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RESUMO

A malaria é uma das doengas mais comuns entre as aves ¢ vem causando danos as
espécies em todo o mundo, podendo em muitos casos ser fatal. Pode causar alteragdes
fisiologicas em diferentes orgdos, as quais podem ser caracterizadas por analises bioquimicas
e por andlises histopatologicas. Assim, os objetivos do presente trabalho foram verificar a
prevaléncia e parasitemia de parasitos maldricos em aves silvestres em cativeiro da Mata
Atlantica em Minas Gerais e realizar a caracterizagdo bioquimica sérica e histopatologica das
aves infectadas. Para isso, foram coletadas amostras de sangue de 119 aves e feitos esfregacos
sanguineos para calculo da prevaléncia e parasitemia. Foi utilizada ainda a biologia molecular
para calculo da prevaléncia, comparando os resultados a microscopia. Para as analises
bioquimicas e histopatologicas foram utilizadas seis aves infectadas e eutanasiadas pelo
IBAMA. A prevaléncia média nas andlises microscopicas foi de 83,19% e a parasitemia de
1,51%, enquanto que na biologia molecular foi de 82,5%. Os cortes histologicos
demonstraram alteragdes no figado, rins, baco e coragdo, provavelmente secunddrias a
infeccdo malarica, destacando-se no figado, bago e rins a presenca de pigmentagdo
acastanhada, sugestiva de pigmento malarico ou hemozoina. Os valores das andlises
bioquimicas, valores da enzima ALT e de proteinas totais foram aparentemente mais altos em
aves com parasitemia maior, diferente dos valores da AST, que foram aparentemente normais.
E necessario considerar que parimetros bioquimicos podem ser alterados por fatores internos
e externos, o que pode explicar a diferenca dos valores das enzimas encontrados no presente
estudo com valores para outras espécies relatados na literatura. Sugere-se estudos visando
estabelecer valores de referéncia de andlises bioquimicas, que podem ser utilizadas como
ferramenta para caracteriza¢do da satde das aves silvestres.

Palavras-chave: Aves silvestres. Malaria avidria. Microscopia. Biologia molecular.

Bioquimica sérica. Histopatologia.



ABSTRACT

Malaria is one of the most common diseases among birds and has caused damage to
the species in all the world and can often be fatal. It can cause physiological changes, which
can be characterized by biochemical and histopathological analysis. The aim of this study
were to determine the prevalence and the parasitemias and malarial parasites in captive wild
birds from Floresta Atlantica in Minas Gerais and to characterize serum biochemistry and
histopathology of infected birds. For this, blood samples were collected from 119 birds,
prepared blood smears for estimating the prevalence and the parasitemias. For biochemical
analysis and histopathological features were analyzed six and infected birds. The mean
prevalence in blood smears was 83.19% and mean parasitemia 1.51%, while in the molecular
biology was 82,5%. Histological sections demonstrated alterations in liver, kidney, spleen and
heart, probably by to malaria infection. In the liver, spleen and kidneys the presence of
brownish pigmentation, suggestive of malarial pigment, the hemozoin. The values enzyme
ALT and total proteins were apparently higher in birds with parasitemia greater than those of
AST values that were apparently normal. You must consider that biochemical parameters can
be changed by internal and external factors, which may explain the difference in the values of
enzymes found in the present study with values for other species reported in the literature. It
is suggested studies to establish reference values for biochemical analysis, which may be used

as a tool to characterize the health of the birds.

Keywords: Wild birds. Avian malaria. Microscopy. Molecular biology. Serum biochemistry.

Histopathology.



INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O Brasil ¢ um dos paises mais ricos do mundo em relagdo a avifauna. Cerca de 2000
espécies de aves sdo conhecidas (CBRO, 2011), sendo que na Mata Atlantica podem ser
encontradas mais de 600 espécies, das quais cerca de 160 sdo endémicas (WWEF, 2011).

Com o crescente comércio ilegal e risco de extingdo de muitas espécies de aves
silvestres brasileiras o estudo da presenca de parasitos nas mesmas ¢ de fundamental
importancia, j4 que esses podem influenciar em processos ecoldgicos, evolutivos e
comportamentais de seus hospedeiros, incluindo modificagdes no voo, sucesso reprodutivo,
migragdo e capacidades competitiva e de forrageamento (GARAMSZEGI, 2005; MARINI &
GARCIA, 2005; MARZAL et al., 2005). Individuos parasitados podem ser mais susceptiveis
a predagdo, sofrer reducdo na habilidade de estabelecer territorios, no consumo de alimentos e
na massa corporal (ANDERSON & MAY, 1979; LAFERTY & MORRIS, 1996;
MAKSIMOWICH & MATHIS, 2000; ATKINSON et al., 2000).

Muito do que se sabe sobre hemoparasitos aviarios no Brasil tem sido estudado em
aves domésticas, sendo poucos os estudos que tem demonstrado o efeito desses parasitos em
aves silvestres (SCHRADER, et al., 2003), principalmente naquelas mantidas em cativeiro.
Estudos tem mostrado que aves em cativeiro apresentam maior prevaléncia de infec¢do por

parasitos do que outras aves (BELO et al., 2009).

1. Malaria aviaria

A maléria aviaria foi diagnosticada pela primeira vez por Danilewsky, em 1885,
quando observou o quadro clinico da doenca. E causada por protozodrios hemoparasitos
pertencentes ao filo Apicomplexa, da ordem Haemosporida.

O filo Apicomplexa agrupa protozodrios sem organelas locomotoras e que possuem
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um complexo apical caracteristico, responsavel pela penetragdo dos parasitos nas células
hospedeiras (REMPLE, 2004). A ordem Haemosporida pode ser caracterizada por apresentar
macrogametocitos e microgametdcitos que se desenvolvem independentemente, zigoto mével
(ou oocineto), esporozoitos nus e ciclo bioldgico heteroxeno, onde a esquizogonia ocorre em
um hospedeiro vertebrado e a gametogonia e esporogonia em um vetor invertebrado,
geralmente artropodes dipteros hematofagos (REMPLE, 2004).

Os géneros que podem causar a maldria aviaria sdo Plasmodium, Haemoproteus e
Leucocytozoon. Os quais, segundo VALKIUNAS (2005), sio classificados taxonomicamente
como:

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

Familia: Haemoproteidae
Género: Haemoproteus Kruse, 1890

Familia: Plasmodiidae
Género: Plasmodium Marchiafava & Celli, 1885

Familia: Leucocytozoidae
Género: Leucocytozoon Berestneff, 1904

Estima-se que atualmente 206 espécies de hemosporideos podem ser encontradas em
aves de diferentes ordens. Esses protozodrios apresentam ampla distribuicdo global, assim
como seus vetores, insetos dipteros hematofagos, e ja foram descritos parasitando diversos
grupos de aves em praticamente todo mundo (VALKIUNAS, 2005). Estudos relatando a
prevaléncia de hemoparasitos em aves foram conduzidos na Africa (BEADELL et al., 2009;

LOISEAU et al., 2010), Asia (NAGATA, 2006) Europa (KRONE et al., 2008), Américas do
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Norte (JARVI, et al., 2002; BARNARD et al., 2010), Central (FALLON et al., 2005) e do Sul
(DURRANT et al., 2006).

Segundo alguns autores, os plasmddios avidrios tem causado extingdo e declinio
populacional de diversas espécies de aves em diferentes regides do mundo (VAN RIPER et
al., 1986; ATKINSON et al., 1995; 2000; MASSEY et al., 1996). Outro aspecto que ¢
destacado em alguns estudos ¢ a importancia de parasitos do género Plasmodium como fator
de selecdo de populacdes de aves, ja que esses hemosporideos podem influenciar na escolha
de parceiros sexuais, no sucesso reprodutivo € na resposta imune dos hospedeiros
(HAMILTON & ZUK, 1982; VAN RIPER III et al., 1994; OPPLIGER et al., 1996).

No trabalho realizado por RICKLEFS et al. (2005), os autores estudaram malaria em
757 aves de 42 espécies em uma regido de floresta no sul do Missouri, EUA, durante quatro
anos, encontrando prevaléncia de 38,6% para os géneros Plasmodium e Haemoproteus.
Observaram ainda que a prevaléncia foi positivamente associada com a massa corporal do
hospedeiro, mas ndo com o tipo de forrageamento, altura do ninho, tipo de ninho, brilho da
plumagem ou dimorfismo sexual. Também nao teve relacdo com o sexo das aves ou idade. Os
autores acreditam que o nimero de linhagens de parasitos encontradas ¢ proximo ao niimero
de espécies de aves hospedeiras em um determinado local. No estudo foram encontradas 34
linhagens em 42 espécies de aves examinadas. A rela¢do parasito-hospedeiro ¢ complexa, pois
estdo envolvidos muitos fatores, incluindo o papel de parasitos na selecdo sexual e a

manuteng¢do evolutiva do sexo, variando com a populagdo e dindmicas evolutivas.

1.1. Malaria em aves silvestres brasileiras

No Brasil, apesar da grande biodiversidade, poucos estudos com aves silvestres foram
realizados. BRAGA et al. (2011) fizeram uma revisdo sobre a malaria aviaria no Brasil,

destacando a importancia de estudos para entendimento da relagdo parasito-hospedeiro por
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sua relacdo filogenética com plasmodios humanos.

Um dos primeiros estudos realizados no Brasil foi o de BENNETT & LOPES (1980),
onde os autores estudaram 3.449 aves de 195 espécies em trés areas no estado de Sao Paulo e
encontraram prevaléncia de 1,8% para Plasmodium utilizando microscopia.

WOODWORTH-LYNAS et al. (1989), também utilizando analises microscopicas,
estudaram 15.574 aves silvestres de 266 espécies também em trés areas do estado de Sao
Paulo no sudeste do Brasil e encontraram prevaléncia de infeccdo de 7,5% para o género
Plasmodium.

No estudo realizado por BELO et al. (2009) os autores analisaram a prevaléncia de
malaria entre 127 psitacideos de 21 espécies viventes em zoologicos do Sudeste e do Nordeste
e encontraram prevaléncia de 36% para o género Plasmodium na PCR, com baixas
parasitemias. As espécies que apresentaram maior prevaléncia foram Amazona aestiva
(Linnaeus, 1758), Ara ararauna (Linnaeus, 1758) e Amazona amazonica (Linnaeus, 1766).

Outro trabalho realizado no Brasil foi o de BUENO et al. (2010), onde os autores
verificaram a prevaléncia e parasitemia de malaria entre pinguins de um zooldgico localizado
em Sdo Paulo e encontraram prevaléncia de infec¢do por Plasmodium relictum (Grassi and
Feletti, 1891) de 75% pela PCR e parasitemias que variaram de 0,4% a 11%.

Em LIMA et al. (2010) foram examinadas aves introduzidas da espécie Passer
domesticus (Linnaeus, 1758), que s3o nativos da Europa e aves nativas brasileiras e
encontraram que em aves nativas a prevaléncia de infec¢do por hemosporideos foi maior que
em aves introduzidas (34% e 6,1%, respectivamente encontrados na PCR). Os autores
sugeriram que os resultados encontrados podem estar de acordo com a hipdtese ERH (enemy
release hypothesis), que sugere que o sucesso de espécies introduzidas pode ser devido a
“fuga” de inimigos naturais, como patégenos e parasitos.

BELO ef al. (2011) analisaram a influéncia de trés diferentes habitats (ambiente

intacto, alterado e em transi¢do com a Floresta Amazonica) na prevaléncia de infeccdo por
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hemosporideos em 676 aves do cerado do Brasil e ndo encontraram diferencas na prevaléncia
de Plasmodium sp. e Haemoproteus sp. quanto ao tipo de ambiente (prevaléncia de 49% para
um dos géneros em ambas técnicas microscopia € PCR). Assim como no trabalho realizado
por SEBAIO et al. (2010), que estudaram a influéncia do tamanho do fragmento e
dependéncia do habitat em 925 aves de 109 espécies de aves da Floresta Atlantica e ndo foram
encontradas diferengas na prevaléncia por hemosporideos utilizando microscopia. Entretanto
prevaléncia de infec¢do por Trypanosoma sp. foi maior em aves dependentes de regides de
floresta.

Em outro estudo realizado por RIBEIRO et al. (2005), foi analisada a prevaléncia de
hemoparasitos por PCR em 275 Passeriformes de pequenos e grandes fragmentos da Mata
Atlantica em Minas Gerais, correlacionando ainda caracteristicas bioldgicas e encontrou-se
prevaléncia total para Plasmodium sp. de 39,6%. Aves de fragmentos maiores apresentaram
prevaléncia maior do que aves de fragmentos menores (51,9% e 28,5%, respectivamente). E
em aves insetivoras a prevaléncia foi maior do que em outros grupos, destacando a
importancia do estudo de caracteristicas biologicas e comportamentais de aves, que podem
estar diretamente relacionadas com a prevaléncia de parasitos.

Em LOBATO et al. (2011) os autores estudaram parametros hematologicos e
parasitoldgicos em 31 aves da espécie Turdus leucomelas Vieillot, 1818 do cerrado brasileiro
e encontraram prevaléncia para Plasmodium sp. de 58% (18 aves infectadas) utilizando
microscopia € PCR. Observaram relacdo entre a presenca do parasito e a diminui¢do de
valores de CHGM (taxa de concentragdo de hemoglobina globular), que representa o volume
ocupado pela hemoglobina em cada eritrocito. Esse indice € o mais exato na classificagdo de
anemia, ndo necessitando de contagem de eritrécitos. Viram ainda que aves em periodo
reprodutivo mostraram alteragdes em valores de hemoglobina e CHGM, sugerindo conexao
com a saude das aves e o estresse fisiologico associado a reprodugao.

FECCHIO et al. (2007) também estudaram aves do cerrado brasileiro. Examinaram
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508 aves de 26 espécies utilizando microscopia e encontraram 35 aves infectadas pelos
géneros Plasmodium sp. ou Haemoproteus sp. prevaléncia de 6,9%, sendo uma das menores
jé registradas para comunidades de aves silvestres na regido Neotropical. Os autores nao
encontraram relacdo entre prevaléncia e estacdes seca e chuvosa e com periodo reprodutivo.
No trabalho de FECCHIO et al. (2011), onde também foram estudadas aves do cerrado
do Brasil utilizando microscopia, foram analisados diferentes fatores que podem influenciar a
acessibilidade de vetores e que podem influenciar a prevaléncia de infec¢do por
hemoparasitos, como tamanho e tipo de ninho, massa corporal e socializagdo das aves.
Destacaram que diferentes padrdoes de comportamento e reproducdo podem influenciar na
prevaléncia de alguns parasitos. Encontraram que aves que vivem em grupos € cooperam no
cuidado parental apresentaram prevaléncia maior para Haemoproteus sp. € em aves com

ninhos em cavidades ou lugares fechados apresentaram maior prevaléncia para Plasmodium

sp.

1.2. Ciclo bioldgico

Segundo GARNHAM (1966), REMPLE (2004) e VALKIUNAS (2005) o ciclo
biologico geral dos hemosporideos avidrios pode ser descrito em trés fases distintas, sendo
que as fases exoritrociticas e eritrociticas ocorrem na ave e a fase esporogdnica no mosquito
transmissor (Desenho 1).

A fase exoeritrocitica inicia-se com a inoculagdo de esporozoitos, presentes nas
glandulas salivares dos mosquitos infectados, em aves durante o repasto sanguineo. Os
esporozoitos podem penetrar ou ser fagocitados por células do sistema fagocitico
mononuclear (SFM), originando nestas células por meio de esquizogonia a primeira geracao
de merozoitos. Estes sdo liberados por ruptura da célula e podem penetrar em outras células

do SFM ou células endoteliais de varios 6rgaos como baco, figado, cérebro, medula 6ssea e
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outros, onde por meio de esquizogonias ddo origem a novos merozoitos que penetram em
hemacias, iniciando o ciclo eritrocitico.

Na fase eritrocitica, 0os merozoitos que penetram em eritrocitos dividem-se
assexuadamente por esquizogonia originando os esquizontes, os quais se rompem liberando
outros merozoitos. Ao penetrar em outra célula, reiniciam seu desenvolvimento por meio de
sucessivas esquizogonias ou diferenciam-se em formas sexuadas, denominadas gametdcitos,
os quais poderdo ser ingeridos por mosquitos vetores. Essa fase ¢ diferente entre os géneros
Plasmodium, Haemoproteus € Leucocytozoon, pois nos dois ultimos géneros a esquizogonia
sO ocorre nos 6rgaos e apenas gametocitos sao encontrados nos eritrocitos.

Apoés a ingestdo dos gametdcitos pelos mosquitos hematofagos tem inicio a fase
esporogonica. Os gametocitos se desenvolvem no estdmago do mosquito apds tornarem-se
livres. Os microgametocitos produzem por exflagelagdo microgametas, que unem-se a
macrogametas, produzidos a partir dos macrogametdcitos, originando um zigoto, o qual se
diferencia em uma forma moével, denominada oocineto.

O oocineto ultrapassa a parede estomacal e encista-se na hemocele do mosquito,
formando o oocisto esporulado. Por esquizogonia o oocisto produz grande nimero de
esporozoitos e quando maduro se rompe liberando—os na hemocele. Por meio da hemolinfa os
parasitos chegam a glandula salivar, onde permanecem até que o mosquito se alimente,

inoculando os esporozoitos juntamente com a saliva.
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Desenho 1. Representacdo esquematica do ciclo de vida de Plasmodium relictum. Parte
superior, no vetor; parte inferior, na ave: LIl - merogonia exo-eritrocitica primaria; III -
merogonia eritrocitica; IV - merogonia exo-eritrocitica secundéria; 1 - esporozoitos nas
células do reticulo endotelial; 2, 3 - criptozoitos; 4 - merozoito em macrofago; 5, 6 - meta-
criptozoito; 7 - merozoitos no eritrocito; 8 - gametocitos; 9 - merozoito no eritrocito; 10, 11 -
merontes eritrociticos; 12 - merozoito em célula endotelial de capilares; 13, 14 - fanerozoitos;
15 - merozoitos em eritrocitos; 16 - gametdcitos; 17 -macrogameta; 18 - exflagelacdo de
microgametas; 19 - fertilizacdo de macrogameta; 20 - oocineto penetrando na membrana
peritrofica; 21 - oocisto jovem; 22, 23 - esporogonia; 24 - esporozoitos penetrando na

glandula salivare do vetor (VALKIUNAS, 2005).

1.3. Género Plasmodium

O género Plasmodium pode ser comumente encontrado em répteis, mamiferos e em
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aves silvestres e domésticas. Pode ser transmitido por insetos dipteros hematdfagos da familia
Culicidae. Em aves, atualmente, cerca de 40 espécies sdo descritas, as quais podem ser
encontradas em diferentes espécies hospedeiras causando patogenicidade variada. As espécies
do género apresentam ampla distribui¢do geografica e distinguem-se de outros hemosporideos
pela presenca de reproducdo assexuada (merogonia) em eritrocitos na circulacdo sanguinea
(ATKINSON et al., 2008).

As espécies desse género produzem pigmentos que podem ser visualizados nos
eritrocitos, denominados hemozoina. Os mesmos sdo resultantes do metabolismo da
hemoglobina e podem auxiliar na identificacdo de espécies de parasitos quando realizada
contagem, medida e localizacdo desses pigmentos. Para identificagdo das espécies desse
género ainda sdo usados fatores como a espécie da ave hospedeira, vetores e caracteristicas de
desenvolvimento de estdgios exoeritrociticos e eritrociticos, como tamanho e forma de
gametocitos, trofozoitos e esquizontes (ATKINSON et al., 2008).

Segundo VALKIUNAS (2005) e GARNHAM (1966), em aves, o género Plasmodium
possui cinco subgéneros, que foram divididos com base em caracteristicas morfologicas e
biologicas de estdgios eritrociticos e exo-eritrociticos. Os cinco subgéneros sdo:
Haemamoeba, Giovannolaia, Bennettinia, Huffia e Novyella.

Em Haemamoeba a principal caracteristica € a presenca de gametocitos e esquizontes
eritrociticos grandes, que excedem o tamanho do nucleo do eritrocito infectado, com formas
arredondadas e esquizogonia exo-eritrocitica no sistema fagocitico mononuclear. O subgénero
Giovannolaia caracteriza-se por apresentar parasitos com esquizontes eritrociticos de
tamanhos moderados a grandes, podendo ultrapassar o tamanho do nucleo do eritrocito, e
gametocitos alongados. A esquizogonia exo-eritrocitica também ocorre no sistema fagocitico
mononuclear O subgénero Bennettinia possui esquizontes pequenos e arredondados, com
pouco citoplasma, ocupando posi¢do proxima ao nucleo do eritrocito. Os gametodcitos sao

pequenos e ovalados ou alongados, apresentava somente a espécie Plasmodium juxtanucleare,
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entretanto alguns autores vem mostrando novas espécies como P. lucens, P. multivacuolaris, e
P. parahexamerium, descritas no estudo de VALKIUNAS et al. (2009-a). O subgénero Huffia
pode ser diferenciado por apresentar esquizontes eritrociticos pequenos, com dez ou menos
merozoitos, gametocitos alongados, com esquizogonia exo-eritrocitica em células do sistema
hematopoético. E em Novyella, os esquizontes sdo pequenos com no maximo oito merozoitos
e os gametocitos sdo alongados e ainda nos estagios assexuados, o citoplasma € escasso
(GARNHAM, 1966; VALKIUNAS, 2005).

As infecgdes por Plasmodium spp. tem sido relatadas em aves de todas as ordens, com
excecdo de Struthioniformes, Coliiformes e Trogoniformes, entretanto poucos estudos ainda
tem sido feitos. Estima-se que apenas metade de todas as espécies de aves foram estudadas a
procura de hemoparasitos. A maior diversidade das espécies desse género ¢ encontrada nas
ordens Galliformes, Columbiformes e Passeriformes (VALKIUNAS, 2005).

Entre as espécies do género, P relictum tem sido relatada como uma das mais
patogénicas, ocorrendo naturalmente em 70 familias diferentes de aves (REMPLE, 2004;

ATKINSON et al., 2008; BUENO et al., 2010).

1.4. Patologia e caracterizacio da malaria

Em aves a maléria pode se manifestar de diferentes modos, variando de assintomatica
a casos de obito. Essa variagdo depende de fatores como as espécies de aves infectadas,
viruléncia dos hemoparasitos, de variacdes em fatores ambientais, como a sazonalidade e
fatores intrinsecos do hospedeiro, como a imunidade, idade, sexo e perfil nutricional
(REMPLE, 2004, VALKIUNAS, 2005; ATKINSON, 2008).

Segundo VALKIUNAS (2005) a patologia da malaria é bem conhecida entre aves
domésticas e de produgdo, podendo manifestar-se diferentemente em aves silvestres, devido

ao processo de co-evolucdo. Em aves domésticas a maldria pode se manifestar desde
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infeccdes assintomaticas, passando por quadros de apatia, depressdo, fraqueza, letargia,
dispnéia, convulsoes, febre, perda de peso, anemia, inapeténcia, diminui¢ao do funcionamento
de orgaos, hemorragia, disturbios digestivos e neurologicos, paralisia € morte em alguns casos
de alta parasitemia (GREINER & HARRISON, 1994; CAMPBELL, 1995; FOWLER &
FOWLER, 2001; WILLIAMS, 2005; ALMOSNY & MONTEIRO, 2006; PEIRCE, 2008). O
autor alerta ainda que em aves silvestres a maldria ndo apresenta a mesma sintomatologia,
sendo necessarios mais estudos para o conhecimento da patologia nessas aves.

A gravidade da doenca estd diretamente relacionada com a parasitemia (GARNHAM,
1966). Segundo VALKIUNAS (2005) a infec¢dio malarica pode se apresentar em vérias fases:
pré-patente, onde os parasitos ainda estdo se desenvolvendo fora da corrente sanguinea;
aguda, caracterizada pelo aparecimento de parasitos na corrente sanguinea e pela crescente
parasitemia, com aparecimento de sintomas clinicos; crise, onde a parasitemia atinge o pico;
cronica ou latente, as quais apresentam queda nas taxas de parasitemia em consequéncia do
desenvolvimento de resposta imune do hospedeiro, apresentando pouco ou nenhum sinal de
infeccdo. A fase cronica ¢ a mais encontrada na maioria das espécies de aves, que podem
permanecer infectadas por toda a vida. Infecgdes nessa fase sdo subclinicas, na maioria dos
casos, podendo ocorrer recaidas periddicas em condicdes de estresse fisiologico e/ou
ambiental, concomitantes com outras infeccdes e atividade hormonal (ATKINSON & VAN
RIPER, 1991).

KILPATRICK et al. (2006) estudaram a relacdo da infec¢do cronica por Plasmodium
relictum em aves da espécie Hemignathus virens (Gmelin, 1788) e sucesso reprodutivo em
machos e fémeas no Havai. Os autores observaram que a maldria ndo teve relagdo na reducao
do sucesso reprodutivo, que foi medido pelo tamanho da ninhada, sucesso de eclosdo dos
filhotes, peso e nimero de filhotes, o sucesso de nidificagdo (taxa de sobrevivéncia didria), e
sobrevivéncia dos filhotes.

Uma das consequéncias mais graves da malaria ¢ a ocorréncia de destruicdo de
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hemdcias e anemia, o que ocorre devido a remog¢do ativa de eritrocitos infectados da
circulagdo pelas células do SFM no bago, figado, medula 6ssea e outros Orgdos. Anemia
aguda acontece nos casos em que o processo de eritropoiese e liberacdo de eritroblastos na
circulagdo ndo compensam a perda de hemdicias (GARNHAM, 1966; VALKIUNAS, 2005).
Esse processo pode se acentuar com a alteragcdo da composi¢do quimica do plasma sanguineo
como a diminui¢do do pH e aumento da concentracdo de proteinas (SEED & MANWELL,
1977).

Quanto as alteragdes histopatologicas a malaria pode causar comprometimento em
diferentes oOrgdos. No figado, as alteracdes ocorrem durante a fase eritrocitica do ciclo
biolégico do Plasmodium, causando hepatomegalia, podendo ocorrer acumulo de eritrocitos
parasitados nos sinusoides hepaticos, com fagocitose de parasitos e pigmento malarico
(hemozoina) por células de Kupffer, causando hipertrofia e hiperplasia das mesmas, o que
pode levar a retardo da circulagdo local, hipdxia, degeneragdo de hepatdcitos e necrose centro-
lobular, além de congestdo. O 6rgdo pode apresentar coloragdo castanho-escura, devido a
retencdo de hemozoina nas células sinusoidais hepaticas e ainda infiltrados mononucleares.
As trabéculas hepaticas podem apresentar desarranjo estrutural (BRASILEIRO-FILHO,
2011).

Nos rins ha comprometimento de tabulos e glomérulos, com necrose tubular aguda e
insuficiéncia renal, glomerulopatia, e ainda nefrite intersticial aguda e glomerulonefrite
proliferativa aguda. Pode ocorrer ainda aumento da celularidade decorrente de acimulo de
macrofagos contendo hemozoina, alteragdes intersticiais com edema e infiltrado mononuclear
(BRASILEIRO-FILHO, 2011).

O bago ¢ um 6rgdo importante durante a infec¢do maldrica, pois € o principal local de
retirada de eritrocitos alterados da circulacdo. Pode apresentar um aumento de seu volume,
com aparéncia flacida, fridvel e sujeito a ruptura. A cépsula apresenta-se tensa, o parénquima

¢ abundante, difluente, com coloragdo escura, devido a congestdo e quantidade de hemozoina
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retida. Apresenta hiperplasia de linfocitos na polpa branca e desorganizagdo de sua estrutura
normal. Na polpa vermelha, os macréfagos apresentam-se aumentados em niimero e tamanho,
devido a intensa atividade fagocitaria. Em alguns casos o baco pode apresentar hipotrofia da
polpa branca, com foliculos linféides depletados ou transformados em blocos hialinos e na
polpa vermelha pode haver hiperplasia de macréfagos, com neoformagdo conjuntiva. E ainda

h4 acimulo de hemozoina em macréfagos e trabéculas (BRASILEIRO-FILHO, 2011).

2. Técnicas de diagnostico

2.1. Esfregacos sanguineos

O método de diagnodstico por observacdo de esfregacos sanguineos ¢ utilizado na
grande maioria dos estudos e busca quantificar, com estimativas de prevaléncia e intensidade
de infecgdo, e identificar morfologicamente os estadgios eritrociticos dos hemoparasitos
(trofozoitos, esquizontes e gametdcitos). A deteccdo ocorre por observagdo de um
determinado nimero de campos microscopicos e/ou determinado periodo de tempo,
fornecendo uma estimativa do niimero de parasitos (VALKIUNAS et al., 2008). Entretanto
durante as fases cronicas ou latentes de infec¢do, o que ¢ encontrado na maioria das aves, a
detec¢do de parasitos por meio dos esfregacos ¢ mais complicada, j4 que nessas fases a
parasitemia encontra-se reduzida na circulagao.

A identificagdo por microscopia geralmente ocorre a partir de caracteristicas
morfologicas do parasito em um esfregaco de sangue periférico corado com coloragdes do
tipo Romanowsky (Leishman e coloragdes Giemsa) (CAMPBELL, 1995; VALKIUNAS,
2005). A deteccao de Plasmodium sp. € baseada na presenca de gametdcitos intraeritrociticos
(pigmentados), trofozoitos e esquizontes. Em infec¢gdes em fase inicial, somente trofozoitos e

esquizontes podem ocorrer nos eritrocitos, o que dificulta o diagndstico especifico. Entretanto
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em infecgdes na fase cronica somente gametdcitos podem estar presentes e em alguns casos,
espécies com gametocitos grandes e alongados, podem ser facilmente confundidas com
Haemoproteus sp. (CAMPBELL, 1995; PEIRCE, 2008).

Segundo VALKIUNAS et al. (2008) os esfregacos podem oferecer vantagens sobre
outros métodos, por ser uma técnica barata e que requer apenas material de rotina em
laboratorios para sua preparagdo. Permite ainda a verificagdo da intensidade de infecg¢do e a
presenca de co-infecgdes e pode ser base para identificacdo taxondmica morfoldgica das
espécies de hemoparasitos. Contudo sua eficiéncia varia de acordo com a qualidade, tempo de
observacdo e experiéncia do microscopista. Um bom esfregaco deve ser livre de poeira,
umidade e calor, que podem danifica-lo; devem ser secos rapidamente apds a confecgdo
(cerca de 30 segundos), caso contrario pode haver mudangas na morfologia de gametdcitos e
assim interferir na identificagdo; a fixagdo deve ser correta com metanol absoluto; e a
coloracdo deve ser feita logo ap6s a preparagao.

Uma limitacdo desse método de diagndstico ¢ a dificuldade de identificagdo de
espécies, encontrada na maioria dos esfregacos, mesmo por especialistas experientes, podendo
ser dificultada devido a baixa parasitemia que geralmente ¢ observada em infecgdes por

Plasmodium (VALKIUNAS, 2005).

2.2. Biologia molecular

Nos ultimos anos, ocorreram consideraveis avancos em estudos moleculares de
hemoparasitos em aves, buscando desenvolver métodos de diagnostico para detecgdo de
infeccdes baseados na investigagdo do DNA do parasito, principalmente por ser um método
mais rapido de diagnostico, ja que podem ser analisadas varias amostras a0 mesmo tempo, e
por conseguir detectar infecgdes de baixa prevaléncia, como infecgdes na fase cronica (JARVI

et al., 2002). Investigagdes moleculares vem adicionando a literatura aspectos importantes no
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conhecimento a respeito da filogenia e especificidade de hospedeiros (RICKLEFS et al.,
2004; BENSCH et al., 2007; KRONE et al., 2008).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ¢ um desses métodos de diagnostico, que
utiliza a variagdo das sequéncias de DNA para detectar especificamente linhagens diferentes
de parasitos.

Alguns estudos tem demonstrado que a PCR ¢ mais sensivel do que o exame
microscopico de esfregacos sanguineos para a deteccdo de parasitos no sangue de aves
(JARVI et al., 2002; RIBEIRO et al., 2005). Entretanto alguns autores recomendam a
utilizagcdo da biologia molecular combinada com a observagdo microscopica de esfregacos
sanguineos, pois a andlise microscopica permite a identificagdo de caracteristicas
morfologicas de diferentes estagios do ciclo bioldgico dos parasitos, o que ¢ um pardmetro
para identificagdo de hemoparasitos aviarios (RIBEIRO et al., 2005; VALKUNAS et al.,
2008; GARAMSZEGI, 2010).

VALKIUNAS et al. (2006) mostraram que a microscopia ainda ¢ uma ferramenta de
extrema importancia no diagndstico de hemosporideos, principalmente em infec¢des mistas,
com mais de um género de parasito. O estudo realizado com 83 passeriformes com infec¢des
simples por Plasmodium sp. ou Haemoproteus sp. mostrou que somente o diagndstico por
PCR, pode subestimar a ocorréncia de infecgdes mistas por géneros de parasitos
hemosporideos em aves naturalmente infectadas, recomendando-se a combina¢do de métodos
de microscopia e PCR.

Outro estudo que mostra que a PCR pode subestimar a prevaléncia de infec¢do por
Plasmodium sp. foi o realizado por JARVI ef al. (2002). Os autores compararam diagndsticos
com esfregacos, técnicas moleculares e técnicas imunoldgicas e perceberam que o diagndstico
imunoldgico foi mais sensivel do que os outros utilizados.

Diversos genes podem ser utilizados como alvos na PCR para identificacdo dos

hemosporideos, sendo que o gene codificador do acido ribonucléico ribossomal (rRNA), mais
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especificamente da subunidade menor (SSU) e o acido desoxirribonucléico mitocondrial
(gene do citocromo b) sdo os mais utilizados, por serem estaveis e apresentarem regides
conservadas para construcdo de “primers” e com segdes varidveis entre as regides
conservadas, sendo adequado para deteccdo e identificagdo de linhagens desses parasitos (LI
et al., 1995; BENSCH et al., 2004; WALDENSTROM et al., 2004).

No estudo realizado por RICHARD et al. (2002), os autores compararam quatro
protocolos de PCR para detectar a presenca de malaria aviaria no sangue de passaros na
Africa. Dois protocolos eram compostos por oligonucleotideos para o citocromo b e os outros
dois utilizam como alvo o gene 18SSU rRNA. Concluiram que o citocromo b mostrou ser
mais confiavel em relacao ao gene ribossomal.

O primeiro estudo realizado por meio de PCR para hemosporideos foi realizado por
FELDMAN et al. (1995) com a finalidade de amplificar o DNA de Plasmodium de amostras
de aves do Havai. Os autores utilizaram oligonucleotideos para amplificar o gene codificador
do18S rRNA. A PCR detectou maior prevaléncia em aves de regides mais elevadas. A malaria
foi detectada em trés espécies de passaros nativos que vivem em regioes mais elevadas do
Havai e em quatro espécies de Maui.

BENSCH et al. (2000) desenvolveram um protocolo para detecgdo de dois géneros de
hemosporideos na mesma reagdo (Plasmodium ¢ Haemoproteus). Eles utilizaram sequéncia
do gene citocromo b dos parasitos. Amplificaram amostras de 297 passeriformes de 12
espécies e encontraram 17 diferentes haplotipos mitocondriais de Haemoproteus sp. ou
Plasmodium sp.

WALDENSTROM et al. (2004) publicaram um estudo propondo uma nova técnica de
diagnostico para Plasmodium e Haemoproteus, baseada em “Nested-PCR”, que consiste na
realizacdo de 2 amplificagdes do DNA alvo. Nesta pesquisa, os autores apresentaram uma
nova abordagem de PCR, com base em uma técnica previamente publicada por BENSCH et

al. (2000) e obtiveram desempenho significativamente melhor que o método descrito
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anteriormente, com detecgdes superiores de infecgdes por Plasmodium spp.

HELLGREN et al. (2004), descreveram um protocolo de “Nested-PCR” para estudos
simultaneos com Plasmodium, Haemoproteus e Leucocytozoon. O protocolo modificado a
partir do WALDENSTROM et al. (2004) envolve uma etapa de amplificacio de DNA dos
parasitos dos trés géneros. Entdo faz-se novo PCR com “primers” especificos para
Leucocytozoon spp. isoladamente ou para Haemoproteus spp. € Plasmodium spp.
simultaneamente. Este método mostrou-se eficaz e confidvel e fornece uma ferramenta
importante para estudos simultaneos de espécies dos trés géneros. Esse protocolo vem sendo
um dos mais utilizados na atualidade e foi modificado por BENSCH et al. (2009).

Virios autores tem descrito técnicas moleculares para estudos com hemoparasitos
apicomplexos em aves. FALLON et al. (2003-b) descreveram uma técnica de PCR para
detec¢do de infecgdes causadas por Plasmodium e Haemoproteus. O estudo utilizou “primers”
para amplificar um fragmento do RNA ribossomal (rRNA) de 286-pb. Os autores sugeriram
que a técnica baseada no rRNA ¢ mais sensivel que outros métodos de PCR, pois consegue
detectar um minimo de 1025 eritrécitos infectados.

SCHRENZEL et al. (2003), estudaram a malédria em passeriformes em cativeiro
utilizando técnicas de diagnostico moleculares baseadas nos genes mitocondrial citocromo b e
no RNA ribossomico (rRNA). Encontraram 7 aves infectadas por espécies de Plasmodium e
Haemoproteus, entre as 28 aves estudadas. O estudo contribuiu para conhecimento de dados
genéticos sobre hematozoarios de passeriformes.

No trabalho realizado por RICKLEFS et al. (2005), os autores estudaram malaria em
757 aves de 42 espécies em uma regido de floresta no sul do Missouri, EUA, durante quatro
anos. A prevaléncia encontrada foi de 38,6%, utilizando como método de diagnostico a PCR.
E em RICKLEFS & SHELDON (2007), os autores compararam a prevaléncia de infec¢ao por
hemosporideos em diferentes regides utilizando a PCR e encontraram prevaléncias de 41% no

Panama, 57% em Missouri e 63% em Michigan.
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Apesar da PCR ainda apresentar algumas falhas, como a eficiéncia que pode variar
dependendo do método utilizado na extragdo do DNA e que os produtos de cada etapa podem
facilmente sofrer contaminagdo e comprometer os resultados encontrados, essa técnica pode
ser considerada um grande avango no diagndstico da maldria avidria, j4 que algumas
desvantagens associadas a pesquisa do parasito por microscopia sdo amenizadas, pois a PCR ¢
mais sensivel, podendo se obter resultados mais rapidos (SINGH et al., 1999; RICHARD et

al., 2002; WALDENSTROM et al., 2004; RIBEIRO et al., 2005).

3. Analises bioquimicas

A determinacdo de parametros bioquimicos no sangue ¢ uma ferramenta que pode
auxiliar o diagndstico de doengas metabdlicas, definir o perfil nutricional de uma populagao
homogénea e permitir uma avaliacdo clinica mais aprofundada de individuos. Entretanto, essa
metodologia ¢ pouco utilizada para estudos em aves silvestres, dificultando estudos
comparativos em diferentes espécies e a interpretacdo de resultados obtidos (VALLE et al.,
2008; VASHIST et al., 2011).

Para aves sugere-se a determinacao de parametros de fung¢do renal como o &cido rico;
de indicadores do metabolismo protéico como as proteinas totais, uréia e albumina; indicador
de glicemia e de estresse como a frutosamina; e indicadores de lesdo hepatica como GGT
(gama glutamiltransferase) e as aminotransferases AST (aspartato aminotransferase) e ALT
(alanina transaminase), as quais tem um importante papel na ligacdo entre o metabolismo dos
aminoacidos e o de carboidratos, sendo um grupo de enzimas essenciais na via de glicogénese
(PINHEIRO et al., 2001; VALLE et al., 2008; VASHIST et al., 2011). A alteragdo nas
atividades dessas enzimas pode refletir distirbios hepatocelulares, e a sensibilidade e a
especificidade das mesmas pode variar em fungdo da espécie e do tipo de doenca

(HOCHLETHNER, 1994; CAMPBELL, 2006).
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Altas atividades de ALT ja& foram observadas nas células do figado, musculo
esquelético, coragdo, cérebro e rins (LEWANDOWSKI et al., 1986; CAMPBELL, 2006;
LUMEL, 2008). A elevacdo da atividade dessa enzima acima de 275UI/L sugere injlria
hepatica ou muscular, apesar de falta de especificidade, sendo sua interpretagdo ainda mais
dificultada pela variagdo interespecifica em sua distribuicdo nos tecidos das aves (MOTTA,
2011).

Niveis plasmaticos de ALT alterados podem estar relacionados com alteragdes
patoldgicas em quase todos tecidos, principalmente em lesdes graves no figado e musculos
(HOCHLEITHNER, 1994; CAMPBELL, 2006). Na maioria das aves os valores normais de
atividade dessa enzima variam de 19 a S0UI/L (MOTTA, 2011).

A analise de valores de proteinas totais plasmaticas (PPT) auxilia no diagndstico de
alteracdes gastrintestinais, hepaticas, renais ou de doencgas infecciosas, podendo indicar ainda
a causa de um quadro anémico e a presenca de processo inflamatorio, sendo de grande
importincia na caracterizagdo do estado da satide de aves (HOCHLEITHNER, 1994;
BARGER & GRINDEM, 2000; LUMEIJ, 2008). Em aves valores normais de PPT variam de
2,5a4,5 g/dL (THRALL et al., 2004).

A albumina ¢ sintetizada no figado e pode ter seus valores alterados pela nutrigao,
balango hormonal, estresse ¢ doengas (THRALL et al., 2004). Reducdo de seus valores no
plasma geralmente estd acompanhada de estados de mé nutri¢do e enfermidades (KAWAI,
1973).

A mensuragdo da concentracdo sanguinea de uréia pode ajudar na avaliacdo da funcao
renal. Pequenas quantidades deste metabdlito ja estdo presentes no sangue das aves e sua
concentracdo pode variar devido a ingestdo de proteinas, taxa de excrecdo renal e condi¢do
hepdtica, sendo sensivel indicador de azotemia pré-renal em algumas espécies, pois sua
eliminag¢do realizada pela filtracdo glomerular ¢ dependente de estado de hidratacdo do

animal. Assim o aumento de uréia pode indicar redugdo na perfusdo arterial dos rins
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(CAMPBELL, 2006; LUMELJ, 2008).

Um dos primeiros estudos utilizando bioquimica sérica em aves silvestres foi o
realizado por LUMEI] & OVERDUIN (1990), onde os autores descreveram valores de
referéncia para 17 variaveis do plasma em psitacideos. Entre eles pode-se destacar os valores
de referéncia do género Amazona para as enzimas AST (57-194 TU/L), ALT (19-98 1U/L),
uréia (0,9-4,6 mmol/L), proteinas totais (33-50 g/L) e albumina (2,6-7 g/L).

SCHMIDT et al. (2007) estudaram a influéncia do sexo na variacdo de parametros
bioquimicos plasmaticos na espécie Phasianus colchicus Linnaeus, 1758 em periodo
reprodutivo e encontraram que em fémeas adultas os valores de proteinas totais e albumina
foram maiores. Ja valores de uréia ndo variaram entre os Sexos.

Outro estudo que avaliou a influéncia do sexo nesses pardmetros foi o realizado por
VALLE et al. (2008), onde determinaram pardmetros de bioquimica sanguinea em araras
canindé, Ara ararauna (Linnaeus, 1758), de sexo e faixa etaria distintas mantidas em
cativeiro, sendo analisados dacido urico (AU), albumina (ALB), aspartato aminotransferase
(AST), célcio (Ca), colesterol (Col), creatina quinase (CK), fosfatase alcalina (FA), fosforo
inorganico (Pi), frutosamina (Fru), gama glutamil transferase (GGT), proteinas totais (PT) e
uréia (UR). Encontraram, entre as aves adultas, diferencas significativas nos valores de CK
(superior nos machos), Ca e AU (superiores nas fémeas). Entre aves adultas e filhotes foram
constatadas diferencgas significativas nos valores de AU, Ca, ALB, COL, FA, Pi e FRU. Os
autores concluiram que a maioria das alteragdes detectadas podem estar relacionadas a
diferengas na dieta fornecida e a condicao fisiologica de cada categoria de aves.

Outro estudo foi o de MIRANDA et al. (2008), onde os autores utilizaram analises
bioquimicas para verificagdo da variacao do perfil de proteinas séricas, metabdlitos, minerais
e enzimas séricas, correlacionando com o sexo em avestruzes (Struthio camelus Linnaeus,
1758) e encontraram diferencas significativas para proteinas totais, globulinas, fosfatase

alcalina, relacdo A:G e acido urico entre machos e fémeas.
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VASHIST et al. (2011), verificaram o perfil hepatico em Gallus gallus Linnaeus, 1758
infectados por Plasmodium juxtanucleare Versiani & Gomes, 1941 através de estudos
histologicos e analises bioquimicas de enzimas aminotransferases (ALT e AST) e encontraram
um aumento significativo na producdo da enzima ALT nas aves infectadas, sendo considerada
um bom parametro para tais estudos.

Portanto essa técnica pode ser uma ferramenta para uma caracterizagdo mais
aprofundada de infec¢des maldricas, auxiliando na andlise clinica das aves, sendo necessarios

mais estudos para determinacdo de valores de referéncia.
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SECAOI

INFECCAO MALARICA EM AVES SILVESTRES DA MATA ATLANTICA

MANTIDAS EM CATIVEIRO

RESUMO

A maldria pode ser causada por protozodrios hemosporideos do género Plasmodium,
que vem causando extingdo e declinio populacional de diversas espécies de aves no mundo
todo; pode ainda reduzir o fitness de seus hospedeiros e atuar como forte forca seletiva dentro
de populacdes naturais. No Brasil, apesar da grande biodiversidade, poucos estudos tem sido
feitos com aves silvestres, principalmente em cativeiro. Assim, o objetivo do presente estudo
foi analisar prevaléncia e parasitemia de hemoparasitos de aves silvestres da Mata Atlantica
em Minas Gerais, mantidas em cativeiro, utilizando andlises microscopicas e moleculares.
Foram coletadas amostras de sangue de 119 aves, mantidas pelo IBAMA de Juiz de Fora, no
periodo de um ano e feitos esfregacos sanguineos ¢ PCR para determinac¢ao da prevaléncia e
densidade parasitaria. A prevaléncia encontrada na microscopia foi de 83,19%, enquanto que
na biologia molecular foi de 82,5%. A parasitemia média foi de 1,51%. Esses valores
encontrados podem ser considerados altos quando comparados a outros estudos. Isso pode ter
ocorrido devido as condicdes de cativeiro, que mantem as aves proximas, facilitando a
transmissdo desses parasitos e acesso de vetores. Os resultados de ambas as técnicas de

diagnostico foram similares, o que destaca a importancia da combinagao dos dois métodos.

Palavras-chave: Malaria aviaria. Aves silvestres. Biologia molecular. Microscopia.
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INTRODUCAO

A maléria pode ser causada por protozoarios hemosporideos do género Plasmodium
Marchiafava & Celli, 1885. Em aves, foi diagnosticada pela primeira vez por Danilewsky, em
1885, quando se observou o quadro clinico da doenga. Esses protozoarios apresentam ampla
distribui¢do geografica, assim como seus vetores, e ja foram descritos parasitando diversos
grupos de aves em praticamente todo mundo (GARNHAM, 1966; VALKIUNAS, 2005).

Estudos relatando malaria em aves silvestres ja foram conduzidos na Africa
(BEADELL et al., 2009; LOISEAU et al., 2010; KARAMBA et al., 2012); Asia (NAGATA,
2006; LIERZ et al., 2008); Nova Zelandia (STURROCK & TOMPKINS, 2008; EWEN et al.,
2012); Europa (KRONE et al., 2008; PALINAUSKAS et al., 2011); Américas do Norte
(JARVI, et al., 2002; LACHISH et al., 2011), Central (FALLON et al., 2003-a; 2005) e do
Sul (RIBEIRO et al., 2005; DURRANT et al., 2006; BUENO et al., 2010), demostrando a
extensa distribui¢ao da infecgao.

Alguns autores destacam que os plasmodios de aves tem causado a extingdo e o
declinio populacional de diversas espécies hospedeiras (VAN RIPER III et al., 1986;
ATKINSON et al., 1995; 2000; MASSEY et al., 1996). Além de reduzir o fitness de seus
hospedeiros, pode ainda ser uma forte forca seletiva dentro de populagdes naturais
(LEFEVRE et al., 2008).

O Brasil possui um nivel particularmente elevado de diversidade e riqueza de espécies
de aves silvestres em comparagdo com outros paises. Nas florestas brasileiras, algumas
espécies de aves sdo consideradas prioridade para conservacao por causa de seu alto grau de
endemismo, ou o seu risco de extingdo (BRAGA et al., 2011). Apesar disso, poucos estudos
tem sido realizados para avaliar a diversidade de hemoparasitos de espécies de aves silvestres,

sejam elas nativas ou mantidas em cativeiro, ou mesmo para se verificar a influéncia do
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parasitismo em ambientes alterados e intactos (BENNETT & LOPES, 1980;
WOODWORTH-LYNAS et al., 1989; RIBEIRO et al., 2005; FECCHIO et al., 2007, 2011;
BELO et al., 2009, 2011; SEBAIO et al., 2010).

A identificacdo de espécies de Plasmodium ocorre principalmente pela espécie de
hospedeiro e por andlises morfologicas de seus estagios eritrociticos (gametocitos, merontes
ou ambos) (GARNHAM, 1966; ELISEI et al., 2001; VALKIUNAS, 2005), ou por meio de
amplificagdo e sequenciamento de DNA dos hemoparasitos encontrados (RICKLEFS &
FALLON, 2002; MARTINSEN et al, 2006, 2008; HELLGREN et al, 2004;
WALDENSTROM et al., 2004; BENSCH et al., 2000, 2009).

Assim, os objetivos do presente estudo foram analisar prevaléncia da infecgdo e
densidade parasitdria para hemoparasitos de aves silvestres da Mata Atlantica em Minas

Gerais, mantidas em cativeiro, utilizando analises microscopicas e moleculares.
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MATERIAL E METODOS

1. Local de estudo

O Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) foi criado em 1989, com a finalidade de integrar a gestdo ambiental. O IBAMA tem
como principais atribui¢des exercer o poder de policia ambiental; executar agdes das politicas
nacionais de meio ambiente, referentes as atribui¢des federais, relativas ao licenciamento
ambiental, ao controle da qualidade ambiental, a autorizacdo de uso dos recursos naturais e a
fiscalizacdo, monitoramento e controle ambiental; e executar as agdes supletivas de
competéncia da Unido de conformidade com a legislagdo ambiental vigente (IBAMA, 2011).

O estudo foi realizado na sede do IBAMA de Juiz de Fora, Minas Gerais, que se
localiza na Avenida Prefeito Mello Reis, 1.500, bairro Aeroporto (23 K E 667368,991 N
7589073,595), onde sdo recebidas aves trazidas pela populacdo ou apreendidas de cativeiros

ilegais. Muitas dessas aves chegam machucadas, com asas e penas cortadas.

2. Analises microscopicas

Para observagdo dos hemoparasitos foram coletadas amostras de sangue de 119 aves,
durante o periodo de um ano (julho de 2011 a julho de 2012), cujo volume de sangue retirado
ndo ultrapassou 1% do peso vivo dos animais, segundo recomendagdo do Sistema de
Autorizagdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO). O volume de sangue que pode ser
coletado de uma ave depende do seu peso e condicdo de saude. Em aves saudaveis ¢ possivel
se obter volume de sangue correspondente a, no maximo, 1% do seu peso corporal sem

prejudicar a saude do animal (CAMPBELL, 1995; SAMOUR & HOWLETT, 2008; CLARK
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et al., 2009). Foi coletado volume médio de 50uL de sangue, utilizando-se seringas
descartaveis para pun¢do venosa nas asas.

Para calculo da prevaléncia, parasitemia de infeccdo e para identificacdo e
caracterizacdo morfologica dos hemoparasitos encontrados foram feitos quatro esfregacos
sanguineos, no local de coleta. Estes foram secados ao ar e levados ao Laboratdrio de
Protozoologia do Programa de Pds-Graduagdao em Ciéncias Bioldgicas — Comportamento e
Biologia Animal — da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), onde foram fixados em
metanol (dlcool metilico P.A.) por trés minutos, secados ao ar e corados pelo Giemsa (Eosina
e Azul de Metileno) por aproximadamente 40 minutos, na diluicdo de 1:9 em dgua destilada.
Os esfregacos foram examinados sob lente de imersdo em microscopio fotdonico Olympus
BX-51 (Aumento de 1000x).

Foi observado um esfregago por ave, onde foram examinados 100 campos
microscopicos. Em aves negativas foi observado mais um esfregaco para confirmagdo do
resultado.

A prevaléncia foi calculada segundo MARGOLIS et al. (1982):

Prevaléncia = n° de hospedeiros infectados x 100
n° de hospedeiros examinados

A parasitemia de cada ave foi calculada conforme proposto por SOUZA (1998):

Parasitemia = n° de eritrocitos parasitados x100 = n° de eritrocitos parasitados
10000 100

3. Diagnostico molecular

Foram coletadas amostras de sangue de 80 aves para realizagdo de técnicas
moleculares, das 119 amostradas. Esse numero de aves foi devido a quantidade de sangue

disponivel e que pode ser retirado em cada ave, como recomendacdo do SISBIO. As amostras
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de sangue obtidas foram utilizadas para diagnostico e calculo da prevaléncia de infec¢io para
o género Plasmodium e para comparagdo com as analises microscopicas.

O sangue coletado foi armazenado em microtubos de 1,5 mL sem anticoagulante e
colocado em gelo imediatamente apds coleta e entdo armazenado a -20° C até o momento da

extragao de DNA.

3.1- Extracdo de DNA

Para extragdo de DNA as amostras de sangue foram descongeladas, sendo utilizados
100uL do sangue armazenado. Para isso foi utilizado o Kit Wizard® Genomic DNA
Purification (Promega MA, EUA). Aos microtubos contendo 100uL de sangue, ja
descongelado, foram adicionados 900uL de solugdo de lise celular, invertidos por 5-6 vezes. A
mistura foi incubada por 10 minutos em temperatura ambiente e centrifugada em 13.000—
16.000g por 20 segundos, descartando-se o sobrenadante, sem causar distirbio ao pellet
branco formado no fundo do tubo.

O tubo foi levado ao vortex para homogeinizacdo por 10-15 segundos e, apoOs esse
procedimento, adicionados 300uL de solu¢do de lise nuclear, 1,5uL de solucdo de Rnase,
encubando-se a mistura a 37°C por 15 minutos. Apds o resfriamento a temperatura ambiente
foram adicionados 100uL de solucdo de precipitacdo de proteina e os tubos foram levados ao
vortex durante 10-20 segundos.

Os microtubos foram entdo centrifugados em 13.000-16.000g por 3 minutos € o
sobrenadante transferido para um novo microtubo de 1,5mL contendo 300uL de isopropanol.
Os tubos foram invertidos gentilmente até o aparecimento de fitas brancas de DNA e
centrifugados em 13.000-16.000g por 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e adicionaram-
se 100uL de etanol 70% para lavagem e remocao de excesso de sal. Os tubos foram invertidos
e novamente centrifugados a 13.000-16.000g por 1 minuto. O liquido presente no tubo foi

descartado e secado em papel absorvente com o tubo invertido, foram adicionados 100uL de
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solugdo de reidratagdo de DNA ao tubo ja seco, que foi armazenado em temperatura de -20°C

até o momento da amplificagao.

3.2- Amplificacido do gene citocromo b

Para amplificacdo do gene citocromo b (cyt b), por meio de reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), foram utilizados os iniciadores especificos para o género Plasmodium: PF
(5’-GGA TTT GTG GTG GAT ATC TTG-3") e 4292Rw (5’-TGG AAC AAT ATG TAR AGG
AGT-3") propostos por MARTINEZ et al. (2009). Esse iniciador amplifica regides menores
que 600 nucleotideos.

A PCR consistiu em volume final de 25uL, onde foram utilizados 12,5 pL de solug¢do
Go Taq"” Green Master Mix (Promega, MA, EUA), 1,64uL de cada oligonucleotideo iniciador
e 2ul de DNA total extraido armazenado em solugdo de reidratacdo. Para controle positivo
foi utilizada amostra de DNA extraido de Plasmodium juxtanucleare obtido em estudo com
infeccdo experimental em Gallus gallus e para controle negativo, agua livre de nuclease que
acompanha o kit Go Taq” Green Master Mix.

As reagdes foram realizadas em aparelho termociclador TECHNE TC 412 (Analitica®)
com o programa de amplificagdo: desnaturacdo em 94°C por 10 minutos, seguido por 40
ciclos de amplificacdo em 95°C por 40 segundos, 58°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto, e
para extensao final 72°C por 10 minutos, segundo MERINO ef al. (2008).

Foram realizadas repeti¢gdes de cerca de 20% das amostras para garantir a

reprodutibilidade da técnica.

3.3- Eletroforese
Todos os produtos amplificados gerados nas reagdes de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,5% (Invitrogen®), sendo aplicados por canaleta do gel 25uL

do produto da amplificagdo juntamente com 2,5uL de Blue Green Loading Dye I (LGC
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Biotecnologia®), para visualizagdo do DNA amplificado.

As corridas eletroforéticas foram realizadas em cuba horizontal, por aproximadamente
trés horas a 100 volts em fonte de alimentacdo de energia ‘Power Pac Universal’ para
eletroforese e sistema de transferéncia (Biorad®™), com tampao tris - EDTA - acetato, pH 8,0
(TAE — 1x) como fluido condutor de corrida. Na primeira canaleta de cada gel foram
adicionados 10uL de padrdo de peso molecular 100bp DNA Ladder de 100 a 1.500bp
(Promega®) com 1pL de Blue Green Loading Dye I (LGC Biotecnologia®.

Os géis foram visualizados e fotografados sob luz ultravioleta (U.V.) em
fotodocumentador GE Healthcare®.

O presente estudo foi avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacio
Animal (CEEA), da Pro-reitoria de Pesquisa da Universidade Federal de Juiz de Fora, pelo
protocolo n° 027/2011 e pelo Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade

(SISBIO), solicitagdo ntimero 29268.
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RESULTADOS

1. Analises microscopicas

Dentre as 119 aves estudadas foram coletadas amostras de sangue de 14 familias e 36
espécies (Tabela 1). Ao exame dos esfregacos em 99 aves foram registradas formas evolutivas
de Plasmodium spp., registrando-se prevaléncia de 83,19% (Fotografia 1). A parasitemia
média encontrada foi de 1,51% (£ 3,25). As espécies com maior numero de individuos
amostrados foram Saltator similis (n=37) e Aratinga leucophthalma (n=20) (Tabela 1). No
entanto, entre as aves a maior parasitemia média registrada foi na espécie Caracara plancus
(3,49% =+ 3,46), seguida por Saltator similis (3,01% + 5,04) (Tabela 1).

Nos esfregacos examinados foram encontradas poucas formas evolutivas, sendo em
sua maioria trofozoitos, impossibilitando a identificacdo especifica de acordo com as
caracteristicas morfologicas de esquizontes e gametocitos. Podemos sugerir, entretanto, por
algumas formas encontradas, que temos a presenca provavel de organismos dos subgéneros
Haemamoeba e Bennettinia.

Foram encontradas também microfilarias em sete aves da familia Thraupidae,
apresentando prevaléncia de 5,88% (Fotografia 2). Além dos plasmodios, as microfilarias
foram os inicos hemoparasitos encontrados nos hospedeiros observados.

Quanto a prevaléncia de Plasmodium spp. entre as familias, em seis (Accipitridae,
Columbidae, Picidae, Turdidae, Mimidae e Cardinalidae) foi registrada prevaléncia de
infeccdo de 100%, entretanto essas foram as familias com menor nimero de aves amostradas,
variando de um a trés (Tabela 2; Grafico 1). A prevaléncia entre as demais familias de aves
examinadas foi a seguinte: Thraupidae (n=45) 88,8%; Psittacidae (n=36) 83,3%; Falconidae
(n=8) 87,5%; e Ramphastidae (n=6) 83,3% (Tabela 2; Grafico 1).
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A familia Emberizidae (n=4) foi a inica na qual ndo se encontraram Plasmodium spp.
Em Strigidae (n=4) foi registrada prevaléncia de 25%, Icteridae (n=4) de 75% e Tyrannidae
(n=2) de 50% (Tabela 2; Grafico 1).

Observou-se ainda que as maiores parasitemias foram encontradas em Falconidae
(3,05% =+ 3,43), seguida por Thraupidae (2,52% =+ 4,68) e Cardinalidae (2,02% =+ 2,47)
(Tabela 2; Grafico 2). As menores parasitemias foram observadas em Strigidae (0,02% =+
0,05), Picidae (0,05%) e Mimidae (0,09%). Pode-se destacar ainda que a familia Psittacidae
teve grande nimero de aves amostradas e a parasitemia foi de 0,83% =+ 1,27 (Tabela 2;

Grafico 2).
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Tabela 1. Prevaléncia e parasitemia de Plasmodium sp. encontradas nas analises

microscopicas em espécies de aves silvestres da Mata Atlantica de Minas Gerais amostradas

no presente estudo.

Familia / Espécie Nomes populares N d? aves  Prevaléncia Par?sitemia
examinadas (%) média (%)
Accipitridae
Rupornis magnirostris (Gmelin, 1788) Gavido-carijé 3 100 0,21
Falconidae
Caracara plancus (Miller, 1777) Carcara 100 3,49
Falco sparverius Linnaeus, 1758 Quiriquiri 0 0
Columbidae
Columbina talpacoti (Temminck, 1811) Rolinha-roxa 1 100 0,58
Psittacidae
Ara ararauna (Linnaeus, 1758) Arara canindé 1 0 0
Ara chloropterus Gray, 1859 Araravermelha 1 100 0,49
Primolius maracana (Vieillot, 1816) Maracana verdadeira 4 50 0,18
Aratinga leucophthalma (Statius Muller, 1776) Perlqmtao.—maracana; 20 90 1,21
Maritaca
Aratinga aurea (Gmelin, 1788) Periquito-rei 3 100 0,56
Pionus maximiliani (Kuhl, 1820) Maitaca-verde 2 50 0,33
Amazona vinacea (Kuhl, 1820) Papagalrc)o-;l;)-pelto- 1 100 0,19
Amazona amazonica (Linnaeus, 1766) Papagaio-do-mangue 2 100 0,84
Amazona aestiva (Linnaeus, 1758) Papagaio-verdadeiro 2 100 0,11
Strigidae
Strix virgata (Cassin, 1849) Coruja-do-mato 1 0 0
Athene cunicularia (Molina, 1782) Coruja-buraqueira 1 100 0,09
Asio stygius (Wagler, 1832) Coruja-diabo 0 0
Ramphastidae
Ramphastos toco Statius Muller, 1776 Tucano toco 5 80 0,09
Pteroglossus aracari (Linnaeus, 1758) Aracari 1 100 0,84
Picidae
Colaptes campestris (Vieillot, 1818) Pica-pau-do-campo 1 100 0,05
Tyrannidae
Pitangus sulphuratus (Linnaeus, 1766) Bem-te-vi 2 50 0,66
Turdidae
Turdus rufiventris Vieillot, 1818 Sabia- laranjeira 2 100 1,49
Mimidae
Mimus saturninus (Lichtenstein, 1823) Sabia-do-campo 1 100 0,09
Thraupidae
Saltator fuliginosus (Daudin, 1800) Pimentdo 1 100 0,3
Saltator similis d'Orbigny & Lafresnaye, 1837 Trinca-ferro 37 89,19 3,01
verdadeiro
Ramphocelus bresilius (Linnaeus, 1766) Tié-sangue 1 100 0,07
Lanio pileatus (Wied, 1821) Galinho-da-serra 2 100 0,17
Paroaria dominicana (Linnaeus, 1758) Cardeal-do-nordeste 1 100 0,8
Tangara sayaca (Linnaeus, 1766) Sanhagu-cinzento 1 100 0,02
Tangara palmarum (Wied, 1823) Sanhagu-do-coqueiro 1 100 0,65
Schistochlamys ruficapillus (Vieillot, 1817) Bico-de-veludo 1 0 0
Emberizidae
Zonotrichia capensis (Statius Muller, 1776) Tico-tico 2 0 0
Sicalis flaveola (Linnaeus, 1766) Canarlo—da—.terra— 2 0 0
verdadeiro

Cardinalidae
Cyanoloxia brissonii (Lichtenstein, 1823) Azuldo 2 100 2,02
Icteridae
Icterus jamacaii (Gmelin, 1788) Corrupido 1 100 0,1
Gnorimopsar chopi (Vieillot, 1819) Passaro-preto 2 50 0,04
Chrysomus ruficapillus (Vieillot, 1819) Garibaldi 1 100 0,1

TOTAL 119 83,19 1,51
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Fotografia 1. Formas evolutivas de Plasmodium spp. encontradas nos esfregacos sanguineos,
corados com Giemsa, de aves silvestres mantidas no IBAMA de Juiz de Fora, Minas Gerais.
As setas evidenciam em A e B - trofozoito, em C e D - esquizonte e em E e F- gametdcito.

(Aumento 1000x; barras = 10um).
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Fotografia 2. Exemplar de microfilaria observada nos esfregacos sanguineos corados com
Giemsa de aves da familia Thraupidae, mantidas no IBAMA de Juiz de Fora, Minas Gerais.

(Aumento 1000x; barra = 50um).

Tabela 2. Prevaléncia e parasitemia média para Plasmodium sp. em familias de aves silvestres

da Mata Atlantica, mantidas em cativeiro, observadas em analise microscopica.

Familia N° de aves Prevaléncia Parasitemia média (%)
examinadas média (%) e desvio padrao
Accipitridae 3 100 0,21 (£ 0,15)
Falconidae 8 87,5 3,05 (+3,43)
Columbidae 1 100 0,58
Psittacidae 36 83,3 0,83 (+1,27)
Strigidae 4 25 0,02 (+0,05)
Ramphastidae 6 83,3 0,21(+0,32)
Picidae 1 100 0,05
Tyrannidae 2 50 0,66 (£ 0,93)
Turdidae 2 100 0,49 (£ 0,22)
Mimidae 1 100 0,09
Thraupidae 45 88,8 2,52 (£ 4,68)
Emberizidae 4 0 -
Cardinalidae 2 100 2,02 (+2,47)
Icteridae 4 75 0,34 (£ 0,56)
Total 119
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Grafico 1. Prevaléncia média para Plasmodium sp. encontrada nas analises microscopicas

em familias de aves silvestres da Mata Atlantica de Minas Gerais e numero de aves

amostradas no presente estudo.
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2. Diagnostico molecular

Dentre as 80 aves analisadas por PCR, 66 mostraram-se positivas para presenca de
DNA de Plasmodium spp. com prevaléncia de 82,5 % (Fotografia 3). Foram examinadas aves
de 12 familias e 24 espécies (Tabela 3).

Dentre as aves analisadas as espécies Columbina talpacoti, Primolius maracana,
Pitangus sulphuratus, Saltator fuliginosus e Sicalis flaveola ndo apresentaram parasitismo por
Plasmodium spp. (Tabela 3).

Nas familias Strigidae, Turdidae, Cardinalidae e Icteridae foi registrada prevaléncia de
100%. Seguidas de Thraupidae (85,1%), Falconidae (83,3%), Psittacidae (82,1%),
Emberizidae, Accipitridae e Ramphastidae com 66,6%, ¢ Columbidae e Tyrannidae com 0%.

No gel de agarose foram observados fragmentos de DNA de tamanhos diferentes,
variando de 100 bp a 600 bp (Fotografia 3).

Em 14 aves ndo houve amplificacio de DNA e estas foram consideradas negativas

para Plasmodium spp. Apenas quatro dessas foram negativas também nos esfregacos.

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

EEEREE " "B O 0

Fotografia 3. Gel de agarose 1,5% mostrando os produtos de amplificagdo das amostras de
DNA por meio da amplificagdo do gene citocromo b de Plasmodium sp. por PCR. 1- Padrao
de peso molecular; 2- Controle negativo; 3-13 e 15-23 Amostras positivas; 14- Amostra

negativa; 24- Controle positivo (P. juxtanucleare).
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Tabela 3. Prevaléncia de Plasmodium sp. encontradas nas analises moleculares em espécies

de aves silvestres da Mata Atlantica de Minas Gerais amostradas no presente estudo.

N° de aves
Familia / Espécie examinadas pela Prevaléncia PCR (%)
biologia molecular

Accipitridae
Rupornis magnirostris (Gmelin, 1788) 3 66,6
Falconidae
Caracara plancus (Miller, 1777) 6 83,3
Columbidae
Columbina talpacoti (Temminck, 1811) 1 0
Psittacidae
Ara ararauna (Linnaeus, 1758) 1 100
Ara chloropterus Gray, 1859 1 100
Primolius maracana (Vieillot, 1816) 1 0
Aratinga leucophthalma (Statius Muller, 1776) 18 88,8
Aratinga aurea (Gmelin, 1788) 3 66,6
Pionus maximiliani (Kuhl, 1820) 2 50
Amazona vinacea (Kuhl, 1820) 1 100
Amazona amazonica (Linnaeus, 1766) 1 100
Strigidae
Athene cunicularia (Molina, 1782) 1 100
Asio stygius (Wagler, 1832) 2 100
Ramphastidae
Ramphastos toco Statius Muller, 1776 3 66,6
Tyrannidae
Pitangus sulphuratus (Linnaeus, 1766) 1 0
Turdidae
Turdus rufiventris Vieillot, 1818 2 100
Thraupidae
Saltator fuliginosus (Daudin, 1800) 1 0
Saltator similis d'Orbigny & Lafresnaye, 1837 24 87,5
Lanio pileatus (Wied, 1821) 1 100
Tangara palmarum (Wied, 1823) 1 100
Emberizidae
Zonotrichia capensis (Statius Muller, 1776) 2 100
Sicalis flaveola (Linnaeus, 1766) 1 0
Cardinalidae
Cyanoloxia brissonii (Lichtenstein, 1823) 2 100
Icteridae
Chrysomus ruficapillus (Vieillot, 1819) 1 100

TOTAL 80 82,5
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DISCUSSAO

As prevaléncias médias de Plasmodium spp. observadas no presente estudo (83,19%
na microscopia e 82,5% na PCR) podem ser consideradas altas, quando comparadas a outros
como o de RODRIGUEZ & MATTA (2001) com 0,6%, JARVI et al. (2002), 27%, o de
VALKIUNAS et al. (2004), 0,6%; KRONE et al. (2008), 11,9%, VALKIUNAS et al. (2009-
b), 46,6%; ¢ GARAMSZEGI (2010) 23,35%. Dentre os estudos realizados no Brasil, este
registra a maior prevaléncia encontrada para o género Plasmodium em aves silvestres
brasileiras mantidas em cativeiro, até o0 momento.

BELO et al. (2009), estudaram psitaciformes em cativeiro de diferentes regides do
Brasil e encontraram uma prevaléncia de infec¢do de 34,6% por Plasmodium spp. na PCR,
enquanto no presente estudo a prevaléncia para psitacideos foi de 83,3% no microscopia e
82,1% na PCR. Os autores encontraram, assim como no presente estudo, apenas formas
trofozoiticas nos esfregacos sanguineos, e relataram o aumento da prevaléncia de infec¢do por
hemoparasitos em aves mantidas em cativeiro, destacando a importancia de estudos com aves
de cativeiro, pois essas podem ser um risco para a dissemina¢do da malaria a outras aves em
zooldgicos ou mesmo na natureza se forem reintroduzidas.

Outro trabalho feito com psitaciformes em cativeiro, no Distrito Federal, foi o de
RAMOS (2012), onde foram utilizados os oligonucleotideos “rPLU” para identificar
Plasmodium spp. em 106 araras de sete espécies, registrando prevaléncia de 7,29%, que,
quando comparada ao presente estudo, pode ser considerada baixa.

A infec¢do por Plasmodium spp. pode ter um forte impacto negativo sobre o
hospedeiro, principalmente, quando uma espécie de ave ¢ exposta ao parasito pela primeira
vez (VAN RIPER III et al., 1986), ou ainda quando aves sdo expostas a espécies de

plasmoédios que ndo sdo encontradas em seu ambiente natural, como por exemplo em pinguins
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Spheniscus magellanicus (Forster, 1781) que morreram em um zooldgico no Brasil com
infeccdo maldrica causada por Plasmodium relictum (BUENO et al., 2010). Pode-se citar
ainda a extin¢do de aves nativas no Havai devido a introducdo de uma espécie nova de
Plasmodium (ATKINSON et al., 2000; BENSCH et al., 2000). Isto confirma o risco que aves
em cativeiro para aves nativas, ja que muitas sdo reintroduzidas e podem levar espécies de
parasitos diferentes, que podem ter sido adquiridas em cativeiro, para novas areas.

A alta prevaléncia encontrada no presente estudo pode estar relacionada as condig¢des
de cativeiro, onde as aves sdo mantidas proximas umas das outras, ndo refletindo as condi¢des
naturais de muitas espécies. O cativeiro pode facilitar a exposicdo das aves aos possiveis
vetores da malaria, uma vez que lagoas existentes nas imediacdes do IBAMA proximas aos
recintos podem servir como criadouros para os insetos. Os principais vetores do género
Plasmodium sao dipteros hematdfagos da familia Culicidae, comuns em regides tropicais e
antropizadas (VALKIUNAS, 2005).

WHITE et al. (1978) ja sugeriam que a grande diversidade da avifauna neotropical,
somada ao grande numero de endemismos, poderia oferecer um elevado potencial para altas
prevaléncias de hematozoarios de aves em relagdo a regido Neartica.

SEBAIO et al. (2010) estudaram 925 aves, de 109 espécies de diferentes fragmentos
de Mata Atlantica no Brasil e registraram prevaléncias médias de 9,2% para o género
Plasmodium e 0,03% para microfilarias, diferenciando muito dos resultados encontrados no
presente estudo. Entretanto ndo foi possivel comparagdo entre espécies de aves, ja que os
autores nao as divulgaram.

Segundo RIBEIRO et al. (2005), a prevaléncia de infeccdo deve ser relacionada a
caracteristicas bioldgicas e comportamentais do hospedeiro, como tipo de ninho, pois ninhos
abertos expdem mais a ave aos vetores do que os fechados; participagdo da ave em bandos
com outras espécies; sexo, idade e comportamento alimentar, o que pode alterar a

possibilidade de contato com o vetor e por alteragdes fisioldgicas, que podem tornar a ave
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mais susceptivel & contaminag@o por hemoparasitos.

No presente estudo muitas aves foram mantidas préximas ou no mesmo recinto com
outras, tanto da mesma espécie, quanto de espécies diferentes, o que pode ter facilitado a
transmissdo da malaria. Essas condi¢des podem ser diferentes das naturais, onde muitas aves
ndo se agrupam em bandos. FECCHIO ef al. (2011), mostraram a influéncia da socializagao
de aves do Cerrado brasileiro na prevaléncia de hemoparasitos, registrando diferenga
significativa entre aves que vivem em grupos e aves solitarias, sendo maior a prevaléncia de
infeccdes por Plasmodium spp. em aves sociais. Esses autores obsevaram ainda maior
prevaléncia em aves que vivem em cativeiro, o que pode explicar a alta prevaléncia
encontrada no presente estudo, j& que as aves examinadas foram procedentes de cativeiros
ilegais e mantidas préximas nas instalacdes do IBAMA.

Quanto as seis familias em que a prevaléncia de Plasmodium spp. foi de 100%,
devemos levar em conta o baixo n amostral das mesmas, sendo o resultado encontrado pouco
confidvel quando comparado ao das outras familias com maior nimero de aves analisadas.

A parasitemia média total encontrada (1,51%) pode ser considerada baixa quando
comparada com outros estudos. RIBEIRO et al. (2005), por exemplo, encontraram
parasitemia média de 2,3%. Essa variavel pode estar diretamente relacionada a patogenicidade
da infec¢do, na maioria dos casos subclinica, e o aparecimento de sinais clinicos pode estar
relacionado a infecgdes agudas, onde ha aumento expressivo da parasitemia (ATKINSON et
al., 1995). A parasitemia pode ser influenciada por varios fatores, como a imunidade da ave, o
tempo em que esta estabelecida e o estagio da infeccdo, a espécie do parasito e do hospedeiro,
sexo e idade do hospedeiro, e caracteristicas intrinsecas do hospedeiro, como a presenca de
horménios sexuais (REMPLE, 2004, VALKIUNAS, 2005).

Apesar de alguns estudos como o de RICHARD et al. (2002), WALDENSTROM et
al. (2004), GARAMSZEGI (2010) destacarem a sensibilidade das analises moleculares,

principalmente em aves com parasitemias baixas, em alguns casos como em co-infec¢des de
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hemosporideos, a PCR pode mascarar a presenca de mais de um parasito no sangue de aves,
reforcando a necessidade de se fazer exame microscopico (VALKIUNAS et al., 2006, 2009-a;
MARTINEZ et al., 2009). No estudo realizado por VALKIUNAS et al. (2009-b) o exame
microscopico foi mais sensivel para deteccdo de co-infecgdes do que a PCR, entretanto, assim
como no presente estudo, a prevaléncia média total foi similar entre os dois métodos (83,19%
na microscopia e 82,5% na PCR). Em KRONE et al. (2008) e KRIZANAUSKIENE et al.
(2006), a prevaléncia também foi similar quando comparados os dois métodos de diagnostico.
Outros autores também destacam a congruéncia entre as analises moleculares e morfologicas
(PERKINS & SCHALL 2002; KRIZANAUSKIENE et al., 2006, 2010; HELLGREN et al.,
2007; PALINAUSKAS et al., 2007).

Quanto as aves negativas no gel e positivas nos esfregacos, isto pode ser explicado
pela falta de qualidade na extracdo de DNA, assim como em RIBEIRO et al. (2005) e BELO
(2007). Deve-se considerar ainda que a quantidade de DNA total extraida do sangue em aves
¢ maior que em mamiferos, devido ao nucleo presente nos eritrocitos, € essa grande
quantidade de DNA pode inibir a PCR, formando falsos negativos. E ainda quando sdo
encontradas novas espécies de parasitos torna-se necessdrio testes com primers que
amplifiquem regides de genes diferentes, j4 que um gene pode ser insuficiente para o
diagnostico. Como exemplo, pode ser citado o estudo de ZEHTINDIJIEV et al. (2012), onde o
gene citocromo b foi utilizado e ndo amplificou amostras de DNA da espécie Plasmodium
polymorphum, que foi encontrada em esfregagos sanguineos, que possibilitaram sua
descrigdo, relevando ainda mais a importancia da utilizacdo da microscopia juntamente com a
biologia molecular.

Estudo comparativo realizado por VALKIUNAS et al. (2008) mostrou que tanto o
exame microscopico como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) detectaram niveis
semelhantes de prevaléncia para hemosporideos em aves. Os autores recomendam o uso

continuo da microscopia fotdnica em pesquisa de hemoparasitos em paralelo com o
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diagnodstico baseado na PCR. GARAMSZEGI (2010) destaca que o niimero de campos
examinados nas andlises microscopicas pode influenciar o diagnostico em infecgdes cronicas,
principalmente para parasitos do género Plasmodium.

E importante enfatizar que a identificacio de espécies de hemosporideos ocorre, na
maioria dos casos, com caracteristicas observadas em microscopia, como fases eritrociticas,
analises morfométricas, como comprimento, largura, drea, nimero e tamanho de granulos de
hemozoina (GARNHAM, 1966; VALKIUNAS, 2005; MARTINSEN et al., 2006).

HELLGREN et al. (2007) levantaram hipdtese em que espécies de hemosporideos
com a diferenciacdo genética de mais de 5% no gene mitocondrial citocromo b sejam
morfologicamente diferenciadas. Este estudo enfatiza ainda a importancia de utilizagdo dos
métodos de diagnostico e identificacdo baseados em PCR e microscopia em estudo
taxondmicos, investigacdes ecoldgicas e evolutivas de hemosporideos aviarios.

Com a formacgdo de fragmentos de DNA de diferentes tamanhos no gel de agarose,
pode-se sugerir a presenca de mais de uma espécie de Plasmodium nas aves.

Os resultados encontrados podem ser preocupantes, ja que pesquisas tem revelado que
hemoparasitos podem causar importantes alteragdes nas aves infectadas, inclusive levar a
morte. Além disso esses parasitos podem estar relacionados a conservacdo desses animais
(DERRAIK et al., 2008). A maléria pode colocar em risco imediato ou a longo prazo os
animais em cativeiro, o que pode justificar a necessidade de readequagdo das praticas de
manejo de aves em cativeiro e aves destinadas a reintrodug¢ao.

A infeccdo por Plasmodium spp. pode ser influenciada por trés fatores: presenca do
vetor apropriado, presenca da ave hospedeira e estado imunolégico do hospedeiro (ESPARZA
et al., 2004). Por isso, ¢ importante atentar para essas condi¢cdes nos processos de
transferéncias de aves domésticas e silvestres para outros locais a fim de evitar ocorréncia de
surtos dessa doenga (VALKIUNAS, 2005). E necessario reconhecer que os hemoparasitos sdo

importantes agentes etiologicos, sendo necessaria mais aten¢ao sobre infec¢des que podem ser
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transmitidas em cativeiro e levadas para o habitat natural por aves reintroduzidas.
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SECAO I

CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E HISTOPATOLOGICA DE AVES

SILVESTRES DA MATA ATLANTICA MANTIDAS EM CATIVEIRO INFECTADAS
POR MALARIA
RESUMO

A malaria ¢ uma importante doenca que acomete aves domésticas, silvestres e em
cativeiro, causando alteragdes fisiologicas em diferentes 6rgdos. Essas alteracdes podem ser
caracterizadas por andlises bioquimicas e histopatoldgicas. Assim, o objetivo do presente
estudo foi caracterizar bioquimica e histopatologicamente alteracdes em oOrgdos de aves
silvestres mantidas em cativeiro infectadas por Plasmodium sp. Para isso foram estudadas seis
aves eutanasiadas cedidas pelo IBAMA de Juiz de Fora, MG. Para diagnostico da maldria,
foram observados 100 campos microscopicos de esfregagos sanguineos feitos no dia da
eutandsia. Foram utilizados fragmentos do figado, rins, bago e coracdo para andlises
histopatologicas e coletada amostra de sangue para analise bioquimica sérica. Todas as aves
estavam infectadas por Plasmodium sp. e apresentaram parasitemia média de 2,99% (+ 2,50).
A andlise histologica revelou alteragdes no figado, rins, baco e coragdo, provavelmente
secundarias a infeccdo maldrica, destacando-se no figado, bago e rins a presenca de
pigmentacdo acastanhada, sugestiva de pigmento maldrico, a hemozoina. Os valores de
atividade da enzima ALT e de proteinas totais foram aparentemente mais altos em aves com
parasitemia maior, enquanto que a AST apresentou valores proximos do normal. E necessario
considerar que parametros bioquimicos podem ser alterados por fatores internos e externos, o
que pode explicar a diferenca dos valores das enzimas encontrados no presente estudo com
valores para outras espécies relatados na literatura. Portanto, torna-se fundamental a
realizagdo de outros estudos visando estabelecer valores de referéncia de analises
bioquimicas, ja que podem ser uma ferramenta na caracterizacao da satde das aves silvestres.

Palavras-chave: Aves silvestres. Bioquimica sérica. Histopatologia. Malaria aviaria.
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INTRODUCAO

A malaria ¢ uma importante doenca que acomete aves domésticas, silvestres e em
cativeiro, podendo levar a morte (ATKINSON et al., 1995). Apesar de em muitos casos a
infeccdo maldrica ser assintomadtica, varios estudos tem demonstrado o impacto dessa doenca
nas taxas de sobrevivéncia, no sucesso reprodutivo e até no comportamento de aves
(GARAMSEG]I, 2005; MARZAL et al., 2005; KILPATRICK et al., 2006; KNOWLES et al.,
2010; LACHISH et al., 2011; DUNN et al., 2011).

Em alguns casos a doenca pode ser identificada por sintomas tais como anorexia,
depressdo, vomito e dificuldade de alimentagdo (STOSKOPF & BEIER, 1979). Ap6s a morte
pode ser diagnosticada por anélise macroscépica dos orgaos, incluindo caracteristicas como
esplenomegalia, edema pulmonar, hidropericdrdio e pela analise microscopica, onde ¢
observada a presenca de parasitos no sistema reticuloentodelial e por alteragdes na histologia
de diferentes 6rgaos (GRIM et al., 2003; BRASILEIRO-FILHO, 2011)

Entre as alteracdes histopatologicas mais frequentes causadas pela maléria estdo a
deposicao de pigmento maldrico em células de Kupffer e macréfagos; areas de eritropoiese
extramedular; e alteragdes na estrutura de alguns 6rgdos como figado, rins, baco e pulmdes
(ATKINSON et al., 2000; SCHRENZEL et al., 2003; VASHIST et al., 2011). Isso decorre da
merogonia exo-eritrocitica, que pode destruir varias células de diferentes tecidos. Analises
histopatologicas sdo ferramentas que permitem a caracterizacdo e descricdo de alteracdes
teciduais, que juntamente com o diagndstico microscopico, pode ser muito importante na
caracterizacao da malaria (DINHOPL et al., 2011).

A maldria pode alterar também fatores fisiologicos e bioquimicos das aves (MOTTA,
2011). Para o entendimento dessas alteracdes e para abordagem mais aprofundada sobre a
satde das aves € necessario estudo da bioquimica plasmatica, o que pode fornecer importantes

informagdes sobre o estado fisioldogico desses animais. A determinacdo de pardmetros
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bioquimicos no sangue ¢ uma ferramenta que pode auxiliar o diagndstico de doencas
metabdlicas, definir o perfil nutricional de uma populacio homogénea e permitir uma
avaliacdo clinica mais aprofundada de individuos, podendo ser uma ferramenta muito util na
caracterizacdo da malaria. Entretanto, essa metodologia ¢ pouco utilizada para estudos em
aves (VALLE et al., 2008; VASHIST et al., 2011). Assim a escassez de estudos relacionados a
parametros bioquimicos em diferentes espécies de aves dificulta a interpretacdo dos dados
obtidos, j4 que ndo se tem dados de referéncia para comparacdes (HOCHLETHNER, 1994;
CAMBPELL, 2006).

Os objetivos do presente trabalho foram caracterizar bioquimica e
histopatologicamente a satide geral de aves silvestres da Mata Atlantica mantidas em cativeiro

e infectadas com Plasmodium spp.
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MATERIAL E METODOS

1. Local de estudo e aves amostradas

O estudo foi realizado na sede do IBAMA de Juiz de Fora, Minas Gerais. Que
localiza-se na Av. Prefeito Mello Reis, 1.500, bairro Aeroporto (23 K E 667368,991 N
7589073,595).

Foram estudadas seis aves eutanasiadas e cedidas pelo IBAMA, sendo cinco da
espécie Caracara plancus (Miller, 1777) e uma da espécie Asio stygius (Wagler, 1832). Essas
aves nao estavam em condicdes de soltura e ndo possuiam destino para zooldgicos ou outros
cativeiros, ja que estavam com asas quebradas, amputadas e/ou machucadas, tornando a

eutanasia inevitavel.

2. Analises de infeccao

Para diagndstico da infec¢do malarica foram feitos quatro esfregagos sanguineos das
seis aves no mesmo dia da eutanésia. Estes foram secados ao ar e levados ao Laboratorio de
Protozoologia do Programa de Pds-Graduagdao em Ciéncias Bioldgicas — Comportamento e
Biologia Animal — da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), onde foram fixados em
metanol (dlcool metilico P.A.) por trés minutos, secados ao ar e corados pelo Giemsa (Eosina
e Azul de Metileno) por aproximadamente 40 minutos, na diluicdo de 1:9 em agua destilada.
Os esfregacos corados foram examinados sob lente de imersdo em microscopio fotdnico
Olympus BX-51 (aumento de 1000x).

Foram examinados 100 campos microscopicos (cerca de 10.000 eritrocitos) por ldmina
de cada ave, calculando-se a prevaléncia (MARGOLIS et al., 1982) e parasitemia (SOUZA,

1998).
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3. Analises histopatoldgicas

Para o estudo de possiveis alteragdes no figado, rins, bago e coracdo, foram coletados
fragmentos dos Orgaos das seis aves eutanasiadas.

Imediatamente ap6s a morte os 6rgdos foram retirados e fixados em formalina 10%,
por um periodo minimo de 72 horas, apds o qual realizou-se a analise macroscépica (figado,
rins, bago e coracdo) e clivagem. Fragmentos representativos foram selecionados e
processados de acordo com técnicas histologicas de rotina, que envolve inclusdo em parafina,
cortes em secgdes de 5 um de espessura com uso de micrétomo e montagem em laminas de
vidro. As sec¢des foram coradas com hematoxilina-eosina (figado, rins, baco e coragdo) e
Perl’s ou Azul da Prussia (figado) e montadas com laminulas com Entellan®. Em seguida,
foram observadas e fotografadas com o uso de camera digital (Q color - Olympus) acoplada

ao microscopio fotonico Olympus BX-51.

4. Analises bioquimicas

Foram coletadas amostras de 3 mL de sangue das seis aves eutanasiadas para a
realizacdo de andlises das enzimas hepaticas alanina transaminase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), proteinas séricas totais, albumina e uréia enzimadtica, visando a
caracteriza¢ao hepatica e renal das aves.

O sangue foi armazenado em microtubos de 1,5 mL contendo heparina sédica e
conduzido em caixa térmica resfriada ao Laboratorio de Bioquimica da Universidade Federal
de Juiz de Fora, onde foram realizadas as analises do plasma das aves no mesmo dia. Foram
utilizados “kits” bioquimicos comerciais Bioclin (QUIBASA) e a leitura feita por métodos
colorimétricos. Para cada parametro foram realizadas triplicatas dos testes.

O presente estudo foi avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacio

63



Animal (CEEA) da Pro-reitoria de Pesquisa da Universidade Federal de Juiz de Fora, pelo
protocolo n° 027/2011 e pelo Sistema de Autorizagdo e Informagdo em Biodiversidade

(SISBIO), solicitagdo ntimero 29268.
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RESULTADOS

Todas as aves eutanasiadas estavam infectadas por Plasmodium sp. (Fotografia 4),
apresentando prevaléncia de 100%. As formas mais encontradas foram trofozoitos,
impossibilitando a identificagdo morfoldgica da espécie do parasito. A parasitemia média foi
de 2,99% (+ 2,50).

As andlises histopatolégicas do figado mostraram alteracdes que podem ser
decorrentes da maldria. O parénquima hepatico apresentou infiltrado inflamatorio focal
constituido por linfocitos e plasmocitos, abscessos, capilares sinusoides dilatados, exuberante
congestdo vascular centro lobular, portal e sinusoidal, desarranjo estrutural das trabéculas de
hepatocitos, aparente vacuolizacdo citoplasmatica de hepatocitos, necrose hepatocelular focal,
além da presenca de pigmento acastanhado, sugestivo de hemozoina (pigmento tipico de
infeccdes maldricas), fora e dentro de células de Kupffer, que se apresentaram hipertrofiadas e
hiperplasiadas e indicios de eritropoiese extra-medular, com a presen¢a de hemadcias jovens
(Fotografia 5).

Nos rins observou-se intensa congestdo vascular cortical € medular, além de focos de
hemorragia e necrose tubular e assim como no figado presenca de pigmento acastanhado
indicativo de hemozoina (Fotografia 6).

No baco houve alteragdes como desorganizacdo da arquitetura esplénica, congestio
intensa da polpa vermelha, hiperplasia e hipertrofia de macréfagos, presenga também de
pigmento acastanhado e ainda corddes esplénicos transformados em traves fibréticas e a polpa
branca apresentou foliculos linféides aparentemente dilatados ou transformados em blocos
hialinos (Fotografia 7).

No coracdo ndo houve alteragdes marcantes, foi encontrada aparente congestdo
miocardica e pericardica (Fotografia 8).

Em relagdo a atividade da enzima alanina transaminase (ALT) foram encontrados
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valores médios de 103,64 U/mL (£16,66) e entre as aves amostradas observou-se que
naquelas em que a parasitemia foi maior, encontrou-se aparentemente maiores valores de
atividade da enzima (Grafico 3).

Quanto a atividade da aspartato aminotransferase (AST), ndo houve aparente
correlacdo com a parasitemia. Valores de atividade dessa enzima apresentaram-se proximos
do normal, sem grandes elevagdes, quando comparado com outros estudos, como o realizado
por VASHIST et al. (2011). O valor médio de atividade da enzima encontrado foi de 96,58
U/mL (£28,46) (Grafico 4).

A média dos valores de atividade para proteinas totais foi de 3,81 g/dL (+ 0,95)
(Gréfico 5). O maior valor encontrado, de 5,71 g/dL, foi na ave 5, seguido por 3,64 g/dL, na
ave 2, sendo essas as aves que apresentaram parasitemia mais elevada. As concentragdes de
proteinas ndo se diferenciaram muito do normal, quando comparadas ao estudo de VASHIST
et al. (2011). Entretanto a ave 5 demonstrou valor elevado em relagdo as demais.

O valor médio da albumina encontrado foi de 1,94 g/dL (+ 0,49) (Grafico 6). E a uréia
enzimatica apresentou valor médio de 13,63 mg/dL (£ 12,83) (Gréfico 7). Os valores maiores
foram observados na ave 1 (coruja), e na ave 5. Esse parametro pode estar relacionado

diretamente a avaliagdo renal.
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Fotografia 4. Exemplar de trofozoito de Plasmodium sp. encontrado nos esfregacos
sanguineos corados com Giemsa da ave Caracara plancus eutanasiada e cedida pelo IBAMA

de Juiz de Fora, Minas Gerais. A seta evidencia o parasito. (Aumento 1000x; barra = Sum).
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Fotografia 5. Cortes histologicos do figado da ave Caracara plancus infectada por
Plasmodium sp. eutanasiada e cedida pelo IBAMA de Juiz de Fora, Minas Gerais. (A)
Regides de abscesso no parénquima hepatico (setas) e regides com capilares sinusdides
dilatados e desarranjados (asterisco) (HE 100x, barra = 120um); (B) Regido de abscesso no
parénquima hepatico (seta) e em destaque, no canto superior direito, pigmento maldrico em
células hepaticas (seta) (HE 100x, barra = 50um); (C) Pigmento férrico destacado pela
coloragdo azul no tecido. A imagem mostra o acumulo desse pigmento em células de Kupffer
e hepatdcitos (Perl’s 200x, barra = 120um); (D) Regido de possivel eritropoiese extramedular,
destacando na seta regido com eritrécitos jovens e no canto esquerdo uma célula volumosa
(HE 400x, barra = 50um); (E) Imagem evidenciando dilatacdo e congestdo sinusoidal,
destacando nas setas pretas regides com eritrocitos provavelmente jovens e nas setas brancas

eritrocitos ja formados (HE 400x, barra = 50um).
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Fotografia 6. Cortes histologicos do rim da ave Caracara plancus infectada por Plasmodium
sp. eutanasiada e cedida pelo IBAMA de Juiz de Fora, Minas Gerais. (A) Intensa congestao da
regido medular indicada pelos asteriscos (HE 100x, barra = 120um); (B) Intensa congestdo e
foco de hemorragia na regido cortical, indicados pelos asteriscos (HE 100x, barra = 120pum);
(C) Congestao do tecido e necrose tubular indicadas pelos asteriscos e deposi¢ao de pigmento

acastanhado, que pode ser pigmento malarico indicada pelas setas (HE 400x, barra = 50pm).
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Fotografia 7. Cortes histologicos do baco da ave Caracara plancus infectada por
Plasmodium sp. eutanasiada e cedida pelo IBAMA de Juiz de Fora, Minas Gerais. (A)
Aparente congestdo da polpa vermelha destacada pelo asterisco (HE 200x, barra = 120um);
(B) Aparente congestdo da polpa branca, desorganizagdo do tecido e destacada pela seta a
formagdo de traves fibroticas a partir de corddes esplénicos (HE Aumento 200x, barra =
120um); (C) Deposicao de pigmento acastanhado, que pode ser pigmento malérico destacado

pelas setas (HE 400x, barra = 50pm).
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Fotografia 8. Cortes histologicos do coracdao da ave Asio stygius infectada por Plasmodium
sp. eutanasiada e cedida pelo IBAMA de Juiz de Fora, Minas Gerais. (A) Aparente
hemorragia miocardica destacada pela seta (HE Aumento 100x, barra = 120um); (B) Aparente

congestao pericadica destacada pela seta (HE Aumento 100x, barra = 120um).

75



20,00

0,00

m— ALT (Uf/mL)

e Parasitemia (%)

76

Aves



Grafico 3. Atividade da alanina transaminase (ALT) e parasitemia de infec¢do por
Plasmodium sp. em aves silvestres da Mata Atlantica em Minas Gerais, eutanasiadas e cedidas

pelo IBAMA de Juiz de Fora.
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Grafico 4. Atividade da aspartato aminotransferase (AST) e parasitemia de infec¢do por
Plasmodium sp. em aves silvestres da Mata Atlantica em Minas Gerais, eutanasiadas e cedidas
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Grafico 5. Concentracdes de proteinas totais encontradas em aves silvestres infectadas por
Plasmodium sp. da Mata Atlantica em Minas Gerais, eutanasiadas e cedidas pelo IBAMA de

Juiz de Fora.
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Grafico 6. Concentragdes de albumina em aves silvestres infectadas por Plasmodium sp. da

Mata Atlantica em Minas Gerais, eutanasiadas e cedidas pelo IBAMA de Juiz de Fora.
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Grafico 7. Concentragdes de uréia enzimatica em aves silvestres infectadas por Plasmodium
sp. da Mata Atlantica em Minas Gerais, eutanasiadas e cedidas pelo IBAMA de Juiz de Fora.
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A parasitemia de 2,99% encontrada no presente trabalho pode ser considerada alta,
quando comparada a outros estudos realizados no Brasil (RIBEIRO et al., 2005; BELO et al.,
2009; SEBAIO et al., 2010; FECCHIO et al., 2011). Essa varidvel pode estar diretamente
relacionada a patogenicidade da infec¢do, na maioria dos casos subclinica. O aparecimento de
sintomas clinicos pode estar relacionado a infec¢des agudas, onde hd um aumento expressivo
da parasitemia (ATKINSON et al., 1995). A parasitemia pode ser influenciada por varios
fatores, como por exemplo, a imunidade da ave; o tempo em que esté estabelecida e o estagio
da infec¢do; a espécie do parasito e do hospedeiro; sexo e idade do hospedeiro; e
caracteristicas intrinsecas do hospedeiro, como a presenca de hormoénios sexuais (REMPLE,
2004, VALKIUNAS, 2005).

Andlises histopatoldgicas podem ser uma ferramenta muito util na caracteriza¢do da
satde de aves silvestres, principalmente em doengas como a malaria. Entretanto em casos
onde a parasitemia ¢ baixa, pode ser dificil o diagndstico da doenca por alteragdes
histopatologicas (DINHOPL et al., 2011).

As principais alteragdes histologicas que podem ser causadas pela infec¢do malarica
sdo: esplenomegalia, edema pulmonar, hidropericardio e a presenca de parasitos no sistema
reticuloendotelial (GRIM et al., 2003).

No estudo de SCHRENZEL et al. (2003), os autores fizeram andlise histoldgica de
sete aves infectadas por maléria, que morreram em cativeiro e encontraram alteragcdes no
figado, bago e pulmdes, com deposicdo de pigmento maldrico, assim como no estudo de
ATKINSON et al. (2000), onde foi encontrada deposi¢ao de pigmentos nas células de Kupfter
no figado e em macréfagos no bago, assim como encontrado no presente estudo.

No estudo de DINHOPL et al. (2011), onde verificaram altera¢des histologicas de
pinguins em cativeiro, foi visto que lesdes tipicas de maldria avidria, incluindo

esplenomegalia, hepatomegalia e edema pulmonar grave estavam presentes em nove de 48
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aves. Em cinco desses nove pinguins, foram vistos numerosos merontes evidentes no capilar
do endotélio de varios tecidos, especialmente do pulmdo, figado, baco e cérebro. Outras
caracteristicas como necrose focal e cariorrexe bem como a formagao de microtrombos foram
observadas no bago. No figado, assim como no presente estudo, estavam presentes infiltrados
inflamatorios perivasculares nao supurativos contendo principalmente células plasmaticas.

A eritropoiese consiste na formagdo de células sanguineas, sendo a medula dssea o
principal local de formagao dessas células. Durante a vida fetal o figado e o bago constituem
os principais locais de eritropoiese, podendo esta fungdo ser retomada em caso de
necessidade, o que caracteriza a eritropoiese extramedular (LACERDA et al., 2007). Esse
evento pode acontecer em situagdes de doengas em que sdo alteradas as caracteristicas da
medula 6ssea, normalmente observada em casos de distirbios mieloproliferativos, como a
mielofibrose. Pode ocorrer também em casos onde hd anemia intensa, o que ¢ sintoma de
infec¢ao malarica (MAKRIS & GREAVES, 1998).

A alanina transaminase (ALT) ¢ uma enzima encontrada principalmente no figado, em
concentracdo moderada nos rins € em menores quantidades no coragdo e nos musculos
esqueléticos. Nos hepatdcitos a ALT ¢ encontrada predominantemente no citoplasma (90%) e
na mitocondria (10%), assim qualquer lesdo no tecido hepatico pode liberar uma maior
quantidade da enzima para a corrente sanguinea, elevando os niveis séricos da ALT. Deste
modo, essa enzima, além de ser sensivel ¢ também bastante especifica para o diagnostico de
doenga hepatocelular.

A elevacdo da atividade da enzima ALT pode estar relacionada a alteragdes em quase
todos os tecidos. Valores anormais de atividade dessa enzima podem se manifestar quando
ocorrem lesdes graves no figado, lesdo tecidual nos rins, coragdo e nos musculos esqueléticos,
provocando maior liberagdo de ALT para a corrente sanguinea (HOCHLEITHNER, 1994;
CAMPBELL, 2006).

A elevacdo de niveis séricos de enzimas transaminases atribuidas a alteragdes
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hepaticas pode ser devido a ruptura de hepatocitos, resultante de necroses ou alteragdes na
permeabilidade da membrana celular ou processo de colestase (KANEKO, 1989). Algumas
dessas alteragdes podem estar relacionadas diretamente a maléria, e foram encontradas nos
cortes histologicos das aves estudadas, explicando elevados niveis de atividade da enzima
ALT encontrados, quando comparados com outros estudos (VASHIST, et al., 2011).

A enzima aspartato aminotransferase (AST) ¢ encontrada em concentracdo alta no
musculo cardiaco, figado, musculos esqueléticos e em menor concentracdo nos rins e
pancreas. Nas células hepdticas, localiza-se no citoplasma (40%) e na mitocondria (60%).
Assim qualquer lesdo que afete o parénquima hepdtico, liberard uma maior quantidade da
enzima para a corrente sanguinea, elevando os niveis séricos da AST.

A enzima AST ¢ considerada um marcador ndo especifico por ser encontrada em
varios tecidos, mas altamente sensivel indicador de lesdo tecidual, estando mais relacionada a
lesdo tecidual recente e diminui¢do da fun¢do do 6rgao (LUMELJ, 2008). A atividade basal da
enzima AST no plasma ¢ geralmente um reflexo do acimulo e da mudanga sofrida pelo tecido
que contém esta enzima. Andlise da atividade da AST ¢ frequentemente utilizada como
complemento no método diagnostico e ndo como parametro principal. O fato da atividade
dessa enzima neste estudo ndo ter mostrado valores alterados, possivelmente ocorreu pela
inespecificidade desta enzima como indicador de lesdo hepatica.

Valores de proteinas totais podem estar relacionados a disfungdes gastrointestinais,
renais, hepaticas ou doencas infecciosas, podendo ainda indicar anemia ou presenga de
processo inflamatorio (BARGER & GRINDEM, 2000; LUMELJ, 2008). Medidas desse
parametro podem auxiliar na avaliacdo da severidade, natureza e o progresso da enfermidade
(LUMELD, 1990; KANEKO et al., 1997, LUMEIJ, 2008). De forma geral, os principais
fatores que afetam as concentragdes das proteinas totais nas aves sdo: idade, sazonalidade,
condi¢des de criacdo (manejo) e doengas (LUMEIJ, 2008).

Elevagdes nos niveis das proteinas (hiperproteinemia) podem acontecer devido a
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desidratacdo ou durante doencas infecciosas que causam estimulagdo do sistema imunoldgico
e, consequentemente, aumento nos niveis de imunoglobulinas (RATCLIFFE, 1996; EVANS &
DUNCAN, 2003). Assim nas aves em que foi observado maiores valores de parasitemia, ¢
possivel que maiores modificagdes metabolicas possam ter ocorrido, devido a provavel
resposta inflamatoria de fase aguda provocada pelos parasitos estudados, o que explica uma
concentragdo proteica elevada nestas aves.

Outro fator que pode determinar alteracdes hepaticas ¢ a albumina. Essa proteina ¢
sintetizada no figado e seus valores podem ser influenciados pela nutricdo, hormonios,
estresse e doencas (THRALL et al., 2004).

No trabalho de MOTTA (2011), onde foram analisados parametros bioquimicos em
cracideos, ndo houve diferencas significativas nas enzimas AST, ALT, nas proteinas totais e na
uréia nos grupos infectados por Plasmodium spp. e grupos ndo infectados. J& no trabalho de
VASHIST et al. (2011), os autores encontraram valores diferentes em Gallus gallus Linnaeus,
1758 infectados com Plasmodium juxtanucleare e ndo infectados.

Em VALLE et al. (2008), onde os autores utilizaram andlises bioquimicas para
caracterizacdo do sexo e idade em psitacideos mantidos em cativeiro, observou-se valores
parecidos de proteinas totais e da enzima AST com os valores encontrados no presente estudo.
Entretanto valores da uréia aqui encontrados foram mais elevados, o que pode ser explicado
pelo diferente habito alimentar das aves. A concentracdo de uréia enzimatica pode ser
influenciada pela ingestdo de proteinas, sendo que as aves estudadas sdo carnivoras, taxa de
excrecdo renal e ainda condi¢do hepatica (MOTTA, 2011). A uréia pode ser indicador de
azotemia pré-renal, em algumas espécies, j& que sua eliminacdo depende do estado de
hidratacdo do animal. Entdo o aumento de niveis de uréia plasmatica pode indicar redu¢do na
perfusdo arterial dos rins (CAMPBELL, 2006; LUMEIJ, 2008).

No estudo de MIRANDA et al. (2008), os autores utilizaram a ferramenta de analise

bioquimica para caracterizacdo fisiologica de avestruzes, correlacionando com o sexo e
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encontraram valores de proteinas totais de 3,59 + 0,72g/dL, albumina 1,04 £+ 0,14g/dL, uréia
18,27 + 12,33mg/dL, AST 200,67 =3 1,42 U/L e ALT 3,90 + 1,92 U/L. Comparando com o
presente estudo percebemos que valores da enzima ALT apresentaram valores inferiores.

E necessario considerar que parimetros bioquimicos podem ser alterados por fatores
internos e externos, como variagdes de temperatura, umidade, altitude, fotoperiodo, diferentes
tipos de alimenta¢do e manejo, além da idade, espécie e sazonalidade (HOCHLEITHNER,
1994; JURANI et al., 2004; BORSA, et al., 2006), que pode explicar a diferenga dos valores
das enzimas encontrados no presente estudo quando comparados com valores para outras

espécies relatados na literatura.

CONSIDERACOES FINAIS
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Os resultados encontrados no presente estudo com aves silvestres mantidas em

cativeiro nos permite considerar que:

1) A prevaléncia encontrada pode ser considerada alta quando comparada a outros
estudos feitos no Brasil, o que pode ser devido as condi¢des de cativeiro em que as aves eram
mantidas.

2) Tanto a PCR como a microscopia mostraram-se eficientes para o diagnostico de
Plasmodium spp.

3) Analises histopatologicas mostraram que aves infectadas com malaria podem
apresentar alteragdes em muitos tecidos, como necrose, congestdo e hemorragia dos mesmos,
além de deposicdo de pigmento maldrico, a hemozoina, subproduto da degradag¢do da
hemoglobina pelos parasitos e ainda a anemia causada pela malaria aviaria, pode ter levado a
condicdo de eritropoiese extramedular encontrada nas aves do presente estudo.

4) Andlise bioquimica sérica ¢ uma ferramenta de extrema importdncia na
caracterizacdo da saude de aves silvestres, ja que € sensivel a pequenas alteragdes fisiologicas
de diferentes oOrgdos, necessitando de mais estudos, para determinagdo de valores de
referéncia para diferentes espécies de aves, em diferentes condi¢des. Valores de atividade da
enzima ALT podem ser mais sensiveis para alteracdes hepaticas causadas pela malaria do que

valores de atividade da enzima AST.
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