas, inseticidas, poluicdo,

desflorestamento)®**,
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2.3.3 Especificidade e susceptibilidade de Hospedeiros

Alguns parasitas sdao mais especificos, outros sdo bem mais generalistas podendo acometer
espécies naives durante o processo de mudanca de hospedeiros®. De um modo geral os parasitas
do género Haemoproteus sio mais especificos em relacdo aos seus hospedeiros®. Essa
caracteristica tem dificultado o estabelecimento de modelos experimentais tanto em aves assim

como vetores uma vez que a inoculacio de sangue infectado é quase impossivel*®.

Algumas
especies de Haemoproteus com elevada especificidade incluem: H. palumbis e H. columbae

que ndo se desenvolvem mesmo em espécies de aves do mesmo género®.

Os parasitas do género Plasmodium s&o na sua maioria generalistas, podendo se desenvolver
em aves pertencentes a familias e ordens distintas. Estudos filogenéticos demonstram que estes
parasitas alternam hospedeiros durante a evolucdo, podendo a mesma linhagem infectar
maltiplas espécies de hospedeiros®. Essa falta de especificidade e diferencas de
susceptibilidade dos hospedeiros podem levar o parasita a desenvolver adaptagdes
morfofisioldgicas ao hospedeiro ou modificacdes relacionadas a intensidade de parasitemia®“.
Por outro lado, a flexibilidade na alternancia de hospedeiros, bem como a susceptibilidade
relatada em canarios, pintinhos, patos e outras aves domésticas, sdo valiosas para manejo e
prevencdo da maléria aviaria em populacdes cativas e de vida livre, pois podem determinar
potenciais hospedeiros e possibilitar a identificacdo de espécies™®**’. Algumas aves s&o
altamente suscetiveis a infeccdo por Plasmodium sp., como pinguins (Sphenisciformes) e
“honeycreepers” aves nativas do Havai (Passeriformes: Drepanidinae), podendo levar a
quadros clinicos graves e até ao 6bito™*?. A alta suscetibilidade est4 relacionada com o fato
destas aves ndo terem desenvolvido as respostas imunoldgicas apropriadas para lidar com estes

parasitas, pelo fato de ndo terem convivido evolutivamente com hemosporideos*?*.

A maioria das espécies de Leucocytozoon é especifica em relacdo aos seus hospedeiros, ao
nivel de ordem, familia e em alguns casos espécie **. Leucocytozoon caulleryi é uma espécie
estritamente especifica. Este parasita se desenvolve frequentemente em galinhas domésticas?®,
ndo infectando patos, gansos, perus e pombos domésticos®. Em geral, a infeccéo experimental
de aves pertencentes a mesma ordem, porem de diferentes familias ndo gera resultados
satisfatorios quando infectadas com as mesmas espécies de Leucocytozoon®. No ha relatos de
hemosporideos aviarios sendo transmitidos a espécies ndo-aviarias, de modo que se aceita que

estes parasitas ndo apresentam risco zoon6tico®**®,
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2.4 Patogenia

A maléria aviaria € primariamente uma doenca do sangue e do sistema reticulo endotelial, e o
progresso da doenca e dos sinais clinicos esta intimamente ligado ao aumento do namero de

parasitas na circulacdo periférica*

. Pouco se sabe sobre a patogenia das infeccdes por
Haemoproteus e Leucocytozoon em hospedeiros naturais ou experimentais, devido a menor
severidade destes processos®, por isso serd feita uma descricdo baseada na patogenia dos

parasitas do género Plasmodium.

A infeccdo das aves por hemosporideos inclui as seguintes fases (Figura 4): 1- pré - patente,
antes da emergéncia das primeiras formas parasitarias sanguineas. Em aves infectadas
experimentalmente as aves excretam fezes esverdeadas 4 dias ap6s a inoculagdo; 2 - aguda,
caracterizada pelo surgimento das primeiras formas sanguineas, a parasitemia cresce
rapidamente até atingir um pico, a fase de crise. Nessa fase € verificada uma diarreia mucoide
esverdeada brilhante, que persiste por 2 dias nas aves que sobrevivem a infeccdo; 3 - crise,
quando a parasitemia alcanca o seu pico em torno do vigésimo primeiro dia pos infeccdo. A
crise persiste por aproximadamente 7 dias e, entdo a parasitemia comeca a reduzir
gradualmente até chegar aos niveis cronicos de infeccdo. Nessa fase hd uma boa correlacdo
entre a parasitemia periférica e os sinais clinicos; 4 — crbnica, onde poucos parasitas sdo
encontrados no sangue. Momentos de imunossupressdao do hospedeiro ou em resposta a
sazonalidade durante esta fase podem resultar num aumento da parasitemia (recrudescéncia); 5-

fase latente, quando os parasitas desaparecem do sangue periférico, persistindo nos érgaos™***,

A patogenicidade da maléria aviaria difere durante as fases aguda e cronica da doenca e o
aparecimento de sinais clinicos estd associada com a fase aguda da infeccdo, que pode
progredir rapidamente. As infeccdes cronicas provavelmente persistem por toda a vida nas aves
infectadas, e tanto os parasitas circulantes quanto 0s merontes exoeritrocitarios persistentes
podem servir como fonte de infecgfes recrudescentes. Uma recaida de parasitemia ocorre na
maioria das espécies de hemosporideos durante o periodo reprodutivo do hospedeiro

vertebrado, o que facilita a infeccdo de vetores e a transferéncia da infeccéo para os filhotes®.

Em infeccbes por Haemoproteus e Leucocytozoon, a ocorréncia de recaidas de primavera € bem
definida e joga um papel importante na epidemiologia destes parasitas. No caso de Plasmodium,

episodios de estresse e imunossupressdo (tratamentos com corticoides) podem induzir a



34

recrudescéncia em animais clinicamente curados e livres de parasitemia por longos

periodos™*°>%,
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Figura 4 - Representacdo da dinamica da parasitemia dos parasitas da maléria em aves”.

2.5 Sinais clinicos

As infeccOes por hemosporideos em aves sdo normalmente subclinicas ou resultam apenas em
alteracdes clinicas discretas. Mas em casos particulares ou em aves altamente suscetiveis,
como pinguins e honeycreepers podem levar a quadros clinicos graves e até ao ébito. Quando
presentes os sinais clinicos incluem: convulséo, letargia, anorexia, penas ericadas, dispneia,
diarreia, regurgitacdo, esplenomegalia, hipertermia ou hipotermia, cabec¢a decaida, sonoléncia,
paralisia das patas, tremores e, em casos de alta parasitemia, pode ocorrer palidez das
mucosas, prostracdo e morte. Em aves domésticas infectadas por L. caulleryi a morte pode
ocorrer 7 a 10 dias ap6s a infeccdo ou podem recuperar com sequelas que incluem baixo

desenvolvimento e reducéo na producéo de ovos*>?*.

Estudos experimentais podem levar a laminites, depressédo, diarreia com fezes esverdeadas
(excesso de biliverdina associado a hemolise), cuja evolucdo acompanha diretamente a

progressdo da parasitemia. Em estudos detalhados de galinhas infectadas experimentalmente
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com P. gallinaceum, os sinais clinicos tornam-se primeiros notaveis de 5 a 7 dias apos a
inoculagdo de sangue infectado. Dentre os parasitas da maléria aviaria, Plasmodium durae, P.
juxtanucleare, e P. gallinaceum sdo os que frequentemente sdo observados em surtos,

especialmente de malaria severa em aves domésticas’*>244849,

2.6 Diagndstico

O diagnéstico da maléria aviaria é baseado nas caracteristicas morfolégicas dos parasitas
observados através de exame microscopico de esfregacos sanguineos corados com Giemsa,
principalmente durante os estagios eritrociticos, porém € dificultado pela auséncia de sinais
clinicos e pela baixa parasitemia. O diagnostico pode ser reforcado por técnicas de biologia
molecular, infeccdo experimental em pintinhos, canarios e patinhos, sorodiagndstico e a imuno-

histoquimica, sendo estes procedimentos aplicados para a pesquisa cientifica*>?*.

2.6.1 Identificacdo morfologica

O padréo de ouro para o diagnéstico da malaria aviaria é o esfregaco sanguineo delgado corado
com Giemsa onde é possivel demonstrar a presenca de formas sanguineas do parasita
dependendo do género dos hemosporideos. O esfregaco ou gota espessa, preconizado para o
diagnostico de malédria em mamiferos, ndo deve ser utilizado para as aves devido a
sobreposicdo dos nucleos dos eritrécitos™*?*. A identificacdo morfoldgica de parasitas da
malaria é baseada na chave taxondmica publicada por Valkiiinas®, onde a descricdo é feita
através das caracteristicas morfométricas das formas parasitarias encontradas no sangue
periférico dos hospedeiros vertebrados como: (i) a distribuicdo, a forma, o tamanho e a
quantidade dos pigmentos de hemozoina; (ii) a influéncia do parasita nas células infectadas;

(iii) e o tamanho e forma do  parasita em relacdo ao ndcleo do eritrocito infectado™*2%4¢.

O diagnostico de parasitas do género Leucocytozoon em esfregaco delgado é feito pela
demonstracdo da presenca gametocitos cujas caracteristicas morfologicas sdo muito
particulares®®. Os gametécitos deste género podem ser vistos nos eritrécitos e leucécitos, sao

alongados, grandes e sem pigmento malarico podendo distorcer completamente a célula
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hospedeira, ao ponto de n&o se reconhecer®®*®. A proporcéo e a forma dos gametécitos variam
ao longo do curso da infeccdo: na fase inicial ha predominéancia de formas arredondadas (8-14
dias), as formas fusiformes apresentando as extremidades alongadas surgem mais tarde (12-18
dias). As formas parasitarias de Leucocytozoon sdo relativamente frageis e podem sofrer
ruptura e distor¢do durante a elaboracdo do esfregaco delgado, sobretudo os microgametacitos,
criando figuras atipicas que podem ser facilmente confundidas com artefatos e/ou debris

celulares*?+2426

A presenca de merontes eritrociticos e gametocitos com pigmentos granulares pretos ou
acastanhados proeminentes é um achado caracteristico da infecgdo por parasitas do género
Plasmodium, porém sua auséncia nao é suficiente para excluir a presenca destes parasitas nem
sua presenca € suficiente para excluir a possibilidade de uma infeccdo mista por Plasmodium e
Haemoproteus, uma situacdo comum que dificulta a identificacdo dos hemosporideos apenas
pelo diagnostico morfologico, havendo a necessidade de combinagdo com as técnicas
moleculares como 0 sequenciamento genético, para determinar a(s) espécie(s) de

hemosporideos(s) »* /12448,

Os géneros Haemoproteus e Plasmodium apresentam o maior desafio na diferenciacdo, dadas
suas semelhancas morfoldgicas. Uma caracteristica particular de Haemoproteus e Plasmodium
é que suas formas eritrocitarias adultas, gametocitos e merontes eritrocitarios, apresentam a
hemozoina que é refringente & microscopia de luz polarizada, auxiliando a sua identificacdo®.
A identificacdo individual de espécies Plasmodium é tradicionalmente definida pelo tamanho e
forma dos gametdcitos intraeritrociticas e merontes, nimero de merozoitos produzidos por
merontes maduros, mudancas na morfologia dos eritrécitos do hospedeiro vertebrado bem
como as caracteristicas como hospedeiros, espécies de mosquitos suscetiveis, morfologia e

localizacdo dos merontes exoeritrociticos’ #4648,

2.6.2 Diagnostico molecular

O diagnostico molecular pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem ganhado destaque no
diagnostico das hemosporideos, sobretudo na pesquisa cientifica. A técnica pode ser aplicada
em amostras de sangue de aves vivas (sangue total, coagulo ou papa de hemacias, preservados

por congelamento ou em papel filtro ou etanol absoluto) ou em amostras teciduais de aves
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mortas (bago, figado, pulmdo, medula Ossea, preservadas por congelamento ou etanol
absoluto)®. O diagnéstico molecular tem uma vantagem sobre o morfolégico uma vez que
permite detectar hemosporideos com parasitemia baixa (indetectaveis pelo esfregaco delgado),

particularmente em infeccdes cronicas >,

O uso de marcadores moleculares como 18S e principalmente o citocromo b (cytb)

incrementaram a possibilidade de detetar infeccdes por hemosporideos em aves**’

e
possibilitaram o uso de sequéncias genéticas como critério adicional para identificacdo e
classificacdo de parasitas bem como informagGes sobre a diversidade genética, filogeografia,
filogenia e especificidade em relacdo ao hospedeiro vertebrado®°. Vérios pares de primers
projetados para amplificar por¢cdes do genoma mitocondrial do parasita, permitem distinguir
Haemoproteus e Plasmodium de Leucocytozoon ou todos os trés géneros um do outro apos
digestéio de restricdo de produtos de PCR**!!. No entanto, o sequenciamento de produtos de
PCR é necessario para identificar linhagens individuais de parasitas e determinar relacdes
filogenéticas. As sequéncias parciais do cytb sdo depositadas num banco de dados especifico
para hemosporideos aviarios — o MalAvi, permitindo deste modo maior disponibilidade de

informac&o do parasita”.

O advento das técnicas moleculares permitiu a descoberta de uma grande diversidade de
hemosporideos maior que aquela sugerida pela taxonomia tradicional. O cytb tornou-se um
gene DNA barcoding para a maléria aviaria tendo revelado numerosas linhagens genéticas. O
uso crescente dos métodos moleculares levou a numerosas sequéncias no GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) e MalAvi que foram identificadas apenas ao nivel do género,

ndo tendo sido possivel identificar paralelamente a morfoespécie’ 242",

2.6.2.1 Diversidade de linhagens de hemosporideos

A diversidade de linhagens de hemosporideos vem aumentando com o advento da biologia
molecular. Estudos moleculares identificaram mais de 1300 linhagens de hemosporideos,
levando a criacdo de uma base de dados coordenada (MalAvi). O banco de dados MalAvi
(http://mbio-serv2.mbioekol.lu.se/Malavi/) constitui um recurso inestimavel que cataloga todas
as linhagens descritas atualmente bem como as respetivas morfoespécies, distribuicdo

geografica e seus hospedeiros vertebrados e invertebrados. Os padrbes biogeograficos da
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diversidade parasitaria sdo Uteis para determinar como as interacdes parasita-hospedeiro podem

influenciar a especiacao™ .

A linhagem dos hemosporideos € definida a partir da regido amplificada pelos primers HAEMF
e HAEMR?2 (479 pares de base-bp) para parasitas do género Plasmodium e Haemoproteus?, e
primers HAEMFL e HAEMR2L (480 bp) para parasitas do género Leucocytozoon'® (Figura 7).
Apesar do DNA mitocondrial dos hemosporideos ser menor dentre 0s eucariotas
(aproximadamente 6000 bp), a regido HAEMF e HAEMR2 captura mais haplétipos que os que
seriam achados na andlise de todo gene citocromo b, sendo suficiente para a identificacdo de
linhagens. No entanto, a maioria das linhagens ndo é de espécies descritas, sendo definidas com
base nas variacBes genéticas e espécie do hospedeiro. Deste modo, as linhagens de
hemoparasitos diferindo por 3 ou mais substituicdes nucleotidicas ou 0,5% sdo consideradas
linhagens distintas principalmente quando encontradas em diferentes espécies de aves. Se a
divergéncia genética for acima de 0,5%, porém encontrada na mesma especie, € tida como a
mesma linhagem do parasita. E importante enfatizar que algumas espécies de parasitas podem
apresentar uma grande diversidade de linhagens infectando um Gnico hospedeiro ou também
vérias linhagens infectando diferentes hospedeiros 2*4#"°2%3 A nomenclatura da linhagem usa
um acrénimo que corresponde a abreviatura da espécie do hospedeiro (em latim ou inglés) na
qual a linhagem foi inicialmente descrita, seguida pelo nimero (p.e GRWO1, great reed

warbler linhagem 1)™*.

2.6.3 Infeccéo experimental

A infeccdo experimental de aves foi preconizada por muito tempo como modelo importante
para o estudo da maléria humana*®**. Com a descoberta dos parasitas da malaria em roedores e
0 desenvolvimento de técnicas de cultivo in vitro de Plasmodium falciparum, a abordagem
cientifica do Plasmodium em aves comegou a decrescer no final do século XX. Contudo, 0s
conhecimentos adquiridos dos estudos pioneiros de hemosporideos aviarios bem como o seu

11,56

significado na biologia conservativa e evolucionéria contribuiram para o uso desses

parasitas em estudos sobre diversidade de parasitas, interacdo parasita-hospedeiro, ciclo de
vida, interagdo durante coinfeccOes, esclarecimento de variagbes genéticas e analise da

4,7,18,19,27,

expressdo do gene durante infeccGes primarias 4849 A realizacdo de estudos desta

natureza € uma oportunidade para a identificacdo morfologica do parasita e o desenvolvimento
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dos marcadores moleculares para melhor identificacdo da espécie dos hemosporideos aviarios

bem como as suas respectivas linhagens*®%°2,

A infeccdo experimental pode ser feita mediante inoculacdo de sangue com a participacao do
vetor infectado ou pela inoculacdo de sangue através de uma seringa®. A inoculagdo de sangue
em um ou mais hospedeiros susceptiveis naives, é tida com um método com muita
sensibilidade na identificacdo de Plasmodium em infec¢Oes cronicas. Nessas infecgdes a
deteccdo de parasitas em esfregacos sanguineos passa despercebida na maioria das vezes.
Entretanto, as aves inoculadas ampliam a infeccdo para uma parasitemia maior, facilitando o
diagndstico através de esfregaco delgado e garantindo uma melhor caracterizacdo morfolégica
das formas eritrociticas. Essa técnica ndo pode ser usada no diagnostico de infecgdes por
Leucocytozoon e Haemoproteus, porque apenas os gametocitos sdo encontrados nas células
circulantes, mas pode ser usada para separar infeccbes mistas por Plasmodium e

Haemoproteus**81°.

A inoculacdo de sangue pode ser feita pela via intravenosa, subcutanea ou intramuscular,
utilizando-se sangue fresco coletado com anticoagulantes ou crio-preservado (conservado em
glicerina ou dimetilsulféxido e congelado em nitrogénio liquido). A criopreservacao de sangue
infectado de aves, geralmente tem sido efetiva quando a parasitemia estd acima de 1%,
requerendo métodos para isolar e manter os baixos niveis de parasitemia de Plasmodium das
aves selvagens para posterior uso em ensaios de competéncia vetorial em mosquitos ou

inoculagdo como o caso de citrato de sédio (CPDA)*1%245",

Atualmente sdo consideradas dois meios de obtencdo dos parasitas da malaria aviaria a partir de
aves na natureza. O primeiro método consiste em colocar aves sentinelas em gaiolas que
protegem elas dos potenciais predadores, mas que permitam a entrada dos mosquitos, no local
onde a transmissdo do parasita de interesse foi documentada. O segundo metodo pelo qual o
parasita podera ser obtido da natureza ¢ mediante o0 uso de aves selvagens diretamente da
natureza do local onde a espécie Plasmodium alvo foi reportada. A infeccdo bem como a
parasitemia devera ser controlada semanalmente durante um més por microscopia e/ou PCR.
Caso as aves testem positivas a infec¢do, o0 sangue das aves podera ser coletado e refrigerado
(curto periodo) ou preservado em nitrogénio liquido (longo periodo) ou também poderdo ser
levadas ao laboratorio para serem doadoras de sangue infectado para aves naives ou suscetiveis

ou ser usadas para prover sangue infectado diretamente ao vetor de interesse. A falta de
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protocolos para a preservacao de sangue infectado refrigerado por curto periodo tem sido uma
das dificuldades. Outro impasse decorrente de uso de aves selvagens é a probabilidade de
encontrar o individuo infectado com espécie de Plasmodium alvo, especialmente quando se
trata de espécie que ocorrem com baixa prevaléncia e parasitemia na populacdo de aves ou em
locais com multipla transmissdo de Plasmodium spp. e outros hemosporideos relacionados,

havendo o risco de a ave ser exposta a maltiplas coinfecgdes'’204¢=7%8,

2.7 Tratamento

Ainda ndo existem farmacos antimaléricos disponiveis comercialmente ou aprovados para o
tratamento de bandos de aves*. Preconizando-se o tratamento em casos de relevancia clinica
(espécies suscetiveis, aves debilitadas, alta parasitemia, sinais clinicos evidentes)®. A
persisténcia da parasitemia ou recaidas pode ocorrer durante e ap6s o tratamento, havendo

necessidade de criar medidas de controle ajustadas®.

O tratamento envolve a combinacdo de farmacos, sendo um contra as formas parasitarias
teciduais (primaquina) e outro contra as formas parasitarias sanguineas (cloroquina, derivados
do quinina, trimetroprim-sulfa)®*. Os farmacos anticoccidianos (sulfamonometoxina,
sulfacloropirazina e halofuginona) sdo pouco eficazes no tratamento da P. durae em perus
domésticos, mas podem ser eficazes contra P. gallinaceum. A sulfamonometoxina suprime a
parasitemia, mas ndo fornece protecdo total contra a mortalidade quando administrada apos o
aparecimento de parasitas circulantes. A sulfacloropirazina reduz a mortalidade, mas ndo tem
efeito sobre a parasitemia, sugerindo que ela tem alguma eficicia contra os esquizontes
exoeritrociticos. A halofuginona retarda a parasitemia, mas a suprime apenas em menor

grau48,59
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3 JUSTIFICATIVA

Em estudo anterior realizado por nosso grupo em Aves na Fundacdo Parque Zooldgico de Sao
Paulo (FPZSP), foram colhidas 1254 amostras, de 677 individuos, de 123 espécies, 29 familias
e 17 ordens™. Das 17 ordens amostradas, 11 foram encontradas positivas para hemosporideos,
com 85 individuos positivos por PCR para Plasmodium e/ou Haemoproteus™. Algumas aves
foram positivas por PCR, mas néo tiveram a espécie de Plasmodium identificada. Dentre os 85
individuos encontrados positivos, 14 linhagens de Plasmodium foram detectadas. Dessas,
apenas duas tinham espécie descrita: DENPETO03 (P. nucleophilum) e GRWO06 (P. elongatum).
Das 12 linhagens de Plasmodium sp. detectadas, seis foram novas descri¢des™, sendo que em
nenhuma foi possivel identificar a espécie até o momento. As linhagens (NYCNYCO1 e
PESAO01) amplamente detectadas no zoo (43% das infecgbes) sdo da mesma espécie de
Plasmodium, subgénero Haemamoeba. Embora a sequéncia cytb de NYCNYCOL apresente
96% de identidade com P. gallinaceum, trata-se provavelmente de uma nova morfoespécie,
visto que ndo apresenta as caracteristicas morfologicas desta espécie (Gediminas Valkitinas,
comunicacdo pessoal). A identificacdo morfoldgica e determinacdo da espécie de Plasmodium
dessa linhagem ficaram comprometidas devido as baixas parasitemias e presenca de infecgdes
mistas com Haemoproteus. A linhagem DENVIDO01, com sequéncia cytb com 97% de
identidade com P. nucleophilum, também mostrou indicios morfol6gicos de nova espécie do
subgénero Novyella, justificando também a realizacdo de infeccBes experimentais (Gediminas

Valkitinas, comunicagdo pessoal).

Nos estudos sobre a prevaléncia de hemosporideos aviarios realizados no Brasil, poucos fazem
mencdo a prospeccdo da presenca de Leucocytozoon. Recentemente foi feita a primeira
descricdo de sequéncia genética de Leucocytozoon no Brasil, em Lepidothrix coronata na
regido central da Amazonia. Esse estudo foi conduzido em populagdes de aves da Amazonia,
Mata Atléntica e Pantanal usando um protocolo que combina real time PCR, nested PCR e
microscopia. Foram detectadas cinco amostras positivas para Leucocytozoon através do
diagnostico molecular, porém nenhuma lamina foi examinada nessas amostras. As sequéncias
das amostras positivas revelaram que as cinco amostras foram infectadas pela linhagem
LEPCORO08 (atualmente denominada SETAUD30), nao tendo sido possivel chegar a espécie de
Leucocytozoon?®. Deste modo torna-se necessario o delineamento de estudos que possam
contribuir para a identificacdo de Leucocytozoon bem como a diversidade de hemosporideos

em aves brasileiras.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

a) Contribuir na identificacdo e classificagdo de espécies de Plasmodium,

Haemoproteus e Leucocytozoon por microscopia e DNA Barcoding.

4.2 Obijetivos especificos

a) Testar um modelo experimental para o desenvolvimento eritrocitico de parasitas da
malaria aviaria;

b) Identificar as espécies de Plasmodium em aves da FPZSP com infecc¢éo crénica;

c) Auvaliar o efeito da inoculacdo de sangue heter6logo nas aves receptoras;

d) Determinar a distribuicdo geografica e a prevaléncia das linhagens de hemosporideos

detectados.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Local de estudo e coleta das amostras

No presente estudo foram usadas amostras de sangue de aves cativas (do plantel) da Fundacao
Parque Zoologico de Séo Paulo (FPZSP) para a infeccdo experimental e de aves de vida livre
(oriundas da colaboracdo com o Dr. Alan Fecchio do Instituto de Biologia da Universidade
Federal da Bahia, Dr Fabio Schunck do Instituto de Biologia da Universidade de Séo Paulo e Dr
Victor Cueto do Centro de Investigacion Esquel de Montafia y Estepa Patagonica (CIEMEP),
CONICET - Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco, Esquel, Chubut, Argentina)
para determinar a distribuicdo geografica de hemosporideos. As amostras das aves de vida livre
foram coletadas entre 2016 e 2018, em diferentes areas geograficas do Brasil e Argentina. O

mapa na Figura 5 indica os locais onde foram coletadas as amostras.

O procedimento experimental foi realizado em pintinhos no Biotério de Aves do Departamento
de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) Il, da Universidade de S&o Paulo.

5.1.1 Area de estudo no Brasil

Foram amostradas aves silvestres de areas de conservacdo situadas em estados costeiros

caracterizados pela presenca de Mata Atlantica ou Caatinga:

a) CEB - Centro de Estudos da Biodiversidade Michelin/ Reserva Ecoldgica Michelin: é
um fragmento de Mata Atléntica, localizado a 177 km ao sul da capital, Salvador,
Bahia, entre 0os municipios de Itubera e Igrapitna. A reserva incorpora as florestas das
duas margens do Rio Cachoeira Grande (13°46'56.45"S; 39°10'0.71"W) e segue o rio
no sentido oeste/sudoeste por 3,2 km acima da cachoeira, e termina no limite ocidental
(13°47'50.95"S; 39°11'18.31"W).
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b) Fazenda Tunico — Milagres: localiza-se no municipio de Milagres, Bahia, BA
(12°54'47.4"S; 39°49'39.7"W). O territdrio é composto pelo bioma Caatinga.

¢) Reserva Bioldgica de Guaribas (REBIO Guaribas): € uma reserva de Mata Atlantica
com uma area de 4.051,62 hectares, situada nos municipios de Mamanguape e Rio
Tinto (6°43'17"S; 35° 10' 49"W) no Estado da Paraiba, PB.

d) Ndcleo Curucutu: € um dos dez nucleos que compde o Parque Estadual da Serra do Mar
(PESM). Esta localizado entre as regides metropolitanas de S&o Paulo e da Baixada
Santista, SP (23°59'37.3"S 46°43'58.1"W). Esta inserido na Mata Atlantica e apresenta

ambientes variados como os Campos Nebulares e Matas Nebulares.

e) PNSHL- Parque Nacional Saint Hilaire-Lange (PARNA): é um hotspot de Mata
Atlantica localizado no litoral do estado do Parand, abrangendo os municipios de
Matinhos, Guaratuba, Morretes e Paranagué (25°40'21"S; 48°38'44"W).

f) PUCRS Pr6-Mata: é uma area de cerca de 3.100 hectares de Mata Atlantica, localizada
na regido nordeste do Rio Grande do Sul, RS, no Planalto das Araucérias e borda da
Serra Geral e abrange parte dos municipios de Sdo Francisco de Paula, Maquiné e Itati
(29°28'49.4"S; 50°10'27.2"W).

5.1.2 Area de estudo na Argentina

As amostras foram coletadas no Rancho Cafiadon Florido (42° 55" S, 71° 21' W), Esquel, na
provincia de Chubut, Argentina (Figura 5). Uma éarea de ecdtone entre Floresta Andino
Patagonica e Estepe Patagdnica caracterizada pela predominancia de aves migratérias de longas
distancias. A inclusdo das amostras desta regido esta relacionada com o fato das guaravacas-de-
crista-branca Elaenias albiceps chilensis (Aves: Tyrannidae) desta regido migrarem durante o
inverno para o Brasil. As aves migrantes tém um papel importante na disseminagéo de doengas e
na prevaléncia de hemoparasitas, caracteristica relevante para inclusdo desta espécie no presente

estudo.
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Figura 5 — Localidades de estudo no Brasil e Argentina, nos biomas Mata Atlantica, Caatinga e
Floresta Andino Patagonica.

5.1.3 Captura e coleta de amostras das aves

As aves foram capturadas com redes de neblina de 12 m de comprimento por 2,5 de altura e
malha de 35 mm. As redes permaneciam abertas desde o nascer do sol até ao final da manha e
eram vistoriadas em intervalos de 30 minutos para retirada das aves. As amostras de sangue das
aves foram obtidas por puncdo da veia metatarsiana medial ou da veia braquial utilizando uma
agulha estéril descartavel (BD 30x3). Com o sangue obtido foram confeccionados dois
esfregacos sanguineos e a outra parte foi preservada em cartbes FTA para posterior extracao de
DNA no laboratério da SUCEN.
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5.2 Desenho experimental

5.2.1 Aves doadoras (aves do plantel)

Para a infeccdo experimental, foi efetuado um levantamento das aves cuja espécie de

1415 tendo-se dado

Plasmodium néo foi identificada no estudo anterior realizado pelo grupo
preferéncia as aves da ordem Galliformes, com vista a reduzir a ocorréncia de reacdo de
incompatibilidade sanguinea em decorréncia da inoculacdo de sangue heter6logo. Nesse ambito
as aves doadoras foram: 4 Pavo cristatus (pavdo-indiano), 1 Pavo muticus (pavéo-verde) e 3
Crax blumenbachii (mutum-do-sudeste ou mutum-de-bico-vermelho). As aves foram doadoras

de 1 mL de sangue coletado na veia metatarsal média ou braquial conforme a espécie.

5.2.2 Aves receptoras

Para a realizacdo da infeccdo experimental com Plasmodium sp., 15 pintinhos (Gallus gallus
domesticus) adquiridos comercialmente com 1 dia de vida, foram usados como aves receptoras.
Os pintinhos foram mantidos no Biotério do ICB Il em gaiolas com racdo (sem anticoccidios
e/ou antibidticos na sua composi¢do) e agua ad libitum, sob luz natural e fotoperiodo escuro,
com temperatura e humidade relativa do ar de 26°C e 60% respectivamente, durante o periodo

necessario para a realizacao do experimento.

5.2.3 Infecgéo por Plasmodium sp.

Para a realizacdo da infeccdo experimental as aves receptoras foram manipuladas com cerca de
7 dias de vida de modo a permitir a adaptacdo das mesmas. Apos a coleta de sangue na ave
doadora, foi preparada uma mistura contendo o sangue infectado, 3,7% solucédo de citrato de
sodio e salina a 0,9% (na proporcdo de quatro partes de sangue para uma parte de citrato de

sadio e cinco partes de salina). Essa mistura foi preparada na FPZSP, acondicionada numa caixa
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térmica contendo gelo reciclavel e transportada até ao biotério onde foi efetuada a inoculagéo.
Os pintinhos, previamente identificados com marcador permanente nas asas, pata e cabeca,
foram inoculados com 0,3 ml da mistura acima referida por injecdo intravenosa na veia jugular
(Figura 6). As aves receptoras foram monitoradas quanto a parasitemia, a cada 4 dias apés a
inoculacdo, mediante confeccdo de esfregacos de sangue delgados, por até um méximo de 35
dias pos-inocula¢do (dpi). Os esfregacos de sangue foram preparados por puncdo na veia

metatarsal e examinados microscopicamente, conforme descrito a seguir.

Figura 6 - Pintinhos previamente identificados com marcador permanente no corpo (a esquerda)
e inoculacdo de sangue infectado por injecdo intravenosa na veia jugular (& direita)
(Fotos: Karin Kirchgatter).

5.3 Preparacéo de esfregacos sanguineos

Os esfregacos sanguineos foram preparados logo ap6s a coleta em laminas de vidro limpas e
sem adicdo de anticoagulantes. Apds a preparacdo, os esfregacos foram secos a temperatura
ambiente ao abrigo de poeira e insetos e fixados em metanol 100% por imersdo durante 1
minuto no mesmo dia da coleta e corados com solugdo de GIEMSA (eosina-azul de metileno)
diluida em agua tamponada (pH 6,8 —7,2) na proporcdo de 1:10 por uma hora, em até 30 dias
ap6s a fixacdo. A analise dos esfregacos sanguineos foi feita em microscopia de luz
(microscopio Olympus® BX 51, Téquio, Japdo) mediante a observacdo de 100 campos com
aumento de 400x com objetiva de imersdo (1000x). Os parasitas e as diferentes formas
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0

hematolégicas foram identificadas usando a chave morfolégica de Valkiinas*® e atlas

hematoldgico de aves®.

5.4 Extracdo de DNA gendmico

O DNA gendmico do sangue das aves em cartdo FTA foi extraido usando o kit Wizard® SV 96
Genomic DNA Purification System (Promega). A quantificagdo do DNA de todas as amostras
submetidas a extracdo foi feita em espectrofotdmetro UV (Nanodrop 2000, Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, DE, USA) a uma absorvancia de 260 nm de comprimento de onda. As
amostras cuja concentragdo do DNA foi superior a 50 ng/pl, foram diluidas para uma

concentracdo de 25 ng/ul antes de prosseguir com a PCR™*°.

5.5 Amplificacdo do gene mitocondrial cytb

O diagnostico molecular de hemosporideos foi realizado mediante uma nested PCR para
amplificar um fragmento de aproximadamente 500 bp do gene mitocondrial citocromo b
(cytb)’®** Na primeira reacdo de amplificacdo, foram utilizados os iniciadores (primers)
HaemNFI e HaemNR3 que amplificam o fragmento de 671 bp do gene mitocondrial e as
seguintes concentracdes de reagentes: 50 ng de gDNA, 1,25 mM de MgCl,, 0,6 mM de cada
primer e 0,5U de Platinum Taq polimerase (Invitrogen). As condi¢cdes de amplificacdo
consistiram em: desnaturacdo inicial de 3 minutos a 94 °C, seguido por 30 ciclos de 94 °C por
30 segundos, 50 °C por 30 segundos e 72 °C por 45 segundos e, uma extensdo final a 72 °C
durante 10 minutos. Do produto da primeira reacdo foi usado 2 pL/amostra como molde de
DNA da segunda reacdo (nested), utilizando os iniciadores HaemNF e HaemNR2 especificos
para Plasmodium/Haemoproteus e os iniciadores HaemFL e HaemR2L especificos para
Leucocytozoon. Ambos o0s pares de iniciadores (para Plasmodium/Haemoproteus ou
Leucocytozoon) amplificam o fragmento interno do gene cytb contendo 480 bp. As respectivas
PCRs foram realizadas separadamente em volumes de 25 pl com as mesmas proporcdes de
reagentes das reacOes iniciais de PCR tendo-se modificado apenas o numero de ciclos na

amplificacdo de 30 para 33. Em todas as reagdes de PCR foi utilizado pelo menos um controle
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positivo obtido de amostras positivas em outros estudos do grupo e um controle negativo (uma
amostra livre de DNA). As regides amplificadas pelos trés pares de iniciadores utilizados nesse

protocolo estdo ilustradas na Figura 7.

HAEMFL/R2L (236-711)

Starteyt. b Endeyt. b

-200 0 200 400 600 800 1000 1200

Figura 7 - Representacdo esquematica dos fragmentos amplificados para o gene
cytb utilizando diferentes pares de primers™.

Os produtos obtidos na reacdo de PCR foram submetidos a eletroforese em agarose 1%
(Invitrogen) dissolvida em TBE 1x (Tris, Borato, EDTA). A corrida eletroforética foi efetuada
juntamente com marcador de peso molecular (1 Kb Plus DNA Ladder™ Invitrogen) por 40
minutos a 110 V. As bandas foram marcadas com GelRed™ (Biotium) e observadas em
transluminador UV. Amostras com bandas de aproximadamente 500 bp foram consideradas

positivas para hemosporideos.

5.6 Sequenciamento e analises das sequéncias

Os produtos de PCR foram submetidos a rea¢fes de sequenciamento utilizando o kit BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) conforme
manual do fabricante em sequenciador automatico 3500 Genetic Analizer (Applied
Biosystems), Sequenciador Multiusuario IMT-USP/LIM-07. As reacfes foram submetidas a 30
ciclos de 15 segundos a 96 °C, 15 segundos a 50 °C, 4 minutos a 60 °C com um ciclo inicial de
1 minuto a 96 °C usando 0,5 pL de cada primer da PCR, 0,75 uL de BigDye, 3,25 uL de
tampé&o Save Money (Tris-HCI 200 mM, pH 9,0, contendo MgCl, 5 mM), 1 uL do produto de
PCR e 4,5 uL de agua ultrapura.
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As sequéncias das duas fitas foram corrigidas e alinhadas em SeqMan (DNASTAR Lasergene
versdo 7.0.0) para criar a sequéncia consenso. Para identificar as linhagens dos parasitas, as
sequéncias foram alinhadas com sequéncias do GenBank e MalAvi usando-se BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool), disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi e
http://mbioserv2.mbioekol.lu.se/Malavi/blast.html**®!, As linhagens ausentes no banco de
dados MalAvi foram consideradas novas linhagens e as respectivas sequéncias foram

depositadas em ambos os bancos de dados (MalAvi e GenBank).

A relacéo filogenética entre as linhagens identificadas foi inferida mediante uso de sequéncias
de cytb do banco de dados MalAvi'!, utilizando todas as sequéncias de morfoespécie
disponiveis, apés alinhamento em ClustalX 1.8 ®2. A analise bayesiana foi conduzida com o
software MrBayes versdo 3.2.0 %. Duas cadeias de Markov foram corridas de 3 a 5 milhdes de
geracOes. As 25% primeiras arvores foram descartadas como “burn-in”. As arvores restantes
foram usadas para calcular as probabilidades posteriores. As arvores obtidas em todas as
analises foram visualizadas e editadas pelo programa FigTree - Tree Figure Drawing Tool v.
1.3.1%,

5.7 Analise dos resultados

Os resultados dos testes para diagndstico dos hemosporideos bem como as informacGes
relacionadas com o local de coleta, ordem, familia, espécie, estado de conservacdo na natureza,
linhagens detectadas e padrdo migratério das aves foram introduzidos numa base de dados em
Microsoft Office Excel para posterior analise descritiva. A prevaléncia dos hemosporideos foi
calculada com base nos resultados positivos e o nimero total de animais amostrados. A
distribuicdo geogréfica das linhagens bem como a sua capacidade de dispersédo foi avaliada
mediante verificacdo das linhagens bem como a sua ocorréncia (ordem, especie e local) no

banco de dados MalAvi.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
http://mbioserv2.mbioekol.lu.se/Malavi/blast.html
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5.8 Aspectos éticos

O presente projeto foi submetido ao Sistema de Autorizagéo e Informagéo em Biodiversidade
(SISBIO) do IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis, Ministério do Meio Ambiente) (Autorizagio no. 57641-3), & Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo da Universidade de
S40 Paulo (aprovagdo em 09/05/2017, protocolo 352A) e & Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sé&o Paulo
(aprovacao em 10/04/2017, protocolo 29/2017). Todos os esforcos foram feitos para minimizar
o tempo de manuseio e potencial sofrimento dos animais, utilizando 0 menor nimero de aves

possivel.
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6 RESULTADOS

6.1 Infeccdo experimental com hemosporideos

14,15 e as

A eleicdo das aves doadoras foi baseada no historico de maléria no estudo anterior
coletas de sangue dependiam da rotina de manejo das aves da FPZSP. Assim, a coleta de
sangue das aves doadoras foi efetuada de modo a realizar a inoculagdo do sangue no mesmo dia
em que foi efetuada a coleta e, o resultado do diagndstico foi obtido posteriormente a

inoculacéo.

Foram inoculados 15 pintinhos com sangue de Pavo cristatus, Pavo muticus e Crax

blumenbachii positivas para Plasmodium sp. no estudo efetuado por Chagas et al.***

, sendo 2
pintinhos para amostra de sangue da ave doadora, com excecdo de uma ave doadora que teve o

sangue inoculado em apenas um pintinho (Tabela 1).

Tabela 1 — Aves doadoras e as aves receptoras inoculadas

Ave Doadora Ave receptora
Espécie ID ID receptora
Crax blumenbachii CAD28081 1- Asa direita vermelha
2- Asa direita verde
Pavo cristatus CAD27038 3- Asa direita preta
4- Asa direita laranja
Pavo cristatus CAD27992 5- Cabega e pata direita verde
6- Cabeca e pata direita preta
Crax blumenbachii CAD24884 7- Cabega e pata esquerda vermelha
8- Asa esquerda verde
Pavo muticus CAD28899 Sh() G Ve
10- Asa esquerda preta
Pavo cristatus CAD27045 11-Asa esquerda Laranja
12- Cabeca e asa esquerda preta
Crax blumenbachii CAD28082 13- Cabeca e pata esquerda vermelha
14- Asa esquerda e direita verde
Pavo cristatus CAD31613 15- Asa esquerda e direita vermelha
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No 4°dpi, os pintinhos (9 e 10) inoculados com sangue de Pavo muticus (positivo por PCR para
Plasmodium sp. linhagem DENVIDO01), apresentaram formas intraeritrociticas compativeis com
Plasmodium sp. no exame microscépico, com uma parasitemia de 0,09%. Nos monitoramentos
subsequentes a infeccdo caracterizou-se por apresentar uma parasitemia menor que a verificada
no 4°dpi (Gréafico 1, pintinho 10). Ao longo do periodo do experimento a infeccdo ndo foi
adiante, ou seja, a parasitemia ndo aumentou, ndo foram verificadas formas evolutivas dos

parasitas e as poucas formas que existiam desapareceram.

O sangue dos pintinhos inicialmente positivos para Plasmodium sp. no exame microscépico,
apresentou resultados negativos quando testado por PCR para hemosporideos no fim do
experimento. Ndo foram verificadas alteragdes comportamentais ou clinicas nas aves
inoculadas. Nao foi verificado nenhum ébito em decorréncia da incompatibilidade sanguinea ou
pela inoculacéo de sangue heter6logo. As restantes aves doadoras e as respetivas aves receptoras
foram negativas por PCR e no exame microscopico para Plasmodium sp. e outros

hemosporideos relacionados.
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Graéfico 1 - Parasitemia da ave 10 inoculada com sangue de Pavo muticus, avaliada de acordo
com os dias pos-inoculagdo por Plasmodium sp. (linhagem DENVIDO01) em
esfregacos sanguineos.
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6.2 Prevaléncia e diversidade de hemosporideos em aves silvestres

6.2.1 Descricao das aves silvestres capturadas

No presente estudo, a classificagdo taxondmica e o estado de conservagao na natureza seguiram
a classificacdo do Comité Brasileiro de Registros Ornitoldgicos (CBRO) e a lista vermelha da
Unido Internacional para Conservacdo da Natureza (UICN em inglés IUCN-International
Union for Conservation of Nature’s Red List of Threatened Species, disponivel em

https://www.iucnredlist.org/).

Foram amostradas 531 aves pertencentes a sete ordens (Accipitriformes, Apodiformes,
Columbiformes, Passeriformes, Piciformes, Psittaciformes e Trogoniformes), 26 familias e 146
espécies. A ordem Passeriformes apresentou maior numero de individuos amostrados,
representando 91,15 % das aves amostradas. As demais ordens apresentaram uma quantidade
baixa de individuos, sendo a ordem Trogoniformes a que apresentou menor nimeros de aves

amostradas (0,19%) como ilustrado no gréfico 2.
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Grafico 2 - Distribuicdo das aves amostradas segundo a ordem (percentagem das aves
amostradas em fungéo da ordem das aves).


https://www.iucnredlist.org/
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As familias e 0 nimero de aves amostradas foram: Tyrannidae (169), Thraupidae (91),
Furnariidae (41), Parulidae (36), Turdidae (34). As familias Passerellidae (26), Thamnophilidae
(23), Pipridae (22), Trochilidae (12) e Vireonidae (11), Accipitridae (9) Columbidae (9),
Fringillidae (8), Tityridae (8), Picidae (7), Psittacidae (5), Conopophagidae (4), Ramphastidae
(4) e Cardinalidae (3). Formicariidae (1), Hirundinidae (1), Icteridae (1), Motacillidae (1),

Polioptilidae (1) e Troglodytidae (1), tiveram o menor nimero de aves amostradas (Grafico 3).

As espécies com maior nimero de aves amostradas foram: Elaenia albiceps chilensis (49),
Zonotrichia capensis (tico-tico) (21) e Haplospiza unicolor (cigarra-bambu) (20). Cerca de 50
espécies apresentam apenas um individuo amostrado. A familia com maior diversidade de

espécies amostradas foi Tyrannidae, apresentando 33 espécies distintas.

Quanto ao padrdo migratorio, 42,4% das aves amostradas sao aves migratorias, das quais
0,75% sdo migratorias altitudinais (https://www.iucnredlist.org/). Em relacdo ao estado de
conservacao na natureza segundo a IUCN, 87,27 % (474) das espécies de aves amostradas sdo
Pouco Preocupante ou LC (do inglés, Least Concern), 1,5% Quase Ameacada ou NT (do
inglés, Near Threatened) e 0,4% somam as espécies Vulneravel ou VU (do inglés, Vulnerable)

e Em Perigo ou EN (do inglés, Endangered).

Platyrinchus leucoryphus (patinho-de-asa-castanha) e Rhopornis ardesiacus (gravatazeiro ou
papa-formiga-de-gravatd) sdo a espécie vulneravel e a espécie em risco alto de extingéo,

respectivamente, segundo a IUCN.
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Grafico 3 — NUmero de aves amostradas por familia

Em cada local de estudo foram amostradas: 188 no PUCRS Pré-Mata (RS), 121 no Nucleo
Curucutu (SP), 79 no Parque Nacional Saint Hilaire-Lange (PR), 41 na Reserva Ecoldgica
Michelin (BA), 40 na Fazenda Tunico-Milagres (BA), 40 Reserva Bioldgica de Guaribas (PB)
e 22 no Rancho Cafiadon Florido (Esquel) na Argentina (Tabela 2).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Trogonidae

Tabela 2 - Numero de aves amostradas por familia em cada area de estudo.

Local

Ordem /Familia

Numero de espécies

Michelin, BA

Sub-total

Apodiformes
Trochilidae
Passeriformes
Conopophagidae
Fringillidae
Furnariidae
Icteridae
Pipridae
Thamnophilidae
Thraupidae

Tityridae
Turdidae
Tyrannidae
Trogoniformes
Trogonidae

w AN OPPOO R W WP

41

Milagres, BA

Sub-total

Apodiformes
Trochilidae
Passeriformes
Furnariidae
Parulidae
Passerellidae
Polioptilidae
Thamnophilidae
Thraupidae
Tityridae
Troglodytidae
Tyrannidae
Vireonidae

REBIO Guaribas

Sub-total

Columbiformes
Columbidae
Passeriformes
Conopophagidae
Furnariidae

Parulidae
Passerellidae
Pipridae
Thamnophilidae
Thraupidae
Turdidae
Tyrannidae

R R RN W R

N -

40

Continua
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Continuagdo Tabela 2

Local Ordem /Familia Numero de espécies
Columbiformes
Columbidae 2
Piciformes
% Ramphastidae 3
L'.U Passeriformes
-% Cardinalidae 3
E= Furnariidae 11
% Parulidae 7
e Pipridae 12
% Thamnophilidae 1
g Thraupidae 7
Tityridae 4
Turdidae 12
Tyrannidae 17
Sub-total 79
Accipitriformes
Accipitridae 9
Apodiformes
Trochilidae 5
Columbiformes 1
Columbidae 1
Passeriformes
Conopophagidae 1
© Formicariidae 1
I Fringillidae 1
% Furnariidae 10
a Hirundinidae 1
g Parulidae 16
z Passerellidae 18
Pipridae 1
Thamnophilidae 2
Thraupidae 41
Turdidae 13
Tyrannidae 56
Vireonidae 7
Piciformes
Picidae 4
Ramphastidae 1
Sub-total 188

Continua
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Continuagdo Tabela 2

Local Ordem /Familia Numero de espécies

Passeriformes

Fringillidae 4
< Furnariidae 4
§ Passerellidae 2
- Thraupidae 1
Turdidae 4
Tyrannidae 7
Sub-total 22
Passeriformes
Conopophagidae 1
Furnariidae 6
Motacillidae 1
5 Parulidae 10
§ Thamnophilidae 5
§ Thragpidae 15
o Tityridae 1
S Tyrannidae 71
=z Vireonidae 3
Piciformes
Picidae 3
Psittaciformes
Psittacidae 5
Sub-total 121
Total 531

6.2.2 Deteccdo de hemoparasitas por microscopia otica

Foram examinados um total de 64 esfregagos sanguineos (sendo 18 pertencentes as aves da
Reserva Ecologica Michelin, 22 de aves de Esquel e 24 de aves do Parque Nacional Saint
Hilaire-Lange), dos quais 6 apresentaram parasitas do género Plasmodium e 6 do género
Haemoproteus (Tabela 3). O nivel de parasitas detectado nos exames microscopicos foi
<0.01% (1-6 parasitas/100 campos microscopicos) em 9 esfregacos e >0.01% em 3 esfregacos
examinados (Tabela 3), com predominéncia de poucas formas evolutivas dos parasitas, tendo
sido identificados gametocitos e merontes para Plasmodium e gametdcitos de Haemoproteus
(Figura 8 e 9). As espécies que apresentaram maior nimero de parasitas por campo foram:

Turdus leucomelas (Sabié-barranco), Tangara sayaca (Sanhagu-cinzento) e Glaucis hirsutus
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(Balanga-rabo-de-bico-torto) (Tabela 3). Foram também detectadas microfilarias em 5

esfregacos sanguineos que foram negativos para hemosporideos (Figura 9).

Tabela 3 — Descricdo das amostras positivas no diagnostico microscopico e respectivo
resultado no diagnostico molecular.

—
o
o
1)

PARNA Saint Hilaire-Lange

Michelin

Esquel

Hospedeiro Parasito Parasitemia PCR Linhagem

Passeriformes

Turdidae

Turdus albicollis (PNSHLO6) Plasmodium sp. (<0.01%) P. unalis 99% HYLMUSO1

Turdus albicollis (PNSHLO7) Plasmodium sp. (<0.01%) P. nucleophilum DENPETO03

Turdus albicollis (PNSHL10) Plasmodium sp. (<0.01%) P. lutzi TURALBO1

Cardinalidae

Habia rubica (PNSHL29) Plasmodium sp. (<0.01%) P. cathemerium TACRUBO4

Habia rubica (PNSHL35) Plasmodium sp. (<0.01%) P. cathemerium TACRUBO4

Piciformes

Ramphastidae

Ramphastos dicolorus (PNSHL46) Plasmodium sp. (<0.01%) P. unalis 99% HYLMUSO01

Passeriformes

Turdidae

Turdus leucomelas (ZOO 03) Haemoproteus sp. (0.02%) Haemoproteus sp. EUMINO1

Thraupidae

Tangara sayaca (ZOO 010) Haemoproteus sp. (0.2%) Haemoproteus sp.  THRSAY01

Apodiformes

Trochilidae

Glaucis hirsutus (ZOO 017) Haemoproteus sp. (1%) Haemoproteus sp. EUPMACO03

Passeriformes

Furnariidae

Asthenes pyrrholeuca (PAT 472) Haemoproteus sp. (<0.01%) Haemoproteus sp.  96% CATAURO1/
96% MYCAMEOS8

Thraupidae

Phrygilus patagonicus (PAT 479) Haemoproteus sp. (<0.01%) Haemoproteus sp.  99% TROAED14

Tyrannidae

Elaenia albiceps chilensis (PAT 479) Haemoproteus sp. (<0.01%) Haemoproteus sp.  TURUF02
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Figura 8 - Esfregacos sanguineos de aves silvestres de Michelin e Patagbnia, corados com
Giemsa evidenciando gametdcitos de Haemoproteus sp. (Fotos: Kiba Comiche).

Figura 9 - Esfregagos sanguineos de aves silvestres do PARNA Saint Hilaire-Lange: (A)
referente a lamina positiva para Plasmodium sp., a seta vermelha indica um
meronte imaturo de Plasmodium cathemerium (linhagem TACRUBO04); (B)
lamina negativa para hemosporideos com presenca de microfilaria (Fotos: Kiba

Comiche).
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6.2.3 Deteccdo de hemosporideos por PCR

Foram analisadas 531 amostras de aves por nested PCR quanto a presenca de hemosporideos
(Plasmodium/Haemoproteus/Leucocytozoon). Destas, 72 (13,56 %) foram positivas, sendo:
9,23 % (49) Plasmodium, 3,2 % (17) Haemoproteus (das quais 1 do subgénero Haemoproteus e
as demais ao subgénero Parahaemoproteus) e 1,13% (6) Leucocytozoon. A Figura 10, indica
quatro amostras positivas para Plasmodium e/ou Haemoproteus (12D, 12C, 11D e 11C) e uma
para Leucocytozoon (10H), onde fragmentos de aproximadamente 500 bp, assim como nos
controles positivos para Leucocytozoon e Plasmodium (C+) podem ser evidenciados. Na

mesma figura é notavel a auséncia de banda no controle negativo (CN), como esperado.

L CH C+ C+ 12E 12D 12C 12B 12A 11H MG MF ME 1D 11C 11B 11A 10H 10G

Figura 10 - Fragmentos amplificados usando a PCR para a identificacdo de hemosporideos
(Plasmodium/Haemoproteus/Leucocytozoon) (Fotos: Kiba Comiche).

6.2.4 Perfil das aves positivas

As 72 amostras positivas para hemosporideos (Plasmodium/Haemoproteus/Leucocytozoon)
evidenciaram a infeccdo em 4 ordens (Apodiformes, Columbiformes, Passeriformes e
Piciformes), 18 familias e 38 espécies de aves, como demonstrado nos Graficos 4 e 5. A ordem
com maior numero de amostras positivas foi a Passeriformes (Grafico 4) e as familias Turdidae

e Tyrannidae foram as que apresentaram maior nimero de aves positivas (Grafico 5).
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B Apodiformes (4.2%)
Columbiformes (1.39%)
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M Piciformes (1.39%)

Gréfico 4 — Distribuicdo das aves positivas para hemosporideos em fungdo da ordem.
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Gréfico 5 — Distribuicdo das aves positivas para hemosporideos segundo a familia.

As 38 espécies de aves positivas para hemosporideos sdo indicadas na Tabela 4. Destas, as
espécies com maior numero de individuos positivos foram Turdus albicollis (6), Elaenia
albiceps chilensis (6), Turdus flavipes (5), Turdus leucomelas (4), Turdus rufiventris (4) e
Vireo olivaceus (4), refletindo o maior esforco amostral para essas espécies de aves.



Tabela 4 — Espécies de aves positivas para hemosporideos.

Nome cientifico
Arremon taciturnus
Asthenes pyrrholeuca
Basileuterus culicivorus
Chamaeza campanisona
Chiroxiphia caudata
Conopophaga lineata
Dysithamnus mentalis
Elaenia albiceps chilensis
Elaenia mesoleuca
Eupetomena macroura
Glaucis hirsutus

Habia rubica

Leptotila verreauxi
Lochmias nematura
Myiarchus ferox
Myiarchus swainsoni
Pachyramphus viridis
Phaethornis pretrei
Phrygilus patagonicus
Polioptila plumbea
Ramphastos dicolorus
Schiffornis virescens
Spinus barbatus
Tachyphonus coronatus
Tangara cyanoptera
Tangara sayaca
Thamnomanes caesius
Trichothraupis melanops
Turdus albicollis

Turdus amaurochalinus
Turdus falcklandii
Turdus flavipes

Turdus leucomelas
Turdus rufiventris
Turdus subalaris

Vireo chivi

Vireo olivaceus
Zonotrichia capensis
Total

Nome comum
Tico-tico-de-bico-preto
Lenheiro-de-rabo-comprido
Pula-pula
Tovaca-campainha

Tangard

Chupa-dente
Choquinha-lisa
Guaracava-de-crista-branca
Tuque

Beija-flor-resoura
Balanca-rabo-de-bico-torto
Tié-de-bando

Juriti-pupu

Jodo-porca

Maria-cavaleira

Irré

Caneleiro-verde
Beija-flor-rabo-branco-acanelado
Passarinho da Serra da Patagonia
Balanca-rabo-de-chapéu-preto
Tucano-de-bico-verde
Flautim
Pintassilgo-de-gravata
Tié-preto
Sanhagu-de-encontro-azul
Sanhacu-cinzento

Ipecud

Tié-de-topete

Sabia-coleira

Sabia-poca

Sabia-austral

Sabia-una

Sabia-barranco
Sabia-laranjeira
Sabia-ferreiro

Juruviara

Juruviara-boreal

Tico-tico

N = nimero de aves amostrada/espécie de ave positiva
n = namero de aves positivas/espécie de ave positiva
% = Prevaléncia de hemosporideos/espécie de ave
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20

50
25.0
100.0
7.7
50.0
50.0
12.2
12.5
50.0
50.0
100.0
50.0
50.0
50.0
10.0
100.0
100.0
100.0
33.3
33.3
33.3
25.0
37.5
50.0
33.3
50.0
20.0
46.2
50.0
75.0
100.0
80.0
100.0
100.0
50.0
66.7
14.3
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E importante ressaltar que Vireo olivaceus se refere ao atual Vireo chivi (segundo a
classificacdo do Comité Brasileiro de Registros Ornitolégicos, CBRO). Entretanto, essa
classificacdo ndo ¢ muito utilizada internacionalmente. Alguns autores também utilizam Vireo
olivaceus chivi. Nesse trabalho utilizamos ainda Vireo olivaceus, pois essas amostras ja foram
publicadas com essa classificagdo (Apéndice B), inclusive nos bancos de dados GenBank
(Acessos #MK695215, #MK695232, #MK695341, #MK695412, #MK695413 e #MK695485)
e MalAvi.

6.2.5 Distribuicdo das aves positivas em funcéo do local de estudo

A prevaléncia dos hemosporideos em amostras brasileiras foi de 12,77% (65/509) e das
amostras argentinas foi de 31,8% (7/22). Em relacéo aos locais de estudo, as amostras positivas
foram diagnosticadas em aves capturadas em:  Curucutu (11), Esquel (7), Michelin (11),
Milagres (3), PARNA Saint Hilaire-Lange (18) e Pro Mata (22), como ilustrado no Gréfico 6.

Em Guaribas ndo foram encontradas aves positivas.

20
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10 B Haemoproteus
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Curucutu, SP Esquel, ARG Michelin, BA Milagres, BA PARNA Saint Pro Mata, RS

Hilaire-Lange
Local de estudo

Gréfico 6 - Distribuicdo das aves positivas em funcgéo do local de estudo.
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A maior prevaléncia de Plasmodium foi encontrada em aves amostradas em PARNA Saint
Hilaire-Lange (21,52%), Michelin (14,63%), Pro Mata (9,52%) e em Esquel ndo foram
diagnosticadas aves positivas para Plasmodium (Grafico 6 e Figura 11). Os parasitas do género
Haemoproteus foram detectados em aves amostradas em Esquel (13.64 %), Michelin (12,20
%), Milagres (5 %), Pro Mata (2,13 %), Curucutu (1,65 %) e PARNA Saint Hilaire-Lange
(1,27 %). Em relacdo ao género Leucocytozoon, s foi diagnosticado em aves amostradas em
Esquel (18,18 %) e Curucutu (1,65 %) (Figura 11).

O género Leucocytozoon foi amplamente diagnosticado em aves migratérias (Elaenia albiceps
chilensis, Spinus barbatus e Turdus falcklandii). A espécie Elaenia albiceps chilensis foi a
Unica espécie parasitada pelos trés hemosporideos nomeadamente Plasmodium, Haemoproteus
e Leucocytozoon em igual nimero de individuos (dois por género de hemosporideo). Os
individuos da familia Turdidae em sua maioria foram positivos para Plasmodium, sendo Turdus
albicollis a espécie com mais individuos positivos. Turdus falcklandii (espécie restrita a regido
temperada do sul da América do Sul) apresentou maior numero de positivos para

Leucocytozoon.

Os parasitas do género Haemoproteus foram diagnosticados em Vireo olivaceus (3),
Zonotrichia capensis (2), Elaenia albiceps chilensis (2) e Asthenes pyrrholeuca (1), espécies
tidas como migratdrias. Os individuos infectados por parasitas do género Leucocytozoon sé
foram encontrados em um local amostrado no Brasil, com numeros mais baixos quando

comparados com a Argentina (Grafico 6 e Figura 11).
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Figura 11 — Prevaléncia dos hemosporideos aviarios nos locais amostrados.

6.2.6 Distribuicdo das aves positivas em funcédo do Status migratorio

Das 72 amostras de aves positivas para hemosporideos, 31 eram migratérias (Grafico 7), em
sua maioria aves pertencentes as familias Turdidae (9), Tyrannidae (9) e Vireonidae (5), dos
géneros Elaenia, Turdus e Vireo. Dentre os locais amostradas, Pro Mata, apresentou o maior
namero de individuos migratérios positivos (14) para Plasmodium e Haemoproteus, sendo as

especies Turdus flavipes e Vireo olivaceus as mais frequentemente encontradas. Todas as 7
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aves positivas em Esquel eram migratérias e na sua maioria individuos da espécie Turdus
falcklandii positivos para Leucocytozoon. A Zonotrichia capensis é uma espécie migratoria de
ampla distribuicdo sendo encontrada em muitos paises da regido Neotropical. As aves
amostradas no Brasil, apesar de algumas serem migratdrias, na sua maioria sdo aves residentes
e ndo efetuam migragGes muito distantes. Ao contrario, as aves amostradas na Patagnia, entre
elas Elaenia albiceps chilensis, também foi encontrada em Curucutu e parasitada por
Leucocytozoon. As aves ndo migratorias na sua maioria pertenciam a ordem Passeriformes,
familia Turdidae e a espécie com maior numero de individuos positivos foi Turdus albicollis.
As aves migratorias apresentaram maior diversidade de hemosporideos estando parasitados por
Plasmodium (15), Haemoproteus (10) e Leucocytozoon (6), enquanto as aves ndo migratérias

estavam parasitadas por Plasmodium (35) e Haemoproteus (6) como indicado no Grafico 7.
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Gréfico 7 - Distribuicdo das aves positivas em funcdo do status migratorio.

6.2.7 Diversidade de hemosporideos

Para avaliar a diversidade de linhagens de hemosporideos, as 72 amostras positivas para 0s
hemosporideos foram sequenciadas, tendo-se identificado 42 linhagens cytb de hemosporideos,
das quais 12 Haemoproteus (96% CATAURO01/MYCAMEO08, 99% TROAED14, 99%
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LEPRUF02, 99% PACPEC02 (THRSAYO01l), 99% PAPOLO03, 99% TROAED18
(EUPMACO03), EUMINO1, MYISWAO1, VIGIL09, VIOLIO5, VIOLIO6 e ZOCAPOQ1), 24
linhagens de Plasmodium (99% LEPCORO05 (ARRTACO06), 99% AMMAURO01/CINRUFO01,
99% DENVIDO1, 99% HYLMUSO01, 99% NYCNYCO01l, ANGALO1, ARRTACO1,
CHACAMO3, CYCYAOQ1l, DENPET03, LEAMAO1, MASTR01, PADOMO09, PADOM11,
PHPATO01, PYLEUO1, RAMCARO01l, TACRUBO4, TRMELO02, TULEUO6, TUMIGO3,
TURALBO1, TURALBO5, TURFALO6, TURUFO03) e 4 linhagens de Leucocytozoon (98%
GRAQUI02, 99% TROAEDO02, 99% TURNAUOL e 99% TURPELO2). Foi detectada uma
infecgdo mista por duas linhagens de Leucocytozoon, devido a dificuldade de sequenciamento,
essa amostra ndo foi incluida na anélise de diversidade filogenética, sendo apenas utilizada na

analise de hemosporideos positivos por PCR.

Algumas das linhagens encontradas no presente trabalho foram previamente descritas em
outros estudos e, na sua maioria na América do Sul. Dezoito das linhagens sdo novas
descrices (em negrito no Apendice A). As linhagens com maior prevaléncia foram:
PADOMO09, TUMIG03, TURALBO1 sendo 11,11% para cada. A distribuicao das linhagens de
hemosporideos nos locais de estudo, mostrou que Pro Mata e Curucutu apresentaram maior
diversidade de hemosporideos (Grafico 8), refletindo o maior esfor¢co amostral. Entretanto,
considerando-se o nimero de linhagens distintas em relacdo ao nimero de amostras analisadas,
é possivel verificar concordancia com a hipotese do gradiente latitudinal (maior diversidade
préximo a linha do equador) para Plasmodium/Haemoproteus. Por outro lado, em relacdo a
Leucocytozoon, ha indicios de um gradiente inverso (Figura 11 e Grafico 8).
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Graéfico 8 - Diversidade de Linhagens de hemosporideos encontradas nos locais de estudo com
amostras positivas.

A maior diversidade de parasitas do género Plasmodium foi verificada em aves amostradas em
Curucutu (8), PARNA Saint Hilaire-Lange (8) e Pro Mata (8), enquanto Michelin apresentou
apenas uma linhagem de Plasmodium (Gréafico 8). PADOMO09, TUMIGO03 e TURALBO1 foram
as linhagens encontradas com maior frequéncia entre as aves amostradas. A linhagem
PADOMO09 foi encontrada parasitando 6 aves pertencentes a seis espécies diferentes
(Trichothraupis melanops, Basileuterus culicivorus, Zonotrichia capensis, Elaenia mesoleuca,
Polioptila plimbea e Elaenia albiceps chilensis). Enquanto as linhagens TUMIGO03 e
TURALBO1 foram encontradas em 6 individuos (em cada linhagem) de espécies distintas
pertencentes a familia Turdidae. A linhagem TACRUBO04 foi encontrada parasitando 3
individuos da espécie Habia rubica, pertencente a familia Cardinalidae. DENPETO3 foi a
linhagem que apresentou caracteristicas generalistas, acometendo 3 individuos pertencentes a 3
espécies (Ramphastos dicolorus, Myiarchus swainsoni e Turdus leucomelas) e familias

(Ramphastidae, Tyrannidae e Turdidae) e duas ordens distintas (Piciformes e Passeriformes).
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Para a andlise filogenética, as 24 linhagens do cytb de Plasmodium spp identificadas no
presente estudo, foram adicionadas numa base de dados contendo outras 40 linhagens obtidas
do GenBank (Figura 12).

Figura 12 (proxima péagina) - Filogenia bayesiana baseada no gene mitocondrial cytb de
Plasmodium spp das linhagens identificadas no presente estudo (indicadas pelos
simbolos correspondentes, como descrito na legenda da figura). As linhagens e
espécies do subgénero Giovannolaia estdo indicadas no topo da arvore na caixa
verde, de Novyella estdo indicadas na caixa rosa e as dos subgéneros
Haemamoeba e Huffia nas caixas azul e amarela respectivamente. Os nomes das
linhagens s@o apresentados antes dos nomes das especies de parasitas.
Leucocytozoon schoutedeni foi usado como grupo externo. Os valores de suporte
dos nodos (em percentagem) indicam probabilidades posteriores.
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Das linhagens de Haemoproteus encontradas no presente estudo, 3 foram identificadas ao nivel
da espécie nomeadamente: VIOLIO5, VIOLIO6 e VIGIL09 pertencentes a Haemoproteus
vireonis e ZOCAPOL1 pertencente a Haemoproteus erythrogravidus. A linhagem LEPRUFO02 foi
0 unico exemplar do subgénero Haemoproteus sendo as demais linhagens pertencentes ao
subgénero Parahaemoproteus (Figura 13). A maior diversidade de linhagens dos parasitas do
género Haemoproteus foi encontrada em Pro Mata (4), seguido de Michelin (3), Esquel (3).
PARNA Saint Hilaire-Lange apresentou o menor numero de linhagens (1) (Grafico 8). As
linhagens encontradas em mais de um habitat foram registradas em Curucutu, Esquel, Milagres
e Pro Mata. Onde a linhagem MYISWAO1 encontrada em Esquel também foi encontrada em
Curucutu, na mesma espécie de ave (Elaenia albiceps chilensis). VIGIL09 foi encontrada em
duas aves com habitos migratorios pertencentes a familia Vireonidae em Pro Mata (Vireo
olivaceus) e Curucutu (Vireo chivi). E a linhagem ZOCAPOQ1, foi encontrada em duas aves

migratorias da especie Zonotrichia capensis em Milagres e Pro Mata.

A arvore filogenética das linhagens de cytb de Haemoproteus spp identificadas no presente
estudo, foram adicionadas numa base de dados contendo outras 86 linhagens obtidas do
GenBank, sendo 8 do subgénero Haemoproteus e as restantes do subgénero Parahaemoproteus
(Figura 13).

Figura 13 (proxima pagina) - Filogenia bayesiana baseada em cytb mostrando a posic¢éo das
linhagens de espécies de Haemoproteus encontradas neste estudo (em caixas verde
escuro, rosa e lilas escuro) e as linhagens obtidas na base de dados. Cada local de
estudo esta indicado por simbolos. Os nomes das linhagens sdo apresentados antes
dos nomes das espécies de parasitas. O topo da arvore (caixa verde claro)
representa o subgénero Haemoproteus e o subgénero Parahaemoproteus é
representado pela caixa lilas claro. Leucocytozoon schoutedeni foi usado como
grupo externo. Os valores de suporte dos nodos (em percentagem) indicam
probabilidades posteriores.
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As linhagens referentes ao género Leucocytozoon, foram encontradas em Curucutu e Esquel (Gréafico
8). Das linhagens encontradas no presente estudo nenhuma foi identificada ao nivel de espécie, tendo-
se limitado ao género. A maior diversidade de linhagens do género Leucocytozoon foi verificada em
Esquel e, na sua maioria em aves passeriformes com habitos migratorios. A linhagem TURNAUO1 foi
a mais prevalente sendo encontrada maioritariamente em Turdus falcklandii. Ao todo foram
encontradas 4 linhagens Leucocytozoon e foram usadas junto com as 20 linhagens de espécies de

Leucocytozoon de referéncia para a anélise filogenética (Figura 14).

Figura 14 (proxima pagina) - Filogenia bayesiana das linhagens de cytb de Leucocytozoon,
mostrando a posicéo da linhagem brasileira PESM160 (98%GRAQUI02) (indicado

por4 ) e as linhagens argentinas (indicado por©) entre as linhagens
representativas de Leucocytozoon do GenBank. Plasmodium elongatum foi usado
como grupo externo. Os nomes das linhagens sdo apresentados antes dos nomes
das espécies de parasitas e os valores de suporte dos nodos (em percentagem)
indicam probabilidades posteriores.
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7 DISCUSSAO

7.1 Infeccdo experimental com hemosporideos

No presente estudo combinamos o diagnostico morfoldgico, molecular e a infeccdo
experimental usando aves de diferentes géneros como doadoras de parasitas com vista a
identificar as espécies de Plasmodium de algumas linhagens encontradas em aves de vida livre

e cativas da FPZSP. Segundo varios autores™*"*+>*

, a correta identificacdo destes parasitas é
essencial para melhor entendimento da interacdo hospedeiro-parasita, obtencdo de informacdes
sobre as caracteristicas do parasita assim como para analisar a co-infeccdo em aves por

diferentes espécies de hemosporideos.

Embora as aves receptoras ndo tenham desenvolvido parasitemia, o experimento foi importante
para demonstrar que nao ocorre nenhuma reacdo de incompatibilidade sanguinea em
decorréncia da inoculacdo de sangue de heterologo em pintinhos (Gallus gallus domesticus).
Segundo Shimmel et al.%®, a inoculagdo de sangue em um receptor de uma espécie diferente
(transfusdo de sangue heter6logo) pode constituir um risco para a saude ou mesmo morte,
devido a incompatibilidades do tipo sanguineo. Como sucedeu com Carlson et al.', onde apds
a inoculacdo de sangue de um pardal branco (Zonotrichia leucophrys pugetensis) em um
canario, este veio a 6bito imediatamente e quando foi feito o esfregaco de sangue foi detectada

uma consideravel agregacdo de trombacitos.

Na maioria dos experimentos usando aves selvagens com infec¢do crénica como doadoras €
possivel obter diferentes niveis de parasitemia, pois de acordo com vérios estudos®’®, a
capacidade de infectar as aves e a dindmica da parasitemia, ndo depende da dose de merontes no
inéculo. Segundo Dimitrov et al.®, a susceptibilidade de alguns hospedeiros as diversas
linhagens de Plasmodium spp. pode variar significativamente. Alguns hospedeiros néo
respondem a infecgdo experimental com algumas linhagens, como aconteceu com os patinhos
que ndo foram suscetiveis a infeccdo obtida de um isolado de pardal (GRW11), mas
desenvolveram parasitemia quando essas aves foram expostas a coinfeccdo (GRW11 e

PADOMO02) obtida de canario domestico.
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As aves inoculadas com sangue de Pavo muticus, positivo para Plasmodium sp. linhagem
DENVIDO1 (acesso GenBank #KU057966) por PCR, apresentaram formas intraeritrociticas
compativeis com Plasmodium sp. no 4° dpi. Porém, ao longo do periodo do experimento, a
parasitemia ndo aumentou, ndo foram verificadas formas evolutivas dos parasitas e as poucas
formas que existiam desapareceram. No estudo efetuado por Levin et al.”°, as aves doadoras
foram positivas para Plasmodium elongatum no exame microscopico e a PCR mostrou um
resultado negativo para esse parasita. No mesmo estudo as aves receptoras foram susceptiveis a
infeccdo por Plasmodium ashfordi (GRWO02) mas desenvolveram uma parasitemia
extremamente baixa (0.0001%) sem a presenca de gametdcitos e ndo foi reportada nenhuma
mortalidade, porém foram positivas na PCR. Casos similares por vezes sdo verificados em
infeccbes abortivas por hemosporideos onde a PCR é positiva mesmo na auséncia de

4,50

gametdcitos™”. Quando o parasita ndo completa o seu desenvolvimento até chegar a fase de

gametécito no sangue periférico, a sua transmissdo natural através de um vetor é impossivel*®

sendo finalizada a transmissdo do parasita®. Segundo Levin et al.>®

, 0 diagnédstico molecular
baseado em PCR, pode identificar este tipo de infeccdo como positiva, podendo deste modo

subsidiar analises evolucionarias.

No presente estudo sé foi possivel visualizar formas imaturas de Plasmodium sp. e a
parasitemia apresentou-se muito baixa e nenhuma das aves desenvolveu qualquer sinal clinico.
A baixa parasitemia e a auséncia de sinais clinicos também foi verificada em animais
experimentalmente e naturalmente infectados com Plasmodium juxtanucleare em véarios
estudos®”®. Estes resultados juntos corroboram a hipétese de que a baixa parasitemia ndo é
uma consequéncia exclusiva da inoculacdo experimental do parasita, mas sim da limitacdo do
desenvolvimento do parasita, que pode estar associado a baixa viruléncia ou a uma resposta
imune eficiente do hospedeiro®®. Na ave doadora do presente estudo (Pavo muticus) foram
visualizadas formas similares a trofozoitos, mas dada a baixa parasitemia verificada na lamina,
aliada a auséncia de mais formas evolutivas do parasita, ndo foi possivel confirmar esse
resultado, embora a amostra seja positiva na PCR. No estudo anteriormente realizado na
FPZSP a mesma ave foi positiva no exame molecular e microscopico, porém a parasitemia era
muito baixa'**°. Estes resultados sugerem que provavelmente se trate de uma infeccéo cronica,
caracterizada pela auséncia de gametocitos e com poucas formas imaturas do parasita. As
infecgbes crbnicas provavelmente persistem por toda a vida nas aves infectadas e, tanto os
parasitas circulantes quanto os merontes exoeritrocitarios persistentes podem servir como fonte

de infeccBes recrudescentes®. Momentos de imunossupressdo do hospedeiro ou em resposta a
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sazonalidade podem resultar num aumento da parasitemia™*?*. Segundo Krettli’’, a presenca de
gametdcitos na circulagdo sanguinea das aves, mesmo em niveis baixos é importante para saber

a sua distribuicdo e a transmissao dos parasitas.

A parasitemia pode ser influenciada por diversos fatores como: a imunidade da ave, o estagio
da infecgdo e o periodo em que ela € estabelecida, a espécie do parasita e do hospedeiro, 0 sexo
e a idade do hospedeiro e caracteristicas intrinsecas do hospedeiro como a presenca de
horménios sexuais®. Uma das propostas para contornar a questdo da baixa parasitemia nas
infeccBes experimentais é a imunossupressdo’’. Em alguns estudos sobre a biologia de P.
juxtanucleare foram executados métodos de imunossupressdo em galinhas, como a
esplenectomia, irradiacdo por cobalto e raio X, administracdo de acetato de delta-hidrocortisona
a 2,5% via intramuscular, administracdo de acetato de metilprednisolona via intramuscular e
inoculagdo do virus da anemia infecciosa das galinhas®® 2. A elevacdo da parasitemia foi
verificada na maioria das aves a partir do 10° apds imunossupressdo com reducdo de parasitas
ao fim de 30 dpi®®"®. Elizei®® e Krettli’”® constataram a presenca de um elevado niimero de
trofozoitos seguido de esquizontes e um baixo nimero de gametécitos. Vashist’ verificou
diversas formas eritrocitarias apds a imunossupressdo, porém, em torno do 12°dpi essas formas
ndo foram mais verificadas. Resultados similares também foram encontrados no presente
estudo, onde no 4° dpi foram verificados trofozoitos e no 10°dpi ndo foram verificadas outras
formas evolutivas dos parasitas (esquizontes e gametocitos) e as poucas formas que existiam
desapareceram. Sob ponto de vista taxonémico, a infeccdo experimental de aves € crucial para
a identificacdo das espécies dos parasitas da malaria aviaria, pois permite a observacdo
detalhada das caracteristicas morfolégicas dos varios estagios sanguineos dos parasitas do

género Plasmodium**8>*,

As aves cativas vivem sob constante estresse. A realizacdo de experimentos expondo as aves
diretamente ao vetor visa efetuar a transmissdo natural do parasita e evita maior estresse nos
animais>®. Alternativamente recorre-se a métodos para a preservacdo dos parasitas mesmo em
casos de baixa parasitemia, como sucedeu no presente estudo. Nossos resultados reforcam a
necessidade da realizacdo de infecgdes experimentais para a identificacdo das espécies de
Plasmodium sp. através de métodos que permitam o aumento da parasitemia e desenvolvimento
de mais formas evolutivas do parasita no sangue das aves inoculadas além do uso de um vetor

competente para manutencao da infeccao.
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7.2 Prevaléncia e diversidade de hemosporideos em aves silvestres

A ocorréncia de hemosporideos em aves silvestres tem vindo a despertar cada vez mais
interesse de muitos pesquisadores em diferentes regides do mundo, com vista a entender a
parasitologia ecolégica, a conservacdo e manejo de espécies de vertebrados®>"*. Nossos
resultados revelaram a ocorréncia de hemosporideos em aves silvestres de algumas &reas da

Argentina e do Brasil usando métodos morfoldgicos e moleculares.

Os métodos de deteccdo dos hemosporideos envolvem a combinacdo de observacGes
microscopicas, a deteccdo molecular e o sequenciamento de genes alvos especificos.
Entretanto, esse diagnéstico pode ser comprometido, principalmente porque em muitos casos
0s hospedeiros vertebrados silvestres apresentam a infeccdo em fase crbnica e com baixos
niveis de parasitemia®’*?’. Neste estudo a ocorréncia de hemosporideos foi confirmada por
microscopia e PCR. Nao foi possivel realizar esfregacos sanguineos de todos os individuos
amostrados, tendo-se realizado em 64 aves, das quais 12 foram positivas para Plasmodium e
Haemoproteus. Todos os esfregacos positivos apresentaram uma baixa parasitemia e poucas
formas eritrocitarias dos parasitas, fato que impossibilitou a identificacdo da espécie de
algumas linhagens. A identificacdo da espécie desses parasitas muita das vezes sé é possivel
apos a investigacdo da dindmica da parasitemia e a observacdo de todos os estagios sanguineos
do parasita (trofozoitos, merontes e gametécitos)**"®. Baixas parasitemias em esfregacos de
sangue periférico sugerem infeccBes cronicas, enquanto elevadas parasitemias indicam

infeccdes recentes'®"",

A prevaléncia dos hemosporideos em amostras brasileiras do presente estudo foi de 12,77%
(65/509) e 31,8% (7/22) para as amostras argentinas. Nossos resultados evidenciaram também
uma elevada prevaléncia de infeccdo por Plasmodium em aves brasileiras enquanto as aves
argentinas revelaram elevada prevaléncia de infeccdo por Leucocytozoon. Também
constatamos uma moderada prevaléncia de infeccdo por Haemoproteus comparativamente a
infeccdo por Leucocytozoon em aves amostradas em Esquel. A presenca de infecches
moderadas a altas por Leucocytozoon e Haemoproteus pode ser explicada por uma possivel
recaida da parasitemia que coincide com a época de reproducdo do hospedeiro vertebrado ou

frequentes reinfeccdes”.
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No presente estudo, as aves brasileiras foram amostradas em areas de conservacao situadas em
estados costeiros caracterizados principalmente pela predominancia de Mata Atlantica. A
prevaléncia de Plasmodium em aves silvestres da Mata Atlantica e Cerrado foi reportada em
vérios estudos™?327407478 "Nossos resultados corroboram esses estudos, demonstrando uma

elevada prevaléncia de Plasmodium spp. em aves de vida livre da ordem Passeriformes.

Embora existam muitos estudos sobre hemosporideos aviarios, existem poucos sobre o género

Leucocytozoon na regido Neotropical® .78

. O estudo realizado por Lotta et al.”, evidenciou que a
distribuicdo de Leucocytozoon na regido Neotropical é influenciada pela elevacdo, com altas
prevaléncias entre 2400 a 3200 metros. Em nenhum dos estudos realizados anteriormente no
Brasil usando métodos moleculares ou morfolégicos'>?">"® foram analisadas amostras de aves
guanto a presenca de Leucocytozoon. Porém, recentemente foi feita a primeira descricdo de
sequéncia genética de Leucocytozoon no Brasil, em uirapuru-de-chapéu-azul (Lepidothrix
coronata) da regido central da Amazonia®. Esse estudo foi conduzido em populacdes de aves
da Amazoénia, Mata Atlantica e Pantanal usando um protocolo que combina real time PCR,
nested PCR e microscopia, onde foram detectadas cinco amostras positivas para
Leucocytozoon, ndo tendo se detectado o parasita em esfregacos. As sequéncias das amostras
positivas revelaram que as cinco amostras foram infectadas pela linhagem LEPCORO8
(atualmente denominada SETAUD30; acesso GenBank: MG714922-MG714926) ndo tendo
sido possivel chegar & espécie de Leucocytozoon®. No presente estudo foram encontradas seis
amostras positivas para Leucocytozoon sendo duas em Curucutu e quatro em Esquel. Em
Curucutu as aves positivas foram duas Elaenia albiceps chilensis e em Esquel foram uma
Spinus barbatus e trés Turdus falcklandii. Elaenia albiceps chilensis estd presente na Argentina
e tem um padrdo migratério ao longo da costa Atlantica e na Amazénia para invernada’. No
presente estudo, Elaenia albiceps chilensis foi amostrada tanto em Curucutu como em Esquel,

Argentina.

As aves acometidas pela malaria devem ser consideradas como possiveis fontes de novas
infeccOes, devido as mudancgas ambientais e climéticas e a introducdo acidental ou deliberada
de aves e insetos vetores em regides que ndo co-evoluiram com o parasita®®. As aves
migratorias desempenham um papel importante na epidemiologia da maléria aviaria, pois
anualmente essas aves deslocam-se entre diferentes regides zoogeograficas, fato que favorece a
dispersdo dos parasitas da malaria inter ou intra continentalmente®**. Alguns estudos tém

demostrado que algumas espécies de hemosporideos aviarios sdo transmitidas durante a



82

nidificacdo e outras durante o periodo de invernada nas regides tropicais e subtropicais®.

Segundo Pulgarin-R et al.®

, a prevaléncia e a diversidade de linhagens de hemosporideos,
varia significativamente ao longo do tempo, sendo elevada durante a época reprodutiva e nas
migracdes de outono e inverno, declinando durante o inverno. Estes achados sugerem que a
transmissdao dos hemosporideos em alguns casos pode estar associada a localizagdo geografica

ou a interaco parasita-vetor*>,

O presente estudo revelou uma grande diversidade de linhagens de hemosporideos. Algumas
das linhagens encontradas no presente trabalho foram previamente descritas em outros estudos
e, na sua maioria na América do Sul'*'>222376-788184 “nqyitas das linhagens encontradas ndo
foram descritas até ao momento (Apéndice A). Esses resultados corroboram com o método
proposto por Bensch et al.'* para identificacdo de linhagens e com o MalAvi (mbio-

serv2.mbioekol.lu.se/Malavi/), assegurando que se trata de novas linhagens.

A linhagem de Leucocytozoon encontrada em Curucutu apresentou 98% de similaridade com a
linhagem GRAQUI02 descrita na Coldmbia em passeriformes’®. Essa linhagem foi descrita em
Grallaria quitensis, uma espécie de ave da familia Formicariidae que pode ser encontrada na
Coldémbia, Equador e Peru. Embora descrita em estudos anteriores, essa linhagem ndo estd
relacionada com qualquer uma das morfoespécies conhecidas. Na anélise filogenética podemos
constatar que a morfoespécie mais proxima € Leucocytozoon quynzae, descrita na América do
Sul em beija flor®>. As linhagens de Leucocytozoon encontradas em Esquel (TROAEDO2,
TURPEL02 e TURNAUO1), agruparam com as linhagens descritas no Peru, Asia e Africa em
Passeriformes de vida livre e cativos®™®®. Das linhagens encontradas no presente estudo
nenhuma foi identificada ao nivel da espécie, tendo-se limitado ao género. A morfoespécie
mais proxima da linhagem TROAEDO02 é Leucocytozoon majoris, descrita em aves de varias
ordens®®. As linhagens TURPEL02 e TURNAUO1 n&o apresentaram nenhuma morfoespécie.

As linhagens HYLMUSO01, DENPET03, TURALBO1, TACRUBO04, EUMINO1, THRSAYO01,
EUPMACO03, TROAED14 e MYISWAOQ1 encontradas no presente estudo, apresentaram
esfregacos positivos, porém com baixa parasitemia e poucas formas eritrocitarias dos parasitas,
fato que impossibilitou a identificagdo da espécie. Esse impasse tambem foi constatado no
estudo realizado por Chagas et al.***® onde foram detectadas 14 linhagens de Plasmodium,
sendo que apenas duas tinham espécie descrita: DENPETO03 (P. nucleophilum) e GRWO06 (P.
elongatum). Apesar da maior sensibilidade dos métodos moleculares para detectar parasitas do
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que a microscopia, existem limitacbes no seu uso no estudo de parasitas aviarios pela
dificuldade de ligar sequéncias genéticas a espécies cuja compreensdo da taxonomia e
biodiversidade permanecem limitadas'*?. Varios tém sido os esforcos para vincular essas
linhagens genéticas as espécies descritas, indicando a necessidade de mais estudos usando

exame microscopico e analise molecular'®*’.

Das linhagens de Plasmodium encontradas no presente estudo, em 11 foram identificadas as
especies: PADOMO09 e TACRUBO4 pertencentes a Plasmodium cathemerium, CINRUFO1 e
AMMAUROL1 pertencentes a Plasmodium homopolare, PADOM11 pertencente a Plasmodium
juxtanucleare, TURALB01 e RAMCARO1 pertencentes a Plasmodium lutzi, DENPETO03
pertencente a Plasmodium nucleophilum, HYLMUSO01, TUMIGO03 e TURUF03 pertencentes a
Plasmodium unalis. As restantes linhagens s6 foram identificadas ao nivel do género e
apresentaram 100% de similaridade com as linhagens j& depositadas no GenBank e MalAuvi,
com excecao das linhagens proximas (99% ou 98% de identidade) a NYCNYCO01, DENVIDO1,
CHACAMO2.

Com base na arvore filogenética pode-se dizer que a maioria das linhagens encontradas no
PARNA Saint Hilaire-Lange pertence ao subgénero Huffia e as demais linhagens encontradas
no presente estudo pertencem aos subgéneros Novyella e Haemamoeba. As linhagens de
Haemoproteus encontradas foram amplamente descritas na Regido Neotropical e Europa em

14,15,23,81,84

Passeriformes , mostrando a grande diversidade de hemosporideos existentes nos

locais onde foram coletadas as amostras.

A maioria das linhagens de Haemoproteus encontradas neste estudo agrupou no subgénero
Parahaemoproteus com excecdo de LEPRUFO02 encontrada em Leptotila verreauxi
(Columbiformes) que agrupou com o subgénero Haemoproteus. Essa linhagem também foi
encontrada no Brasil em Leptotila rufaxilla, uma ave residente pertencente a ordem
Columbiformes®®2%_ A linhagem MY ISWAO01 descrita por Fecchio et al.Z® em Trochiliformes
e Passeriformes, foi encontrada em Elaenia albiceps chilensis em Curucutu e Esquel, o que
retrata a sua caracteristica generalista e a sua dispersdo em diferentes paises. A linhagem
HYLMUSO1, encontrada em Turdus albicollis até ao momento sé foi reportada nos Estados

Unidos da América em Passeriformes da familia Turdidae (Hylocichla mustelina)®.
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A linhagem encontrada em Asthenes pyrrholeuca (PAT472), em Esquel, apresentou 96% de
similaridade com a linhagem MYCAMEOQ8 (Haemoproteus sp.) e CATAURO1 (Haemoproteus
catharti). A morfoespécie mais proxima é Haemoproteus catharti, amplamente descrita em
urubu-de-cabeca-vermelha (Cathartes aura) “abutres do novo mundo” (Cathartiformes:
Cathartidae) na America do Norte®® e em Garca-vaqueira (Bubulcus ibis ibis) na Africa
Central®®. No estudo realizado por Yabsley et al.?%, H. catharti agrupou num clado distinto de
outras linhagens de Haemoproteus spp., o que segundo os autores® sugere uma proximidade
com Haemocystidium e Plasmodium spp. Em outro estudo efetuado por Villar et al., o clado
formado por H. catharti e a linhagem MYCAMH1 (Haemoproteus spp.) também néo agrupou
com as demais espécies de Haemoproteus tendo se posicionado proximo de espécies de
Plasmodium. Na andlise filogenética do presente estudo, a linhagem de Asthenes pyrrholeuca
(PAT472) posicionou-se num clado muito bem suportado também distinto do clado dos
subgéneros Haemoproteus e Paraheamoproteus. Os resultados desses estudos juntos
corroboram a necessidade de aprofundar mais os estudos de diversidade genética combinando
os métodos morfoldgicos, caracteristicas do ciclo de vida e métodos moleculares de modo a
entender a relacdo entre os hemosporideos de aves e outras espécies relacionadas, para melhor

compreensdo da interacdo parasito-hospedeiro e das relagdes evolutivas.
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CONCLUSOES

O modelo experimental testado no presente estudo ndo permitiu a identificacdo das

linhagens de Plasmodium obtidas de aves com infecgédo cronica.

As aves inoculadas nao apresentaram nenhuma reacdo de incompatibilidade sanguinea

devido ao sangue heterélogo.

As aves apresentaram uma infeccdo abortiva, reforcando a necessidade de

imunossupressao com vista a incrementar a parasitemia.

Os protocolos implementados no presente estudo permitiram a identificacdo de
linhagens de Plasmodium, Haemoproteus e Leucocytozoon circulantes na Mata
Atlantica (Brasil) e na Floresta Andino-Patagbnica (Argentina), tendo revelado uma

grande diversidade de linhagens de hemosporideos.

Maior prevaléncia/diversidade de linhagens de Leucocytozoon foi encontrada em aves
amostradas na Argentina, comparativamente as encontradas em aves brasileiras,
contrariando a hipotese de gradiente latitudinal, segundo a qual a prevaléncia e
diversidade tendem a aumentar em direcdo a linha do equador. Em relacdo a
Plasmodium/Haemoproteus, nossos resultados corroboram a hip6tese de gradiente

latitudinal.

Nossos estudos revelaram maior prevaléncia de Leucocytozoon em aves migratorias da
Argentina comparativamente as aves amostradas no Brasil, refor¢cando a necessidade de
realizacdo de estudos para entender a dindmica de transmissdo da malaria aviaria em
aves migratdrias e os fatores que podem contribuir para a disseminacdo dos vetores e

parasitos.

A inclusdo de amostras de aves da Argentina pode contribuir bastante para o
delineamento de estudos que visam entender o efeito da migracdo das aves na dispersao
dos hemoparasitas, pois algumas aves infectadas por Leucocytozoon nessa regido tém

um padrdo migratorio ao longo da costa Atlantica e Amazénia.
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Foram encontradas 42 linhagens, das quais 18 sdo novas descri¢des. Entretanto as
baixas parasitemias encontradas nas 12 laminas positivas impossibilitaram a descri¢do
de novas espécies. Assim, muitas linhagens foram diagnosticadas somente até o género
reforcando a necessidade da realizacdo de infeccBes experimentais e a combinacgédo de
diagnostico usando métodos morfologicos e moleculares para a correta identificacdo

destes parasitas.
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1 | INTRODUCTION

FECCHIO et AL

Abstract

Identifying the ecological factors that shape parasite distributions remains a
central goal in disease ecology. These factors include dispersal capability, envi-
ronmental filters and geographic distance. Using 520 haemosporidian parasite
genetic lineages recovered from 7,534 birds sampled across tropical and tem-
perate South America, we tested (a) the latitudinal diversity gradient hypothesis
and (b) the distance-decay relationship (decreasing proportion of shared species
between communities with increasing geographic distance) for this host-parasite
system. We then inferred the biogeographic processes influencing the diversity
and distributions of this cosmopolitan group of parasites across South America.
We found support for a latitudinal gradient in diversity for avian haemosporid-
ian parasites, potentially mediated through higher avian host diversity towards
the equator. Parasite similarity was correlated with climate similarity, geographic
distance and host composition. Local diversification in Amazonian lineages fol-
lowed by dispersal was the most frequent biogeographic events reconstructed
for haemosporidian parasites. Combining macroecological patterns and biogeo-
graphic processes, our study reveals that haemosporidian parasites are capable
of circumventing geographic barriers and dispersing across biomes, although con-
strained by environmental filtering. The contemporary diversity and distributions
of haemosporidian parasites are mainly driven by historical (speciation) and eco-
logical (dispersal) processes, whereas the parasite community assembly is largely
governed by host composition and to a lesser extent by environmental conditions.

KEYWORDS
community assembly, disease ecology, latitudinal diversity gradient, macroecology,
parasite biogeography, parasite dispersal

comparison with temperate regions (Duchéne & Cardillo, 2015), and
thus, avian parasites from tropical regions will have a higher diversity

A pervasive feature in host-parasite associations is that host di-
versity drives parasite diversity (Kamiya, O'Dwyer, Nakagawa, &
Poulin, 2014a). Evolutionary processes, such as shifting of parasite
lineages across host species, as well as recent ecological regional
processes, such as parasite dispersal, are postulated to play a criti-
cal role in governing parasite community assembly (Ricklefs, 2010;
Ricklefs et al., 2014; Clark et al., 2018). While many parasites have
evolved to become specialists (Poulin, 2007), multihost parasites
must circumvent ecological and evolutionary barriers to infect un-
related host species, challenging ecologists and epidemiologists
to predict when and where a host species is most susceptible to
disease. Thus, by identifying the relative contributions of host and
parasite phylogenies to regional community assembly across mul-
tiple regions, one can gain a better understanding of parasite host-
switching patterns and the geographical basis for parasite diversity.

A parasite’s host range can be explained as a function of the num-
ber of susceptible hosts in a given community, which in turn may be
determined by historical biogeographic factors of the host clade. For
example, tropical regions harbour higher bird species diversity in

of potential hosts to colonize. Furthermore, the greater diversity of
host species in the tropics could lead to increased parasite diversity
within host species through parasite lineage sharing and host shifting
(Ricklefs et al., 2014; Clark, 2018). Parasite distributions can also be
explained by the ecological fitting principle, which posits that a shared
evolutionary history with a new host species is necessary for the suc-
cessful invasion of parasites into new host taxa (Brooks et al., 2006).
Thus, the likelihood that a parasite can successfully infect a new host
species decreases continuously with increasing phylogenetic dis-
tance between its original host and potential new hosts (Davies &
Pedersen, 2008; De Vienne, Hood, & Giraud, 2009; Ricklefs, 2010;
Poulin, Krasnov, & Mouillot, 2011; Clark & Clegg, 2017).
Assemblage similarity is expected to decrease with increasing
geographic distance (Nekola & White, 1999; Soininen, McDonald,
& Hillebrand, 2007). The patterns of distance decay of parasite as-
semblage similarity could be caused by two mechanisms: one re-
lated to environmental differences (e.g., gradients in temperature
and precipitation) and the other related to the dispersal capability
of parasites (Nekola & White, 1999). Several studies, including a
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Abstract

1. Geographic variation in environmental conditions as well as host traits that promote parasite
transmission may impact infection rates and community assembly of vector transmitted parasites.
2. Identifying the ecological, environmental, and historical determinants of parasite distributions
and diversity is therefore necessary to understand disease outbreaks under changing
environments. Here, we identified the predictors and contributions of infection probability and
phylogenetic diversity of Leucocytozoon (an avian blood parasite) at site and species levels
across the New World.

3. To explore spatial patterns in infection probability and lineage diversity for Leucocytozoon
parasites, we surveyed 69 bird communities from Alaska to Patagonia. Using phylogenetic
Bayesian hierarchical models and high-resolution satellite remote sensing data we determined
the relative influence of climate, landscape, geography, and host phylogeny on regional parasite
community assembly.

4. Infection rates and parasite diversity exhibited considerable variation across regions in the
Americas. In opposition to the latitudinal gradient hypothesis, both the diversity and prevalence
of Leucocytozoon parasites decreased toward the equator. Host relatedness and traits known to
promote vector exposure neither predicted infection probability nor parasite diversity. Instead,
the probability of a bird being infected with Leucocytozoon increased with increasing vegetation
cover (NDVI) and moisture levels (NDWI), whereas the diversity of parasite lineages decreased
with increasing NDVI. Infection rates and parasite diversity also tended to be higher in cooler
regions and higher latitudes.

5. Whereas low temperature partially constrains Leucocytozoon diversity and infection rates,

landscape features, such as vegetation cover and water body availability, play a significant role
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in modulating the probability of a bird being infected. This suggests that, for Leucocytozoon, the
barriers to host shifting and parasite host range expansion are jointly determined by
environmental filtering and landscape, but not by host phylogeny. Our results show that
integrating host traits, host ancestry, bioclimatic data, and microhabitat characteristics that are
important for vector reproduction are imperative to understand and predict infection prevalence
and diversity of vector-transmitted parasites. Unlike other vector-transmitted diseases, our results
show that Leucocytozoon diversity and prevalence will likely decrease with warming

temperatures.

Key-words: community assembly, latitudinal diversity gradient, macroecology, NDVI, parasite

distribution, parasite diversity, phylogenetic diversity
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preceitos da Lei n2 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n2 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentagdo Animal (CONCEA). Ante esta conformidade, o
referido projeto foi avaliado e aprovado em 10/04/2017 pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (CEUA-ICB/USP), outorgando esta licenga de uso de
animais com validade de 4 ano(s) a partir da data de aprovagao.

- Investigador Principal: Dr.(a.) Margareth de Lara Capurro-Guimarées

- Departamento: Parasitologia

- Membros da Equipe: Karin Kirchgatter (Pesquisador colaborador), Carolina Chagas (Pesquisador colaborador), Kiba
Jamila (Pés-graduando)

Ao final do periodo outorgado por esta licenga, o pesquisador responsavel devera encaminhar a esta
comissao, até o ultimo dia de validade da atual proposta, relatério final de acordo com a Resolugdo Normativa
CONCEA ne 30/2016 - Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais em Atividades de Ensino ou de
Pesquisa Cientifica (DBCA), conforme modelo constante no enderego eletrénico www.ich.usp.br/ceua. Havendo
interesse na renovacao do projeto, a solicitagdo devera ser protocolada pela Secretaria da CEUA-ICB/USP até o
ultimo dia de validade da atual proposta. Apds esta data uma nova proposta devera ser encaminhada.

CERTIFICATE

We hereby certify that the project entitled "Erythrocytic development of avian malaria parasites
through experimental infection aiming to identify and classify new species", protocol n® 29/2017, which involves
the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata
(except human), for Scientific Research Purposes, is in accordance with the provisions of the Law n® 11.794 passed
on October 8", 2008, Decree n® 6899 passed on July 15"', 2009, and the rules issued by the National Council for
Control and Animal Experimentation (CONCEA). According to this legislation, the project was evaluated and
approved on 4/10/2017 by the ETHICS COMMITTEE ON ANIMAL USE, Institute of Biomedical Sciences, University of
Sao Paulo (CEUA-ICB/USP), and the license for animal use is valid for 4 year(s) from the date of approval.

- Principal Investigator: Dr.(a.) Margareth de Lara Capurro-Guimardes
- Team members: Margareth Capurro (Colaborator Researcher), Carolina Chagas (Colaborator Researcher), Kiba
Jamila (Graduate Student).

At the end of the period granted by this license, the Principal Investigator must submit a final report of
the project to this committee, according to the Rule n? 30 and the Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de
Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica (DBCA) issued by the CONCEA. If a renewal of the project
is intended, the request must be submitted to the CEUA-ICB/USP secretary before the expiration of the current
proposal. After this date, a new proposal must be prepared.

Espécie/Species Linhagem/Strain | Sexo/Gender Idade-Peso/ Age-Weight Total
Gallus gallus | Gallus gallus domesticus | Macho/male 2 dias/days 960
domesticus e P B

§§o Paulo, 18 de abril de 2017.

Prof. Dr. Anderson de Sa Nunes Eliane Aparecida Gomes de MfJNascimento
Coordenador CEUA-ICB/USP Secretario CEUA-ICB/USP
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ANEXO D - Autorizagdo para atividade com Finalidade Cientifica Argentina

Provincia del Chubut
MINSTENODE LA PROBUCEION
mumvmm
RAWSON, 30 0CT 2018
VISTO:

El Expediente N° 3261/16- MP; la Ley N° XI N° 10, Decreto Reglamentario N°
868/90, y Disposicién N° 48/08 DFyFS - SSRN-MIA y G; y
CONSIDERANDO:

Que por el Expediente citado en el Visto tramita la autorizacién de renovacisn al
Director del Proyecto de Investigacién denominado: “Determinantes de la dindmica
poblacional de las aves del Bosque Andino - Patagénico”, Dr. Victor Cueto y a las
personas que figuran en el Anexo I de la presente Disposicion a realizar tareas de
investigacion, por el perfodo de un (1) afio, a partir del 01 de octubre de 2018 al 30 de
septiembre de 2019;

Que el Articulo 25° inc. ¢) de la Ley Provincial N° XIN° 10 establece que entre
las funciones de la autoridad de aplicacién (Direccién de Fauna y Flora Silvestre) se
encuentran la de armonizar la proteccién y conservacién de la fauna silvestre, con el uso y

27

aprovechamiento de los recursos naturales;
Que el Decreto Reglamentario N° 868/90 establece en los Articulos 29°, 30° y 31° las
pa para llevar adelante los estudios o trabajos de investigacién en el ambito de la

rovincia;
Que la Disposicién N° 48/08 de la Direccién de Fauna y Flora Silvestre establece los
sitos y obligaciones a cumplir por parte de los investigadores dentro del dmbito de la
vincia del Chubut;
Que ¢l solicitante ha cumplimentado los requisitos dispuestos en el Articulo 3° de la
Disposicién 48/08 DFyFS — SSRN - MIAG:
Que corresponde exceptuar el presente tramite del criterio de irretroactividad.
dispuesto por el Articulo 32° de la Ley I N° 18, por aplicacién del Punto 3) de la misma

norma legal;
Que la Direccién General de Asuntos Legales del Ministerio de la Produccién ha

£D” Zmado intervencion en el presente tramite;

{4 POR ELLO:
EL DIRECTOR DE FAUNA Y FLORA SILVESTRE

DISPONE:

Articulo 1% Otorgar eficacia retroactiva, al acto conforme lo previsto en el Articulo

32° de la Ley I N° 18, por aplicacién del Punto 3) de la misma norma legal.-
/ Articulo 2°: Renovar la Autorizacion al Director del Proyecto de Investigacion denominado

i “Determinantes de la dindmica poblacional de las aves del Bosque Andino

- Patagénico”, Dr. Victor Cueto, y a su equipo de trabajo que figura en el Anexo [ de la

presente Disposicién, a realizar tareas de investigacién, a partir del 01/10/2018 al

30/09/2019 inclusive.- )
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Provincia del Chubat
Repablica Argenting
MINISTERIO DE LA PRODUCCION
Mumvmmm

Articulo 9°: Las infracciones a la presente Disposicién serdn

sancionadas de acuerdo con lo
previsto en la Ley XI N° 10 ¥ su Decreto Reglamentario N© 868/90.-
Articulo10°.- Queda prohibida la utilizacién comercial del materia]

3.-

biolégico y/o sus

resultados y/o su transferencia a terceros sin expresa autorizacién de la

Direccién de Fauna y Flora Silvestre.-
Articulo 11°- Encaso de que el investigador declare 1a existencia

real uso comercial del resultado de la investigacién,
ediatamente a la Direccién de Fauna y Flora Silvestre,

de un potencial y/o
deberd comunicarlo
con el fin de suscribir ]a

erial Biolégico y/o Convenio de Distribucién de Beneficios).-

comuniquese, notifiquese, dése al Boletin Of

\\/ ARCHIVESE -

icial y cumplido,

27

DISPOSICION N°; /2018 ~ SsG-MP
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ANEXO E - Oficio FPZSP

Governo do Estado de Sao Paulo

Z00LOGICO DE SAO PAULO K
Secretaria do Meio Ambiente

Oficio n° 66/2017/FPZSP/DTC Séo Paulo, 26 de abril de 2017.

Senhora Pesquisadora,

Informamos Vossa Senhoria que o Projeto de Pesquisa para elaboragdo de tese de
Mestrado na SUCEN/IMT/USP, intitulado “Desenvolvimento eritrocitico de parasitas
da maldria avidaria através de infec¢io experimental visando identificacio e
classificagio de novas espécies”, a ser desenvolvido pela aluna Kiba Jamila Miguel
Comiche, foi analisado e aprovado pelas instancias técnico-cientificas da Fundagéo Parque
Zooldgico de Sdo Paulo, sob o registro de Projeto n° 425.

Aproveitamos a oportunidade para apresentar a Vossa Senhoria protestos de
elevada estima e distinta consideragdo.

Prof. Dr. Joio6 Batista da Cruz
Diretor Técnico Cientifico

A Senhora

Profa. Dra. KARIN KIRCHGATTER
SUCEN /IMT / USP

Instituto de Medicina Tropical / USP

c/c: Departamento de Pesquisas Aplicadas
Divis@o de Ciéncias Biologicas - Setor de Aves
Divisdo de Veterinaria
Nucleo de Analises Clinicas
Nucleo de Biologia Molecular e Microbiologia

FUNDACAO PARQUE ZOOLOGICO DE SAO PAULO
Av. Miguel Stéfano, 4241 — CEP: 04301-905 — Caixa Postal 12.918 — CEP: 04010-970
Tel.: (0xx11) 5073-0811 — Fax.: (Oxx11) 5058-0564 — 5073-7238
Sao Paulo — SP - Brasil
http://www.zoologico.sp.gov.br



