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RESUMO

STOCCO, Naiara Vidal. Estudo Hematoldgico e Molecular da Infec¢cdo por Hemosporideos
e Agentes da Familia Anaplasmataceae em Arara-canindé (Ara ararauna) e Papagaio-
verdadeiro (Amazona aestiva) Mantidos no Centro de Triagem de Animais Silvestres
(CETAS-RJ), 2021. 79f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria). Instituto de
Veterinaria, Departamento de Medicina e Cirurgia Veterinaria, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

Agentes da ordem Haemosporida e Rickettsiales sdo importantes patdégenos transmitidos por
artropodes capazes de acometerem diversos grupos de animais, incluindo as aves. Os Centros
de Triagens do IBAMA albergam consideravel nimero de aves de diversas espécies, que
chegam constantemente debilitadas nestas instituicGes, propensas a doencas e a disseminagao
de patogenos. O presente estudo teve como objetivo realizar avaliagdo hematoldgica, pesquisa
de hemosporideos (Plasmodium spp., Haemoproteus spp.) e agentes da familia
Anaplasmataceae (Ehrlichia spp., Anaplasma spp.) em araras-canindé (Ara ararauna) e
Papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva), amostrados do Centro de Triagem de Animais
Silvestres do Rio de Janeiro. Foram colhidas amostras sanguineas de 44 aves mantidas nesta
instituicdo, sendo 19 aves da espécie Ara ararauna (arara-caninde) e 25 individuos da espécie
Amazona aestiva (papagaio-verdadeiro). As amostras sanguineas foram submetidas a métodos
diagnosticos, a fim de avaliar o perfil hematologico destes individuos e detectar a presenca de
tais agentes etiologicos, através de técnicas moleculares, deteccdo direta em esfregaco
sanguineo e sequenciamento genético. Apenas as araras (Ara ararauna) mostraram-se positivas
para 0s agentes pesquisados. Na avaliacdo de esfregacos sanguineos corados pelo Giemsa,
foram encontradas estruturas compativeis com hemoparasitos em 2 (4,54%; 2/44) aves,
sugestivas de Plasmodium spp./Haemoproteus spp. No diagnostico molecular 6,81% (3/44) dos
individuos testados foram positivos. Uma (2,27%; 1/44) arara foi positiva para o gene 16SrRNA
(familia Anaplasmataceae), e duas (4,54%; 2/44) apresentaram positividade para o gene
citocromo b (ordem Haemosporida). Apenas uma amostra referente ao gene citocromo b (arara
17) foi sequenciada e realizada a analise dos alinhamentos e inferéncia filogenética,
demonstrando positividade para Plasmodium intimamente relacionado a linhagem
nucleophilum, ndo registrada até 0 momento na espécie Ara ararauna. Quanto aos resultados
dos hemogramas dos individuos positivos, duas aves apresentaram alteracdes no hemograma.
Uma (33,33%; 1/3) apresentou leucocitose, enquanto outra, desenvolveu anemia associado a
leucopenia (33,33%; 1/3). Os demais parametros ndo diferiram da literatura. Os resultados
salientam que as aves do CETAS/RJ estdo expostas aos agentes e evidencia a importancia
diagnostica antes da realocacdo destes individuos, a fim de evitar a transmissdo destes
patdgenos e impactos a fauna.

Palavras-chave: Haemosporida, Anaplasmataceae, Psittaciformes



ABSTRACT

STOCCO, Naiara Vidal. Hematological and Molecular Study of Infection by Haemoporids
and Anaplasmataceae Agents in blue-and-white Macaw (Ara ararauna) and white-lined
Parrot (Amazona aestiva) Kept at the Wild Animal Screening Center (CETAS-RJ), 2021.
79f. Dissertation (Masters in Veterinary Medicine). Veterinary Institute, Department of
Veterinary Medicine and Surgery, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropedica, RJ,
2021.

Agents of the order Haemosporida and Rickettsiales are important pathogens transmitted by
arthropods capable of affecting different groups of animals, including birds. The IBAMA
Screening Centers house a considerable number of birds of different species, which arrive are
constantly debilitated in these institutions, prone to diseases and spread of pathogens. The
objective of this work was to carry out hematological evaluation, research of hemosporidia
(Plasmodium spp., Haemoproteus spp.) and agents of the Anaplasmataceae family (Ehrlichia
spp., Anaplasma spp.) in canindé macaws (Ara ararauna) and blue-fronted parrot (Amazona
aestiva), sampled at the Wild Animal Screening Center in Rio de Janeiro. Blood samples were
collected from 44 birds kept in this institution, being 19 birds of the Ara ararauna species
(canindé macaw) and 25 individuals of the Amazona aestiva species (blue-fronted parrot).
Diagnostic methods were performed to assess the hematological profile of these individuals and
detect the presence of such etiological agents, through molecular techniques, direct detection in
blood smears and genetic sequencing. Only macaws (Ara ararauna) were positive for the agents
surveyed. In the evaluation of blood smears stained by Giemsa, structures compatible with
hemoparasites were found in 2 (4.54%; 2/44) birds, suggestive of Plasmodium
spp./Haemoproteus spp. In molecular diagnosis, 6.81% (3/44) of the individuals tested were
positive. One (2.27%; 1/44) macaw was positive for the 16SrRNA gene (family
Anaplasmataceae), and two (4.54%; 2/44) were positive for the cytochrome b gene (order
Haemosporida). Only one sample related to the cytochrome b gene (macaw 17) was sequenced
and analyzes of alignments and phylogenetic inference were performed, demonstrating
positivity for Plasmodium closely related to the nucleophilum lineage, not recorded so far in
the Ara ararauna species. As for the results of the blood counts of the positive individuals, two
birds showed changes in the blood count. One (33.33%; 1/3) had leukocytosis, while another
developed anemia associated with leukopenia (33.33%; 1/3). The other parameters did not
differ from the literature. The results emphasize that the birds of CETAS/RJ are exposed to the
agents and evidence the importance of diagnosis before the relocation of these individuals, in
order to avoid the transmission of these pathogens and impacts to the fauna.

Keywords: Haemosporida, Anaplasmataceae, Psittaciformes
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1 INTRODUCAO GERAL

Entender o curso das doengas em animais, detectar os agentes que 0S acometem,
compreender as interacOes parasito-hospedeiro, ndo sao atribui¢des simples, sobretudo, quando
envolvem espécies silvestres, uma vez que ainda seja um cenario pouco explorado, de dificil
acesso e burocratico. Entretanto, pesquisadores que decidiram demandar sua linha de pesquisa
para e com tais espécies, tem encontrado resultados satisfatorios e inovadores.

As aves ainda sdo uma classe pouco estudada a respeito de alguns agentes etiol6gicos
que as afligem, como aqueles pertencentes a ordem Haemosporida e Ricktisiales. Apesar de
nos Ultimos anos terem aumentado estudos a respeito destes patdgenos, ainda sdo considerados
pouco explorados nesta classe, dado a diversidade de espécies de aves existentes e de linhagem
destes agentes que sequer foram descritas.

Os Centros de Triagens do IBAMA, albergam consideravel nimero de aves de diversas
espécies. Estes individuos advém de apreensdo do trafico, ou criacdo ilegal e chegam
constantemente debilitados nestas instituicdes governamentais, estando propensos a doengas,
demonstrando a relevancia de realizar métodos diagnosticos a fim de diagnosticar e evitar
transmissé@o de potenciais patdgenos, dado o papel dos centros de triagens, de realocacdo destes
individuos para ambientes de cativeiro ou reintroducéo a natureza.

No Brasil, estudos detectaram o DNA dos patdgenos Ehrlichia spp. e Anaplasma spp.
(Rickettsiales: Anaplasmataceae) em diversas especies e em aves carnivoras e gansos. Através
da filogenia apontaram agentes proximos da espécie Ehrlichia chaffeensis e Anaplasma
phagocytophilum. Estes agentes sdo alfa-proteobactérias Gram-negativas, intracelulares
obrigatorias, transmitidas por vetores invertebrados, principalmente carrapatos, capazes de
infectar varias células de seus hospedeiros, causando doengas nos animais e no homem,
apresentando problemas de saude publica, dado seu relevante potencial zoondtico.

Outro grupo muito importante e de distribuicdo cosmopolita é a Ordem Haemosporida,
cujos agentes sdo transmitidos por dipteros hematéfagos e podem acometer diversos animais,
como anfibios, répteis, aves e mamiferos. Estudos com hemosporideos em hospedeiros aviarios
passaram a ter relevancia apds a descoberta da similaridade destes parasitos com o0s agentes da
malédria humana. Estes agentes possuem importancia epidemioldgica, podendo acarretar
grandes prejuizos econémicos, causando sérios agravos a saude, incluindo até a morte do
hospedeiro.

As transmissdes destas patologias estdo intimamente ligadas a vetores invertebrados,
denotando a importancia de compreender o papel desses vetores na disseminacdo de tais
patdgenos.

Identificar novas linhagens, entender o curso dessas afeccBes e sua relacdo parasito-
hospedeiro, sdo fundamentais para evitar impactos consideraveis a essas populagdes, sendo
capazes de acarretar até mesmo extincdo de algumas espécies susceptiveis.

O objetivo do presente estudo foi realizar avaliacdo hematoldgica, pesquisa de
hemosporideos e agentes da familia Anaplasmataceae em araras-canindé (Ara ararauna) e
Papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva), através de observacao direta em microscopia de luz,
biologia molecular e, analises filogenéticas deste grupo de aves amostrados do Centro de
Triagem de Animais Silvestres (CETAS), Seropédica-RJ.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Centros de Triagens do IBAMA

No Brasil ndo é permitido a criagdo de espécies silvestres nativas em cativeiro. O Art.
1° determina que os animais de quaisquer espécies, em qualquer fase do seu desenvolvimento
e que vivam naturalmente fora do cativeiro, constituindo a fauna silvestre, bem como seus
ninhos, abrigos e criadouros naturais sdo propriedades do Estado, sendo proibida a sua
utilizacdo, perseguicéo, destruicdo, caca ou apanha (LEI N°5.197, 1967), salvo os animais que
sdo adquiridos em criatérios comercialmente reconhecidos pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA). Contudo devido ao alto valor de
espécies silvestres legalizadas, seus detentores tendem a explorar meios alternativos de
adquirirem esses individuos, favorecendo o trafico de animais silvestres. Desse modo, o tréfico,
posse ou comércio de animais silvestres ndo autorizados pelo estado é considerado crime
ambiental, cabivel de pena e/ou multa (LEI N° 9.605, 1998).

Os Centros de Triagens de Animais Silvestres do IBAMA (CETAS), séo unidades
responsaveis pelo manejo de fauna silvestre com a finalidade de prestar servi¢o de recepgéo,
identificacdo, marcagéo, triagem, avaliacéo, recuperacéo, reabilitagdo e destinacdo de animais
silvestres provenientes de agéo fiscalizatoria, resgate ou entrega voluntaria de particulares e,
devolvé-los a natureza quando aptos, além de realizar e subsidiar pesquisas cientificas, ensino
e extensdo (IN. N°23, 2014).

Os animais recebidos no CETAS, a depender de suas condicGes, poderdo passar por
procedimentos visando a reabilitacdo que podera ser efetuada integralmente nos CETAS, ou
ainda, por meio da utilizagao de estruturas existentes em Areas de Soltura de Animais Silvestres
(Asas) cadastradas. Estas propriedades sdo cadastradas pelo IBAMA, ou por dérgdo/entidade
competentes, para fins de realizacdo de soltura de animais (IN. N°23, 2014).

2.2 Psittaciformes

A ordem Psittaciformes é classificada em trés familias, Loridae, Cacatuidae e
Psittacidae, que engloba os l6ris, cacatuas, calopsitas, araras, papagaios, maritacas e periquitos
(SICK, 1997; HARCOURT-BROWN, 2010).

As aves dessa ordem possuem distribuicdo cosmopolita, sobretudo nos neotrdpicos
(GRESPAN; RASO, 2014), no qual, 0 maior nimero de espécies concentra-se na América do
Sul e Australia (FORSHAW, 2010).

Sé&o caracterizadas por apresentarem grande diversidade de tamanhos, formas e cores, e
sdo facilmente reconhecidas por suas caracteristicas anatbmicas (FORSHAW, 2010;
HARCOURT-BROWN, 2010), cujo bico apresenta a extremidade superior arqueada, de base
larga (figura 1) que se encaixa sobre o bico inferior. A camada externa do bico possui uma dura
queratina, chamada ranfoteca, que recobre uma estrutura de base 6ssea. Os pés sdo zigodactilos
(dois dedos voltados para frente e dois para trds) e o tarso-metatarso é curto. Estas
particularidades fazem com que estas aves sejam excelentes escaladoras e tenham grande
destreza na manipulacdo de alimentos (COLLAR, 1997).



Figura 1. (A): Bico de arara-canindé. Formato caracteristico da ordem Psittaciformes,
apresentando a extremidade superior arqueada e base larga. (B): llustracdo do pé
zigodactilo de Psittaciformes com o segundo e terceiro dedo voltado para frente e o
primeiro e quarto para trés. O dedo 1 é medial e o dedo 4, lateral. Fonte: Modificada de
Grespan; Raso (2014).

Os Psitacideos estdo entre as principais ordens envolvidas no comércio ilegal de animais
selvagens, por apresentarem natureza sociavel, inteligéncia, coloragéo exuberante e capacidade
de imitar sons. Segundo o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) as aves representam 82% dos animais apreendidos, no qual,
aproximadamente 4% sdo psitacideos (RENCTAS, 2002). Devido suas caracteristicas, estdo
entre os principais grupos criados como animais de estimacdo no mundo, ficando atras apenas
dos cées e gatos (RENCTAS, 2002; MACHADO et al., 2008; GRESPAN; RASO, 2014; IUCN,
2020).

Na América do sul existem cerca de 147 espécies de psitacideos, das quais, 87 ocorrem
no Brasil, sendo considerado um dos paises com maior diversidade dessa ordem (CBRO, 2015;
IUCN, 2021).

Dentre as 87 espécies atualmente conhecidas no Brasil, as araras-canindé (Ara
ararauna) e papagaios-verdadeiros (Amazona aestiva) encontram-se neste grupo, e estdo
classificadas na ordem Psittaciformes, familia Psittacidae. As araras-canindé medem cerca de
80 cm, possui cauda longa, coloracéo azul no dorso e amarelo-dourado desde a face, ventre até
0 rabo. Ocorre de Amazonas ao Parana. Além do Brasil, é encontrada também, no leste do
Panama e norte da Colémbia, Venezuela, Guianas, Peru, Bolivia, até o norte da Argentina,
Paraguai e no oeste do Equador (SICK, 2001). Os papagaios-verdadeiros medem cerca de
35cm, sdo variaveis do padrdo da coloracdo da cabeca, com amarelo na regido ocular e azul na
coroa anterior. A coloracdo do ombro varia do amarelo ao avermelhado e possuem o espéculo
da asa vermelho. Sdo encontrados em florestas Umidas ou secas, bosques de palmeiras ou
margens de rios, caatinga e em areas urbanas arborizadas (PERLO, 2009).

2.3 Coleta e Processamento das Amostras Sanguineas

Na medicina de animais selvagens, os exames laboratoriais sdo indicados como apoio
para diagndstico, monitoramento e prevencdo de doencas. Contudo, podem ser empregados
também, como biomarcadores de impacto ambiental, uma vez que, 0 meio ambiente influencia
a vida dos seres que com este interagem (ALMOSNY, 2014).



O exame laboratorial inicia-se na contencéo e coleta, que por sua vez, deve ser realizada
de maneira adequada e cuidadosa, respeitando as particularidades de cada espécie
(ALMOSNY; MONTEIRO, 2007). O volume adequado de sangue varia de acordo com o
tamanho e estado de salde da ave, sendo recomendada a coleta de 1% do peso vivo do animal,
desde que estes estejam higidos (CAMPBELL, 2014).

As principais veias utilizadas para a pungéo sdo a jugular (preferencialmente a direita,
pois ela pode ser a Unica presente ou a de maior calibre), basilica (ulnar cutdnea, da asa ou
braquial) e a metatarsica medial (tibial caudal) (CAMPBELL, 2014).

Amostras sanguineas podem ser colhidas em seringas, tubos capilares ou microtubos, e
as agulhas devem apresentar o calibre entre 23 a 27 mm, conforme o porte da ave. A sucgéo
deve ser leve, pois, as veias podem colabar-se facilmente. Em aves de pequeno porte, poucas
gotas de sangue podem ser colhidas, sendo necessario a utilizacdo do tubo capilar (SANTQOS;
CUBAS, 2014).

O anticoagulante indicado é o &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), pois
possibilita a coloracdo adequada das células e ndo tende a agrupar leucécitos. Certos grupos
aviarios, como corvos, gralhas e alguns passeriformes, necessitam a utilizacdo da heparina, pois
0 EDTA pode ocasionar anticoagulacdo incompleta ou hemolise parcial (CAMPBELL, 2014).

As aves assim como os repteis, anfibios e peixes possuem eritrocitos nucleados de
formato ovalado. Os eritrocitos maduros das aves em geral sdo maiores do que os de mamiferos,
mas menores do que os de répteis (ALMOSNY; MONTEIRO, 2007).

O hemograma néo deve ser realizado em contadores automaticos, tendo em vista a
dificuldade dos equipamentos em diferenciarem eritrocitos, trombocitos e leucocitos, pela
presenca de nucleo nos trés tipos celulares. Dessa forma, o processamento das amostras é
predominantemente manual (ALMOSNY; MONTEIRO, 2007).

As provas laboratoriais que compdem o hemograma nas aves sdo: contagem total de
eritrocitos, leucocitos e trombocitos em cdmara de Neubauer com diluente Natt & Herrick. A
diluicdo para realizacdo da hematimetria € 1:100 e a contagem ¢ efetuada em aumento de 400x,
uma vez que é necessario diferenciar as células durante o processo. Utiliza-se o reticulo de
eritrocitos (na camara) para contagem de todas as células, cujos leucécitos e trombdcitos séo
contados nos 25 quadrados, obtendo um valor que serd multiplicado pelo fator 1.000. Os
eritrocitos sdo mensurados apenas em cinco quadrados do reticulo, utilizando o fator de
multiplicacdo de 5.000. Os leucdcitos também podem ser contados nos quadrantes laterais
(reticulos de leucocitos), como nos mamiferos, porém o fator de multiplicacdo nesse caso sera
de 250 (ALMOSNY; MONTEIRO, 2007; SCHMIDT, 2014).

A confeccdo do esfregaco sanguineo também é uma etapa importante na realizacdo do
hemograma e, recomenda-se que seja realizado antes que o material sanguineo entre em contato
com 0 anticoagulante, ou seja, sem o EDTA. Essa técnica permite a realizacdo da contagem
diferencial de leucocitos por microscopia de luz, observacdo morfologica das células e a
pesquisa de hemoparasitos com menor interferéncia (ALMOSNY; MONTEIRO, 2007).

O hematocrito é determinado pelo método de centrifugacdo do capilar sanguineo, em
rotacdo de 10.000 a 12.000 rpm durante 5 minutos (CLARK et al., 2009). A concentracdo de
hemoglobina é avaliada utilizando-se kits comerciais (ALMOSNY; MONTEIRO, 2007) e os
indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM) e a concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) sdo calculados considerando os valores do hematocrito,
hemoglobina e contagem de heméacias (ALMOSNY; MONTEIRO, 2007).

2.4 Interpretacdo das Andlises Laboratoriais

O hemograma é o principal exame laboratorial de triagem e, portanto, o primeiro a ser
solicitado. Sua andlise auxilia na informacgdo do estado geral do animal, para elucidar uma
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suspeita clinica e direcionar o médico veterindrio a solicitagdo de outros exames
complementares. A avaliagdo hematoldgica é composta pelo eritrograma, leucograma e
trombograma e visa detectar e dimensionar condi¢des como anemia, doengas inflamatdrias,
parasitemias, disfuncBes hemostaticas e disturbios hematopoiéticos (CAMPBELL;
ALMOSNY, 2014).

A determinacdo do hematdcrito, concentracdo de hemoglobina e a contagem de
eritrocitos auxiliam no diagnostico da anemia e a avaliagdo da sua intensidade (TVEDTEN,
2009; THRALL, 2012).

As anemias em aves tém causas semelhantes as demais espécies. As anemias podem ser
etiologicamente classificadas como hemolitica, hemorragica, hipoplésica e aplésica por
depressdo da medula déssea. As anemias hemorragicas geralmente estdo relacionadas a lesdes
traumaticas ou a parasitos hemat6fagos, no entanto, outras causas, como coagulopatias ou
lesBes ulcerativas, também devem ser consideradas. Anemia hemolitica, pode ser decorrente de
reacOes imunomediadas ou parasitemias, sepses ou intoxicagdes. Os parasitos mais comumente
associados a anemia hemolitica em aves pertencem ao género Plasmodium spp. A anemia por
depressdo da medula 6Ossea pode estar relacionada a doencas inflamatdrias cronicas,
especialmente aquelas envolvendo agentes infecciosos (tuberculose, aspergilose e clamidiose),
ou doencas hepaticas, renais cronicas e o hipotireoidismo (CAMPBELL, 2014).

Outras condigdes podem ser dimensionadas pelo leucograma, pois os leucdcitos sao
células responsaveis pela defesa do organismo. A contagem total de leucocitos pode apresentar-
se normal, aumentada (leucocitose) ou reduzida (leucopenia). As leucocitoses podem estar
associadas a redistribuicdo intravascular, devido ao estresse e isso pode interferir na analise do
leucograma, ou por causas inflamatorias, podendo ser infecciosas ou ndo. A leucopenia, pode
ocorrer em doencas inflamatdrias superagudas, devido a rapida mobilizacao de heterofilos para
os orgdos alvo (CAMPBELL, 2014).

Os tipos de leucdcitos presentes no sangue periferico das aves séo heterdfilos, linfocitos,
eosindfilos, mondcitos e basofilos. As aves apresentam ligeira variacdo morfologica entre os
tipos de leucocitos, além de diferencas nos valores numéricos dessas células, intra e
interespécies (SCHMIDT, 2014).

Os heterdfilos sdo as células mais comuns no sangue das aves. Sua funcéo € similar aos
neutrofilos dos mamiferos, participam ativamente em reacdes inflamatorias, atuando como
fagocitos. Apresentam granulos eosinofilicos alongados que podem ser ovais ou arredondados
no interior do citoplasma e ndcleo lobulado com aspecto grosseiro (ALMOSNY e MONTEIRO,
2007; CAMPBELL, 2014).

Os eosinofilos apresentam o mesmo tamanho dos heterofilos, também possuem granulos
eosinofilicos, porém esses granulos sdo arredondados e coram-se de maneira mais intensa,
quando comparados aos heterofilos. Em aves, costumam estar relacionados a processos
alérgicos e parasitarios (ALMOSNY; MONTEIRO, 2007; CAMPBELL, 2014).

Os basdfilos tendem a ser menores que os heterofilos e os eosindfilos, possuem granulos
metacromaticos que em geral obscurecem o nucleo. Assemelham-se morfologicamente aos
mastocitos de mamiferos. Sua funcdo é pouco conhecida, porém, acredita-se estar associado a
reacdes inflamatorias agudas e reacoes de hipersensibilidade do tipo V. Apresentam histamina
nos granulos citoplasmaticos, assim como os mastécitos (CAMPBELL, 2014).

Os linfécitos das aves sdo semelhantes aos dos mamiferos, possuindo nucleo
arredondado e pouco citoplasma, porém, tendem a apresentar irregularidades citoplasmaticas
ao moldarem-se ao redor de células adjacentes. Podem ser classificados de acordo com o
tamanho (pequenos, médios e grandes). Linfdcitos grandes podem ser vistos no sangue de aves
normais, contudo, podem ser confundidos com mondcitos, pelo seu tamanho e volume
citoplasmatico (CAMPBELL, 2014). As linfocitoses estdo associadas a afec¢fes virais ou nas
fases de resolugéo de infecgOes bacterianas. As linfopenias podem estar associadas a fase aguda
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da inflamacdo, assim como, ao uso de corticosteroides, que determinam grave linfopenia, sendo
observado também em casos de estresse prolongado, que eleva os niveis enddgenos
(ALMOSNY; MONTEIRO, 2007).

Mondcitos, as maiores células sanguineas na circulacdo das aves, sdo morfologicamente
semelhantes a dos mamiferos e podem apresentar formato arredondado a ameboides e
citoplasma abundante, azul-acinzentado podendo apresentar vactolos e granulos. Exibem
atividade fagocitica e migram para os tecidos para se diferenciarem em macréfagos. Estdo
envolvidos na inflamacdo e na destruicdo oxidativa de microrganismos invasores e
desempenham também importante papel imunolégico no processamento de apresentacdo de
antigenos. A monocitose normalmente esta relacionada a afeccBGes crbnicas, doengas
infecciosas especificas e necroses, principalmente quando extensas, além de ser observada
também em casos de neoplasias (DIETERIEN-LIEVRE, 1988; ALMOSNY; MONTEIRO,
2007; CAMPBELL, 2014).

2.5 Hemosporideos Aviarios

Os Hemosporideos sdo um grupo cosmopolita de protistas, incluidos no Filo
Apicomplexa, Ordem Haemosporida, na qual fazem parte as familias Haemoproteidae,
Garniidae, Leucocytozoidae e Plasmodiidae e dentre estas, os géneros Plasmodium,
Haemoproteus, Leucocytozoon e Fallisia possuem mais de duas centenas de espécies capazes
de infectar aves, embora este niUmero esteja em constante rearranjo taxondmico e novas espécies
sejam descritas frequentemente (VALKIUNAS, 2005; VANSTREELS; PARSONS, 2014).

Classificagao taxondmica, segundo Valkiiinas (2005):
Reino: Protista (Haeckel, 1866)
Filo: Apicomplexa (Levine, 1970)
Classe: Coccidea (Leuckart, 1879)
Subclasse: Coccidia (Leuckart, 1879)
Ordem: Haemosporida (Danilewsky, 1885)
Familia: Haemoproteidae (Doflein, 1916)
Género: Haemoproteus (Kruse, 1890)
Familia: Plasmodiidae (Mesnil, 1903)
Género: Plasmodium (Marchiafava e Celli, 1885)
Familia: Leucocytozoidae (Fallis e Bennett, 1961)
Género: Leucocytozoon (Berestneff, 1904)
Familia: Garniidae (Lainson, Landau e Shaw, 1971)
Género: Fallisia (Lainson, Landau e Shaw, 1974)

Danilewsky (1886) descobriu e descreveu detalhes morfologicos sobre parasitos
intraeritrociticos em aves, repteis e anfibios, notando semelhancas entre 0s parasitos aviarios e
0s parasitos da malaria humana. Logo, foi responsavel por identificar trés dos principais géneros
de parasitos intraeritrociticos em aves, atualmente conhecidos como Plasmodium spp.,
Haemoproteus spp. e Leucocytozoon spp. (COX, 2010).



Quadro 1: Comparativo dos géneros de Hemosporideos aviarios

Haemoproteus spp. | Plasmodium spp. | Leucocytozoon spp.
(Pseudomalaria) | (Maléria aviaria) | (Leucocitozoonose)
Espécies que acometem aves 132 38 32
Ordens de aves acometidas 19 20 18
Hospedeiro invertebrado Cer_atopogor_ndae, Culicidae Cerat_opog_omdae,
Hippoboscidae Simuliidae
Capacidade de alternar . o
hospedeiros vertebrados Baixa Elevada Intermediaria
Patogenicidade Baixa Elevada Intermedidria

Fonte: modificado de Vanstreels e Parsons (2014).

2.5.1 Género Plasmodium spp.

O género Plasmodium spp. aléem de acometer as aves, parasitam répteis, seres humanos
e outros mamiferos, apresentam uma grande flexibilidade em alternar espécies de hospedeiros
(VANSTREELS; PARSONS, 2014). Contudo, as espécies de Plasmodium spp. que parasitam
aves sdo mais proximas filogeneticamente as espécies de Haemoproteus spp. do que as espécies
de Plasmodium spp. de mamiferos (PEREZ-TRIS et al., 2005).

Os plasmodios que infectam aves sdo divididos em cinco subgéneros (Haemamoeba —
10 spp., Giovannolaia — 15 spp., Novyella — 9 spp., Huffia — 3 spp., Bennettinia — 1 spp.)
(VALKIUNAS, 2005):

Subgénero Haemamoeba (Grassi e Feletti, 1890)
. relictum (Grassi and Feletti, 1891)

. cathemerium (Hartman, 1927)

. matutinum (Huff, 1937)

. gallinaceum (Brumpt, 1935)

. giovannolai (Corradetti, Verolini e Neri, 1963)
. lutzi (Lucena, 1939)

. Subpraecox (Grassi e Feletti, 1892)

. griffithsi (Garnham, 1966)

. tejerai (Gabaldon e Ulloa, 1977)

. coturnixi (Bano e Abbasi, 1983)
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Subgénero Giovannolaia (Corradetti, Garnham e Laird, 1963)
P. lophurae (Coggeshall, 1938)

. circumflexum (Kikuth, 1931)

. polare (Manwell, 1934)

. gundersi (Bray, 1962)

. octamerium (Manwell, 1968)

. pinottii (Muniz e Soares, 1954)

. pedioecetae (Shillinger, 1942)

. formosanum (Manwell, 1962)

. durae (Herman, 1941)

. hegneri (Manwell e Kuntz, 1966)
. anasum (Manwell e Kuntz, 1965)

WUV TUVTTUVTTUTUUTUTUTDO




P. leanucleus (Huang, 1991)

P. fallax (Schwetz, 1930)

P. garnhami (Guindy, Hoogstraal e Mohammed, 1965)
P. gabaldoni (Garnham, 1977)

Subgénero Novyella (Corradetti, Garnham e Laird, 1963)
. vaughani (Novy e MacNeal, 1904)

. rouxi (Sergent, Sergent e Catanei, 1928)

. hexamerium (Huff, 1935)

. nucleophilum (Manwell, 1935)

. dissanaikei (Jong, 1971)

. bertii (Gabaldon e Ulloa, 1981)

. columbae (Carini, 1912)

. paranucleophilum (Manwell e Sessler, 1971)

. kempi (Christensen, Barnes e Rowley, 1983)
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Subgénero Huffia (Corradetti, Garnham e Laird, 1963)
P. elongatum (Huff, 1930)

P. hermani (Telford e Forrester, 1975)

P. huffi (Muniz, Soares e Batista, 1951)

Subgénero Bennettini (Valkiunas, 1997)
P. juxtanucleare (Versiani e Gomes, 1941)

Dentre esses subgéneros, atualmente cinco espécies de Plasmodium spp. ja foram
descritas parasitando a ordem Psittaciformes: P. relictum, (subgénero Haemamoeba); P.
circumflexum, (Giovannolaia); P. vaughani, P. nucleophilum e P. dissanaikei, presentes no
Subgénero Novyella (VALKIUNAS, 2005).

Plasmodium spp. ja foi relatado em praticamente todos os continentes, exceto na
Antartida (GARNHAM, 1966). S&o identificados em regies que favorecam condicGes ideais
ao hospedeiro invertebrado, os dipteros da familia Culicidae, sendo a temperatura o principal
fator limitante. Dessa forma, nas regides aridas, salinas, com baixas temperaturas e de elevada
altitude encontra-se baixa prevaléncia ou até mesmo auséncia deste parasito (BENNETT et al.,
1993; VALERA et al.,, 2003). Contudo, essa infeccdo depende também do hospedeiro
vertebrado, cuja resposta imune é o principal limitante para desenvolvimento do agente
(VANSTREELS; PARSONS, 2014). Diante desse fato, a reintroducdo de espécies ameacadas
a natureza é altamente complexa, devido a transmissdo ativa de espécies patogénicas
(VALKIUNAS, 2005).

No Brasil a Instrucdo Normativa n° 179, de 25 de junho de 2008 do IBAMA, ndo prevé
exames moleculares negativos para malaria aviaria, apenas estabelece resultados negativos na
pesquisa de hemoparasitos em geral, via esfregaco sanguineo. Entretanto, a deteccdo do
Plasmodium spp. em microscopia, pode ser limitada pela baixa parasitemia (VALKIUNAS,
2005), predispondo falsos resultados negativos, pela sua baixa sensibilidade, favorecendo a
disseminacdo do agente a outras aves.

2.5.2 Género Haemoproteus spp.



O género Haemoproteus foi caracterizado pela primeira vez por Kruse (1890), que
descreveu as trés primeiras espécies desse género, H. columbae (espécie-tipo), H. danilewskii
e H. passeris, sendo as duas primeiras em Columbiformes e a ultima em Passeriformes. S&o
amplamente distribuidos, assim como seus vetores, insetos dipteros hematdfagos, que sdo
observados parasitando aves em diferentes regides do mundo (DURRANT et al., 2006;
BEADELL et al., 2009; CARLSON et al., 2013; BARRIENTOS et al., 2014; VALKIUNAS et
al. 2014; ZHANG et al., 2014).

O género Haemoproteus é conhecido por possuir grande variedade de espécies, baixa
patogenicidade e alta prevaléncia, acometendo diversas aves selvagens (VALKIUNAS, 2005;
ATKINSON, 2008). O género é dividido em dois subgéneros: Haemoproteus e
Parahaemoproteus (BENNETT et al., 1965). Os parasitos foram separados nestes subgéneros
de acordo com seus vetores. O subgénero Haemoproteus € transmitido por moscas da familia
Hippoboscidae, este subgénero apresenta menor nimero de espécies (8 espécies), acometendo
aves da ordem Columbiformes (pombos e rolinhas) e algumas aves marinhas (Pelecaniformes
e Charadriiformese). O subgénero Parahaemoproteus sdo transmitidos por mosquitos da
familia Ceratopogonidae, sdo 0s mais numerosos em espécies (137 espécies) responsaveis por
infectar as demais ordens de aves, com excecao da ordem Columbiformes (CLARK et al., 2009;
KRIZANAUSKIENE et al., 2013; VANSTREELS; PARSON, 2014).

2.5.3 Ciclo biologico de Plasmodium spp. e Haemoproteus spp.

Os hemosporideos séo protozoarios obrigatoriamente heteroxénicos, cujo ciclo de vida
envolve hospedeiros vertebrados (intermediario) e invertebrados (definitivo), insetos
hematofagos, dipteros da familia Culicidae, Hippoboscidae e Ceratopogonidae (VALKIUNAS,
2005; VANSTREELS; PARSONS, 2014).

O ciclo de biologico de Plasmodium inclui os seguintes estdgios obrigatorios:
merogonia exoeritrocitica (esquizogonia); fase eritrocitica: producdo de gametocitos
(infectantes para vetores) e merogonia eritrocitica; esporogonia, ocorrendo em insetos dipteros
(figura 2) (GARNHAM, 1966; REMPLE, 2004; VALKIUNAS, 2005).

A fase exoeritrocitica inicia-se no momento do repasto sanguineo do diptero infectado,
onde 0s esporozoitos presentes nas glandulas salivares sdo inoculados no hospedeiro
vertebrado. Nessa fase, 0s esporozoitos, penetram ou sdo fagocitados por células do sistema
fagocitico mononuclear (SFM), nas quais, ocorre a merogonia exoeritrocitica primaria, que
consiste na geracdo de merontes que sdo chamadas de criptozoitos. Os merozoitos se
desenvolvem em criptozoitos e, ainda ndo sdo capazes de infectar as células sanguineas. Apos
a maturacdo dos criptozoitos, eles se rompem e liberam merozoitos que induzirdo a segunda
geracdo, 0s merontes exoeritrociticos secundarios (metacriptozoitos), que se desenvolvem em
células endoteliais e mononucleares fagociticas, frequentemente do baco, figado, medula éssea
e pulmdes. Os merozoitos liberados dos metacriptozoitos poderao percorrer caminhos distintos,
como retornar para o ciclo de merogonia exoeritrocitaria secundaria, invadindo as células
sanguineas ou percorrer a fase exoeritrocitica terciaria, invadindo células endoteliais e
mononucleares fagociticas de diversos tecidos, desenvolvendo-se por reproducao assexuada 0s
fanerozoitos (conhecidos também como merontes teciduais ou esquizontes teciduais). Esses
merontes teciduais poderdo permanecer por periodos prolongados nos tecidos, liberando
grandes quantidades de merozoitos ao romperem-se (PARAENSE, 1944; VALKIUNAS, 2005;
VANSTREELS; PARSONS, 2014; VALKIUNAS; IEZHOVA, 2017).

Os merozoitos liberados dos metacriptozoitos que penetraram 0s eritrocitos jovens ou
maduros (ciclo eritrocitico), originardo formas chamadas de trofozoitos, que por reproducéo
assexuada (esquizogonia) se transformam em merontes eritrociticos (também denominados
esquizontes eritrocitarios) ou desenvolvem-se por gametogonia, em macrogametdcitos e
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microgametdcitos, formas infectantes e que serdo ingeridas pelos dipteros, enquanto outra parte
dos merozoitos, serdo responsaveis por penetrar nas células endoteliais dos capilares de muitos
tecidos incluindo o cérebro. O nimero de merozoitos dentro de cada meronte eritrocitério €
uma das principais caracteristicas na identificacdo dos plasmoédios (PARAENSE, 1944,
VALKIUNAS, 2005; PEIRCE, 2008; VANSTREELS; PARSONS, 2014).

Apos a ingestao pelo diptero, os gametdcitos serdo liberados dos eritrocitos e por acao
da baixa temperatura e de fatores quimicos, ocorrera a exflagelagdo dos microgametas, que
fusionam-se aos macrogametas, originando um zigoto (Unica fase sexuada do ciclo). O zigoto
migra para lamina propria da mucosa intestinal do diptero, formando oocisto, produzindo uma
grande quantidade de esporozoitos por meio de reproducdo assexuada (esporogonia). Apds sua
maturacdo, 0 oocisto rompe-se e libera os esporozoitos na hemocele para seguirem em direcao
as glandulas salivares do vetor, e, dessa forma, infectar o hospedeiro vertebrado, reiniciando o
ciclo de vida do parasito (VALKIUNAS, 2005; VANSTREELS; PARSONS, 2014).

5)%

©a 15 o)

&

D F
SR '@\
: /9 % 2 ~
f " 'C, @ *@%s"= £

$ ~= Merogonia \
@/ L Merogonia e exceritrocitica ]
H exoeritrocitica > *‘-"—‘“dfﬂd //
: primaria Sl a'
A = i -
E ! 7 ' f J ~
sporogonia . TGS | “u
' Lo G
[J N . : _ y
( . Merogonia A
: eritrocitica
! ® N /I
g )
YH s
: o, . =4 8 oo K
' alte - |
] p *» oo
L 4
: 4 ot » -
' t
g . r——l N\ N L
& ' ) & O,
\ =
z x 7~ ( 0 .)‘ O
R S : | J .. L M > X
> < / . — ] ) lerogonia DY
@ S Gametogonia (o] o ;'} exoerirocica \
Reproducao | & - o e, o.'.\ tortitet \
o e, *a® o s, \ erciaria
sexuada ' - - ® ® v
f xy ol & Q <
\\\ '//V < I| < N -
. —'S ' 40
' =
Hospereiro % Hospereiro
invertebrado i vertebrado

Figura 2. Ciclo de vida do parasito do género Plasmodium spp. que infectam aves. Painel direito,
representando o ciclo no hospedeiro vertebrado. Painel esquerdo, ciclo no hospedeiro invertebrado.

Fonte: modificado de Vanstreels; Parsons (2014).

O ciclo biologico de Haemoproteus spp. é semelhante ao do Plasmodium spp., com
algumas importantes diferencas. No ciclo de vida de Haemoproteus spp., a merogonia
exoeritrocitica ocorre nas células endoteliais, macrofagos e miofibroblastos (principalmente
nos musculos estriados) onde serdo formados os megalomerontes (megaloesquizontes) e,
diferente do ciclo do Plasmodium spp. n&o ocorre a merogonia eritrocitica. Outra diferenca sdo
0s vetores, como citado anteriormente, que podem ser moscas da Familia Hippoboscidae ou
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mosquitos da Familia Ceratopogonidae, Culicoides spp., conhecidos como mosquitos-pélvora
(VALKIUNAS, 2005; ATKINSON, 2008; VANSTREELS; PARSONS, 2014).

Diferente dos vetores de Plasmodium e dos Culicoides transmissores do subgénero
Parahaemoproteus, as moscas hipoboscideas, tanto 0 macho quanto a fémea alimentam-se de
sangue e, desta forma, sdo susceptiveis a infeccdo (VALKIUNAS, 2005; SANTIAGO-
ALARCON et al., 2012).

O ciclo se inicia quando os esporozoitos presentes nas glandulas salivares do inseto sdo
inoculados na ave e atingem as células endoteliais, desenvolvendo merontes exoeritrociticos de
primeira geragdo. Os merontes formam entdo merozoitos de formas e tamanhos variéveis, que
ao romperem-se, seus merozoitos podem infectar novas células, podendo desenvolver
megalomerontes, merontes teciduais excepcionalmente grandes no tecido muscular ou cardiaco
e nas células endoteliais dos capilares. Os merozoitos formados neste processo podem infectar
as células sanguineas e desenvolverem os gametdcitos, servindo como um mecanismo para
potencializar a transmissdo aos hospedeiros invertebrados durante o periodo sazonal favoravel.
Esses merozoitos de primeira geracao infectam as células reticuloendoteliais do bago, formando
merontes maduros no bago, onde 0s merozoitos serdo capazes de infectar as células sanguineas
e se desenvolverem em gametdcitos. As Unicas formas parasitarias circulantes encontradas nas
infecgdes por Haemoproteus sdo o0s gametdcitos, fato que impossibilita a infeccdo de
hospedeiros vertebrados por inoculacdo de sangue infectado devido a auséncia de merogonia
no sangue. A identificacdo de merontes eritrociticos (esquizontes) sdo evidéncias de infeccao
por Plasmodium (VALKIUNAS, 2005; ATKINSON, 2008; VANSTREELS; PARSONS,
2014).

2.5.4 Patogenia

No hospedeiro vertebrado o agente da maléria aviaria pode causar diversas alteracoes,
cuja gravidade esta relacionada ao grau de parasitemia e ao estado imunoldgico do hospedeiro
(GARNHAM, 1966; ATKINSON, 2008). A evolucéo da infeccdo é variavel de assintomatica
a grave, levando o hospedeiro ao obito (ATKINSON, 2008).

O periodo pre-patente, antes do aparecimento das primeiras formas parasitarias
sanguineas variam entre 5 a 10 dias. A partir do surgimento das primeiras formas sanguineas,
a parasitemia cresce rapidamente alcancando a fase de crise, aproximadamente no vigésimo
primeiro dia pos-infeccdo (6 a 12 dias apds o inicio da parasitemia). A crise pode persistir por
aproximadamente 7 dias, e entdo a parasitemia passa a diminuir gradativamente, alcancando os
niveis crénicos de infeccdo. Pode ocorrer uma crise secundaria no 35° dia pds-infeccgéo, e outras
poderdo ocorrer posteriormente de forma esporadica, a depender das condicdes de estresse e do
estado imunoldgico do hospedeiro. A cronologia da infeccdo foi desenvolvida em infecgdes
experimentais de aves domésticas, desta forma, ressalta-se que em aves silvestres, 0
desenvolvimento cronoldgico podera variar (ATKINSON; VAN RIPER, 1991; ATKINSON et
al., 2001; RICKLEFS; FALLON, 2002; VALKIUNAS, 2005).

Parasitos da malaria aviaria e outros hemosporideos ndo causam apenas alteracdes
sanguineas devido ao desenvolvimento de alta parasitemia e destruicdo de hemécias, mas
também alteracdes em diversos 6rgdos, como consequéncia dos danos causados pelos estagios
exoeritrociticos. Estes frequentemente se desenvolvem em células reticulo endoteliais ndo
especializadas, sendo encontrados em diversas partes do corpo em aves susceptiveis, incluindo
o cérebro, olhos, nervos, coracdo, musculos esqueléticos e muitos outros 6rgaos e tecidos
(GARNHAM, 1966; VALKIUNAS, 2005; ATKINSON et al., 2008; TELFORD, 2009;
VALKIUNAS; IEZHOVA, 2017).

Essas alteragOes, tornam-se mais acentuadas nas fases seguintes de geracdo de merontes,
sendo a mais severa associada ao bloqueio ocasionado pelos fanerozoitos e algumas vezes,
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pelos metacriptozoitos nos capilares cerebrais e de outros 6rgdos vitais, ocasionando anoxia
tecidual, seguida de morte celular e necrose significante. Por essa razdo, algumas aves
infectadas podem apresentar alteragdes neurologicas (AL DABAGH, 1961; VALKIUNAS,
2005). Desse modo, a maléria aviaria causada por algumas espécies de Plasmodium spp. torna-
se ainda mais grave do que a malaria em mamiferos, cujo desenvolvimento exoeritrocitico
ocorre principalmente nas células hepéticas e geralmente ndo causa doenca neste estagio da
infeccdo (SHERMAN, 1998; SULLIVAN; KRISHNA, 2005).

Outras alteracdes ocasionadas pela maléria aviaria sdo esplenomegalia e hepatomegalia,
por congestdo, edema e hipercelularidade devido a infiltrados mononucleares, além do aumento
da vesicula biliar, pois as formas exoeritrociticas de Plasmodium spp. se concentram nesses
6rgdos (FOWLER; FOWLER, 2001; PARAENSE, 2004; WILLIAMS, 2005; VALKIUNAS,
2005).

A fase cronica da doenca é frequentemente subclinica, visto que ha reducdo da
parasitemia, devido ao desenvolvimento de resposta imune eficaz do hospedeiro. A maioria das
espécies de aves, apresentam a forma crénica da doenca e, podem permanecer infectadas por
toda a vida (ATKINSON; VAN RIPER, 1991, VALKIUNAS, 2005), favorecendo a
transmissdo, por ndo apresentarem sinais clinicos evidentes.

Episadios de estresse e tratamentos com corticoides podem induzir a recrudescéncia em
animais clinicamente curados e livres de parasitemia por longos periodos (ATKINSON; VAN
RIPER, 1991; RICKLEFS; FALLON, 2002; VALKIUNAS, 2005).

A patogenia das infeccbes causadas pela pseudomaléria (Haemoproteus) muito
raramente produzem lesdes clinicamente importantes. O periodo pré-patente tende a ser mais
longo, cerca de 7 a 17 dias no subgénero Parahaemoproteus, e 17 a 37 dias no subgénero
Haemoproteus. As alteracGes predominantes séo as lesdes musculares, com hemorragias focais
e infiltracdo mononuclear. Contudo, estudos de infecgdo experimental com diversas espécies
de Haemoproteus ndo encontraram quaisquer lesfes teciduais importantes, apenas discreta
inflamacdo com infiltrados mononucleares e figuras de morte celular distribuidas
espacadamente nos 6rgaos acometidos, por vezes, no baco, observam-se macrofagos repletos
de granulos de hemozoina derivados da hemdlise de eritrécitos parasitados. Ademais, 0s
megalomerontes presentes nos tecidos musculares esquelético e cardiaco tendem a produzir
lesGes mais evidentes, com estriacdes hemorragicas e/ou palidas, semelhantes a lesGes causadas
por Sarcocystis sp. No entanto, as lesGes causadas pelos megalomerontes apresentam
morfologia varidavel e ndo contribuem significativamente para a identificacdo das espécies
parasitarias, ressaltando a dificuldade de diferenciar megalomerontes de Haemoproteus e
Leucocytozoon (ATKINSON; VAN RIPER, 1991; RICKLEFS; FALLON, 2002;
VALKIUNAS, 2005).

2.5.5 Alteracdes laboratoriais e métodos diagnosticos dos hemosporideos

A ave com malaria pode exibir alteragdes hematoldgicas como anemia hemolitica,
leucocitose, linfocitose, hipo-albouminemia, aumento de globulinas, aumento da atividade
enzimatica da aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) e reducéo
de creatinina (GRACZYK et al., 1995; WILLIAMS, 2005; HARR, 2006). No entanto, sdo
alteracdes inespecificas, e 0s exames atualmente disponiveis para diagnéstico confirmatério da
maléria aviaria sdo as analises morfoldgicas, soroldgicos e moleculares (ATKINSON et al.,
2001; HELLGREN et al. 2004; VALKIUNAS, 2005).

A avaliacdo de esfregaco sanguineo em microscopia é baseada nas caracteristicas
morfoldgicas e morfométricas do parasito. Essa técnica permite a identificacdo do género
desses hemoparasitos, sendo necessaria a confec¢do correta do esfregaco sanguineo, corado
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com coloragdes do tipo Romanowsky e avaliado por profissional habilitado (FROMONT, 1993;
CAMPBELL, 1995; PEIRCE, 2008).

A diferenciacdo dos géneros Haemoproteus e Plasmodium apresentam desafios, diante
de suas semelhancas morfolégicas. Os Haemoproteus e Plasmodium apresentam em suas
formas eritrocitarias adultas, gametdcitos (para Plasmodium e Haemoproteus) e merontes
eritrocitarios (apenas para Plasmodium), granulos de hemozoina que sdo refringentes a
microscopia de luz, auxiliando a sua identificagdo (VANSTREELS; PARSONS, 2014).

A deteccdo individual de Plasmodium spp. em sangue periférico, ocorre a partir da
visualizag¢do dos gametdcitos, merontes e trofozoitos no interior dos eritrocitos, diferentemente
do Haemoproteus spp., que sdo encontrados apenas como gametocitos no esfregaco de aves
infectadas (CAMPBELL, 2014).

Algumas espécies de Plasmodium spp. apresentam gametdcitos arredondados ou
irregulares, e podem causar deslocamento acentuado do nucleo da célula hospedeira, entretanto
outras espécies podem apresentar gametdcitos alongados que ndo deslocam o nucleo da célula
(SOULSBY, 1982; CAMPBELL, 2014).

Os trofozoitos de Plasmodium spp. sdo pequenos, apresentam formato ameboide
arredondado a oval, podendo apresentar um grande vactolo que empurra o nucleo do parasito
para o canto, formando uma caracteristica de “anel de sinete” ao trofozoito. Os esquizontes
apresentam inclusbes arredondadas a ovais que contém varios merozoitos corados
profundamente. E descrita a utilizacdo do nimero de merozoitos para determinar a espécie do
Plasmodium spp. (CAMPBELL, 2014). Contudo, o método de microscopia limita a
determinacdo de especies dos hemosporideos, mesmo que realizado por especialistas,
principalmente quando relacionado ao Plasmodium spp., pois a ndo visualizacdo dos merontes,
ndo exclui a presenca deste agente, nem sua presenca é suficiente para excluir a possibilidade
de uma infeccdo mista por Plasmodium e Haemoproteus. Individuos que apresentem baixa
parasitemia ou infec¢des mistas, dificultam o diagnostico morfologico (VALKIUNAS, 2005;
VANSTREELS; PARSONS, 2014).

Os macrogametocitos e microgametdcitos do Haemoproteus apresentam dimorfismo
sexual claramente identificado. Microgametocitos possuem coloracdo do citoplasma mais
intensa, além de nucleo compacto. Macrogametécitos possuem nucléolo, ndo presente em
microgametocitos, porém essa caracteristica ndo é facilmente visualizada por microscopia de
luz. Gametdcitos maduros apresentam pigmentos de hemozoina, a posi¢do e quantidade desses
pigmentos sdo importantes caracteres para distingdo das espécies (VALKIUNAS, 2005).

As técnicas sorologicas podem ser utilizadas para deteccdo de anticorpos contra
hemosporideos, principalmente em infeccGes com baixa parasitemia, onde 0s parasitos nao sao
facilmente encontrados em microscopia de luz, sendo considerado um método efetivo para
deteccdo de infec¢des cronicas e de baixa intensidade (ATKINSON et al., 2001). No entanto,
podem indicar falsos positivos, pois 0s anticorpos podem estar circulantes no hospedeiro que
ndo estejam mais infectados, bem como gerar a ocorréncia de reacGes cruzadas com outros
parasitos da mesma ordem por possuirem grande semelhanca entre si (FALLON, 2003).

Os métodos de biologia molecular, particularmente a Reacdo de Polimerase em Cadeia
(PCR) sdo mais usados nesses estudos (KRONE et al., 2008; SEHGAL et al., 2001; VOTYPKA
et al., 2002). A técnica fornece diagnostico rapido e confiavel, até mesmo em baixos niveis de
parasitismo, além de permitir volumes pequenos de amostras no Sseu processamento
(RICHARD et al., 2002; VALKIUNAS et al., 2008; CLARK et al., 2009).

Tem sido demonstrado que a PCR é mais sensivel para a deteccdo de hemoparasitos no
sangue de aves (RICKLEFS; FALLON, 2002; WALDENSTROM et al., 2004; RIBEIRO et al.,
2005). Estudos moleculares realizados por Jarvi et al. (2002), demonstraram sensibilidade de 3
a 4 vezes maiores do que a microscopia, em infec¢fes crénicas de parasitos no sangue. Em
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contrapartida, a utilizacdo da microscopia é defendida por Valkiunas et al. (2008) e Krone et al.
(2008), como um método eficiente e confiavel para a deteccdo dos hemosporideos.

Portanto, a combinacgdo de ambas as metodologias (morfolédgica e molecular) tem sido
uma 6tima abordagem para a caracterizacdo destes agentes (PALINAUSKAS et al., 2007;
MANTILLA et al., 2016; TOSTES et al., 2018; VALKIUNAS; IEZHOVA, 2018).

2.5.6 Diagndstico molecular

O diagnostico molecular pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem ganhado
destaque no diagndstico e na pesquisa cientifica. Essa técnica permite aplicacdo em diversos
tipos de amostras (VANSTREELS; PARSONS, 2014).

A PCR permite a amplificacdo de um fragmento especifico de DNA por meio de sua
replicacdo exponencial. Dessa forma, um gene presente no genoma como copia Unica pode ser
amplificado, podendo ser posteriormente visualizado como uma banda discreta, constituida por
moléculas de DNA, por meio de eletroforese (SILVA-PEREIRA, 2003).

O Gene do citocromo b, tem sido utilizado na PCR para identificacdo de hemosporideos,
e o codificador do &cido ribonucléico ribossomal (rRNA), mais especificamente da subunidade
menor (SSU), para o género Plasmodium spp. Esses genes sdo sequéncias estaveis e bastante
conservadas em espécies congenéricas e nao sdo encontradas no hospedeiro ou em outros
patogenos comuns (LI et al., 1995; BENSCH et al., 2004).

Diversos primers projetados para amplificar por¢des do genoma mitocondrial do
parasito permitem distinguir Haemoproteus spp. de Plasmodium spp. e Leucocytozoon spp., ou
todos os trés géneros, um do outro, apds digestdo de restricdo de produtos de PCR (HELLGREN
et al. 2004; BENSCH et al., 2009). No entanto, & necessario o0 sequenciamento de produtos de
PCR, a fim de identificar linhagens individuais dos parasitos e determinar relacGes
filogenéticas. As sequéncias parciais do cytb sdo depositadas em um banco de dados especificos
para hemosporideos aviarios (MalAvi) permitindo maior disponibilidade de informacdes do
parasito (BENSCH et al., 2009).

2.6 Infeccdes por Agentes da Familia Anaplasmataceae

Agentes da familia Anaplasmataceae pertencem a ordem Rickettsiales, onde incluem os
géneros Anaplasma, Ehrlichia, Neorickettsia, Wolbachia. Digno de nota, um quinto género
potencial, "Candidatus Neoehrlichia” foi caracterizado molecularmente a partir de carrapatos
Ixodes (GOFTON et al.,, 2016). Estes agentes sdo alfa-proteobactérias gram-negativas,
intracelulares obrigatorias, capazes de infectar varias células de seus hospedeiros, causando
doencas nos animais e no homem, transmitidas por vetores invertebrados, principalmente
carrapatos (WALKER; DUMLER, 1996; DUMLER et al., 2001).

A crescente ocorréncia de doencas transmitidas por vetores invertebrados, como 0s
carrapatos em animais domésticos e humanos tem despertado preocupacéo, sobretudo devido
ao contato com ambiente silvestre (PAROLA; RAOULT, 2001; PADDOCK et al., 2016) em
razdo do elevado potencial de transmissdo de doencas de carater zoon6tico, como anaplasmose,
babesiose, erliquiose e riquetsiose, principalmente por estarem relacionados a problemas de
salide publica, representando desafios & medicina humana e veterinaria (FOLDVARI;
FARKAS, 2005; PAROLA et al., 2005; DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2015).

O género Anaplasma spp. e Ehrlichia spp., sdo dois importantes grupos da familia
Anaplasmataceae. O género Ehrlichia é composto por diversas espécies, dentre elas Ehrlichia
canis, Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia ewingii, Ehrlichia muris, Ehrlichia ruminantium,
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Ehrlichia IOE (Ixodes ovatus Ehrlichia) e Ehrlichia minasensis (SHIBATA et al., 2000;
DUMLER et al., 2001; CABEZAS-CRUZ et al., 2016).

A espécie E. canis é o principal agente causador da Erliquiose Monocitica Canina
(EMC) circulante no Brasil, o principal mecanismo de transmissdo natural no cdo € através da
picada do carrapato infectado (Rhipicephalus sanguineus) que, no momento do repasto
sanguineo inocula a bactéria no hospedeiro vertebrado (EWING, 1969; AGUIAR et al., 2008;
VIEIRA et al., 2011).

O carrapato é infectado através da ingestdo de sangue contendo a bactéria, sua
multiplicacdo ocorre nos hemdcitos, nas células das glandulas salivares e no intestino (SMITH
et al., 1976). A transmissdo ocorre de forma transestadial e ndo transovariana (GROVES et al.,
1975; SMITH et al., 1976). No hospedeiro vertebrado, essa infecgdo inicia-se nos corpos
elementares que penetram nos mondcitos e linfocitos que posteriormente se multiplicardo por
divisdo binaria formando os corpos iniciais e, apés 7 a 12 dias de incubacdo dardo origem as
morulas. As moérulas sdo as Unicas formas identificadas microscopicamente nos leucdcitos
mononucleares dos hospedeiros vertebrados (MCDADE, 1990), reconhecidas por inclusdes de
aspecto compacto, formando um agrupado de estruturas de formato cocdide ou elipsoidal.
(RISTIC; HUXSOLL, 1984). A ruptura das ceélulas hospedeiras liberam formas infectantes que
dardo continuidade exponencial ao processo ao atingir novas células (MARCONDES, 2009).

O género Anaplasma é responsavel por causar a doenga infecciosa conhecida como
anaplasmose (DUMLER et al.,, 2001). As espécies atualmente descritas sédo A.
phagocytophilum, A. marginale, A. centrale, A. ovis, A. bovis, A. platys, A. odocoilei e A. capra
(DUMLER et al., 2001; TATE et al., 2013; LI et al., 2015; CABEZAS-CRUZ et al., 2016).

Anaplasma platys é um parasito intracelular obrigatorio encontrado exclusivamente em
plaquetas onde formam mdrulas caracteristicas de sua infeccdo (HARVEY et al., 1978).

Outra espécie relevante ¢ Anaplasma phagocytophilum, causadora da anaplasmose
granulocitica animal e humana. Sua transmissao ocorre pelos carrapatos Ixodes scapularis e
Ixodes pacificus nos EUA, tendo como principais hospedeiros o veado-de-cauda-branca, caes,
equinos, esquilos, alces e roedores (RYMASZEWSKA; ADAMSKA, 2004; FERQUEL et al.,
2006). No Brasil, estudos recentes relataram deteccdo de Anaplasma spp. filogeneticamente
aproximados A. phagocytophilum em cées no estado do Rio de Janeiro, aves carnivoras, gatos
domésticos, carnivoros selvagens em cativeiro e cervideos (SANTOS et al., 2011; ANDRE et
al., 2012; MACHADO et al., 2012; ANDRE et al., 2014; SILVEIRA et al., 2014).

2.6.1 Agentes Anaplasmataceae em aves silvestres

Estudos envolvendo agentes da familia Anaplasmataceae vem despertando interesse em
aves silvestres, dado o potencial zoon6tico e os relatos de ocorréncia destes agentes em varias
espécies animais (BJOERSDORFF et al., 2001; DANIELS et al., 2002; OGDEN et al., 2008;
DAVIS et al., 2009; VACLAYV et al., 2011). Contudo, no Brasil e no mundo ainda existem
poucos relatos que revelem o papel das aves no ciclo das enfermidades causadas pelos referidos
patogenos (ALEKSEEV et al., 2001; HEYLEN et al., 2013). Do ponto de vista epidemioldgico,
as aves podem ser consideradas os individuos mais importantes, devido a sua motilidade (habito
de migracdo) e associacdo frequente com vetores artropodes, como os carrapatos (DE LA
FUENTE et al., 2015).

As aves podem se infectar com o agente durante sua migracao, ao estabelecerem seus
habitos em situacdes e localidades especificas, por exemplo, durante as mudas de penas e
nidificacdo, onde permanecerdo por periodos variaveis de tempo, favorecendo contato com
ectoparasitos locais, especialmente acaros e carrapatos, 0s quais, podem ser transportados por
longas distancias, estabelecendo novos focos de doengas (BJOERSDORFF et al., 2001). A
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dispersdo desses agentes por aves migratorias pode representar risco a Satde Publica (OGDEN
et al. 2008). A alimentacdo, também pode favorecer a infestacdo por ectoparasitos e infeccdo
por endoparasitos, principalmente quando relacionado as aves carnivoras, devido ao contato
intimo com a presa durante sua predacdo e a ingestdo de visceras da mesma (PITARELLI;
PEREIRA, 2002).

Estudo envolvendo aves migratérias na Suécia, identificou presenga de Ehrlichia spp.
em 5,4% dos Ixodes ricinus presentes nestes individuos. Os autores ainda ressaltaram, a
importancia destes animais na epidemiologia das erliquioses, visto que, apesar do papel
reservatorio das aves para Ehrlichia spp. ainda ndo ter sido totalmente esclarecido, sugere-se
que as aves possam atuar tanto como reservatorio dos agentes e como transportadoras de vetores
de uma regido para outra (BJOERSDORFF et al., 2001). No entanto, enquanto alguns autores
defendem a possibilidade de as aves desempenharem o papel de portador e reservatorio destes
patdgenos, outros descartam tal possibilidade.

Daniels et al. (2002) detectaram larvas de carrapatos infectados por A. phagocytophilum,
sugerindo possivel atuacdo das aves como reservatorio para Anaplasma. Em contrapartida,
outros pesquisadores descrevem o papel das aves apenas como portadoras para tal género
(BJOERSDORFF et al., 2001; ALEKSEEV et al., 2001; OGDEN et al. 2008; HILDEBRANDT
et al. 2010), devido a ndo deteccdo de A. phagocytophilum em larvas, considerando-as
reservatorios incompetentes (BJOERSDORFF et al., 2001).

Contudo, o DNA de Anaplasma spp. néo foi detectado apenas nos vetores, mas tambem
em amostras sanguineas de aves silvestres na Grécia (IOANNOU et al., 2009) e no Brasil, onde
Machado et al. (2012), identificaram a presenca de DNA de Anaplasma spp. e Ehrlichia spp.
em amostras sanguineas de aves carnivoras e gansos. Indicando que esses hospedeiros possam
ser infectados por tais agentes.

Pesquisas adicionais envolvendo infecgbes experimentais, isolamento dos agentes,
estudos epidemioldgicos e entre outros requisitos devem ser realizados, a fim de verificar o
papel que as aves possam desempenhar como reservatorios competentes para agentes
Anaplasmataceae, avaliando o risco que essas espécies aviarias representam a saude humana
(MACHADO et al., 2012).

2.6.2 Diagnostico

O diagnostico direto por esfregaco sanguineo dos agentes da familia Anaplasmataceae
é realizado rotineiramente em amostras de sangue de mamiferos, através da visualizacdo direta
de mdrulas nos leucocitos. Apesar de ser uma técnica rapida e pratica, na maioria dos casos de
infeccdo natural, ndo é totalmente confiavel, ja que a parasitemia € variavel e, geralmente, um
pequeno namero de células sdo infectadas (NAKAGHI et al., 2008).

Estudos ndo demonstraram a presenca inclusdes citoplasmaticas de Anaplasma spp. nas
células sanguineas das aves e, portanto, ndo foi considerado claro se esses organismos sdo
capazes de infectar células aviarias ou simplesmente permanecer no sangue aviario
SKOTARCZAK et al., 2006; DINGLER et al., 2014). No entanto, Vanstreels et al. (2018)
detectou inclusdes eritrocitarias em pinguins-africanos (Spheniscus demersus), proxima
filogeneticamente de Anaplasma, nomeando a cepa bacteriana “Candidatus Anaplasma
sphenisci”.

Os métodos soroldgicos e moleculares sdo muito utilizados para deteccao de agentes da
familia Anaplasmataceae, principalmente devido as dificuldades apresentadas pela deteccédo
direta, via esfregaco sanguineo. Contudo, a sorologia pode fornecer resultados negativos
durante a primeira semana de infeccdo, além destes testes ndo detectarem a infeccdo em sua
fase aguda (WALKER; DUMLER, 1996; WANER et al., 2001; PADDOCK; CHILDS, 2003).
A limitacdo referente aos métodos soroldgicos € a auséncia de diferenciacdo de um quadro de
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infeccdo atual, de exposicao sem infeccdo propriamente dita ou de uma infecgéo prévia (SHAW
etal., 2001).

A Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) é uma técnica amplamente aplicada em
diversas areas do diagnostico molecular, que permite analise de uma grande variedade de
amostras, detectando uma sequéncia de interesse presente em uma amostra complexa de DNA
(MOLINA; TOBO, 2004).

Desta forma, essa técnica vem sendo cada vez mais implementada como método
diagnostico de agentes da familia Anaplasmataceae em aves, sobretudo devido sua viével
execucdo, permitindo a deteccéo e a caracterizagdo de novos patdgenos (SANTOS et al., 2011).

A pesquisa do DNA atraves de PCR, usando iniciadores ou primers baseados no gene
16SrRNA (gene que determina a sintese de RNA ribossomal), permite a deteccdo de varias
espécies da familia Anaplasmataceae. O gene 16SrRNA é amplamente utilizado no seu
diagnostico, identificacdo e genotipagem (OLSEN; WOESE, 1993; PEREZ et al., 2006). E um
gene conservado encontrado em todas as espécies de bactérias, que tem sido usado em pesquisas
em diferentes materiais biolégicos, como invertebrados, sangue e outros tecidos de animais e
humanos (INOKUMA et al., 2000; HARTELT et al., 2004, MARTIN et al., 2005).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Autorizagio para Pesquisa com Animais Silvestres

O estudo teve aprovagio da Comissdo de Etica no Uso de Animais, protocolo
n°010/2021, Faculdade de Medicina Veterindria da Universidade Estacio de S4, Campus
Vargem Pequena. A coleta do material bioldgico foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (ICMBIo0), através do sistema de Autorizacdo e Informacéo em
Biodiversidade (SISBio) protocolo n°® 47069-4.

3.2 Animais

Foram examinadas 44 aves, pertencentes a ordem Psittaciformes, 19 araras-canindé
(Ara ararauna) e 25 papagaios-verdadeiros (Amazona aestiva), amostradas do Centro de
Triagem de Animais Silvestres (CETAS) (22°72°35” S; 43°70°98” W), localizado no municipio
de Seropédica-RJ, oriundas de apreensao do trafico ou criacao ilegal.

3.3 Exame Clinico das Aves

Inicialmente, foi realizado a observacdo do recinto, visualizando cada ave a distancia,
avaliando postura, locomogdo e comportamento. Posteriormente as araras foram capturadas
com auxilio de pucé e contidas fisicamente. Foi aferido temperatura (Figura 4), verificado
qualidade das penas, avaliacdo dos olhos, narinas, ouvidos, orofaringe, bico e averiguado
presenca de ectoparasitos. Na avaliacdo da cavidade oral, o abre bico foi utilizado para auxilio
(GRESPAN; RASO, 2014).

O escore corporal foi analisado segundo Grespan e Raso (2014), utilizando como padrao
0 sistema de pontuacdo, seguindo a escala de 1 a 5, tendo como referéncia o tamanho dos
musculos peitorais e a quilha (Figura 3). Todos os dados foram registrados em fichas clinicas
individuais.

Apds o exame clinico as aves foram submetidas a colheita de sangue, via veia jugular
direita. As colheitas foram efetuadas de setembro de 2020 a abril de 2021. Todas as aves foram
incluidas no estudo, independente de apresentarem ou ndo sinais clinicos.

Figura 3. Representacdo esquematica sobre avaliacdo da condicdo corporal através do sistema
de pontuacdo da musculatura peitoral com relacao sua projecédo a quilha (escore 1 a 5). Fonte:
Grespan; Raso (2014).
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Figura 4. Afericdo de temperatura cloacal em papagaio-verdadeiro, durante exame clinico,
CETAS — Seropédica — RJ.

3.4 Colheita de Sangue

O procedimento de colheita de sangue foi realizado nas instalacdes do CETAS. As penas
da regido lateral direita do pescoco foram umedecidas com alcool 70% e afastadas para
possibilitar a visualizacdo da veia jugular e a realizacdo da antissepsia local. O sangue foi
colhido atraves de venopuncédo da jugular direita (veia mais calibrosa) (Figura 5) conforme
descrito por Santos e Cubas (2007) ou através do acesso da veia ulnar.

Foram colhidos cerca de 0,5 mL de sangue, utilizando-se seringas de 3 mL e agulhas
hipodérmica descartaveis estéreis. O sangue foi acondicionado em microtubos de 0,5 mL
contendo o anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), mantidos resfriados em
caixas isotérmicas até 0 momento do processamento.

Ap0s a colheita, foram confeccionados esfregagos sanguineos com resquicio de sangue
presente na seringa, sem a presenca de EDTA, a fim de garantir melhor preservacdo da
morfologia das células e evitar interferéncias do anticoagulante utilizado. As amostras foram
encaminhadas ao laboratério de Patologia Clinica da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (LABVET/UFRRJ), no mesmo dia da sua obtencé&o.

Figura 5. (A): Colheita de sangue em Papagaio-verdadeiro. (B): Colheita de sangue em Arara-
canindé. Ambos, via acesso veia jugular direita, CETAS — Seropédica — RJ.

3.5 Hemograma
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O volume globular foi obtido pela técnica de microhematdcrito e a hemoglobinometria
pelo método de Drabkin utilizando-se kit comercial. A hematimetria, a leucometria global e a
contagem de trombdcitos foram realizadas manualmente em cdmara hematimétrica, onde foram
efetuadas diluicdes com o Natt-Herrick na proporcéo 1:100. A contagem manual foi realizada
conforme Almosny e Monteiro (2007), utilizando-se o aumento de 400x. Os trombdcitos foram
contados nas 25 subdivisfes do quadrante central e os eritrdcitos apenas nas cinco subdivisfes
diagonais do mesmo reticulo (Figura 6). Em relacéo aos leucdécitos, sua contagem foi realizada
nas 16 subdivisfes dos quadrantes laterais. Os valores das contagens destes parametros foram
calculados com base na diluicdo, altura da camera e area contada, resultando em um fator
multiplicador: 250 para leucécitos, 1000 para trombdcitos e 5000 para eritrdcitos.

!

Figura 6. Camara de Neubauer: reticulo de eritrécitos (quadrante central), destacado em
vermelho a regido de contagem de eritrocitos; Quadrantes laterais, destacado em azul, regido
de contagem de leucocitos. LABVET, Seropédica, 2021.

A leucometria especifica (contagem diferencial de leucocitos) foi realizada por
microscopia de luz, em esfregaco sanguineo corado com May-Grunwald-Giemsa, junto a
pesquisa de hemoparasitos (Plasmodium spp./Haemoproteus spp. e agentes da familia
Anaplasmataceae) utilizando o aumento de 1000x, pela observacao de no minimo 100 campos
(BUSH et al., 1997). As proteinas plasmaticas totais (PPT) foram determinadas com o auxilio
de refratdmetro manual (ALMOSNY e MONTEIRO, 2007).

3.6 Extracdo de DNA

Ap0s o processamento das amostras, o sangue restante foi acondicionado em microtubos
e mantidos a 20 graus negativos para posterior extracdo de DNA e Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR).

A extracdo de DNA foi realizada em um fluxo especifico, a partir de 10 puL de sangue
com kit comercialmente disponivel (DNeasy Blood & Tissue Kit, Qiagen®), seguindo as
recomendacgOes do fabricante. Todas as amostras de DNA total tiveram suas concentrac0es
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determinadas pelo espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific®), separadas em
aliquotas e armazenadas a -80°C até a realizacdo dos ensaios moleculares.

3.7 PCR Convencional

Apl6s as extracBes, as amostras foram analisadas mediante PCR convencional.
Anteriormente a detec¢do dos agentes, todas as amostras foram submetidas a amplificacdo do
gene enddgeno Beta actina (ACTB). Posteriormente realizou-se a amplificagdo do gene alvo
16SrRNA, para deteccao de agentes Anaplasmataceae e o0 gene mitocondrial citocromo b para
deteccdo de hemosporideos (Tabela 1).

Tabela 1. Descricdo dos oligonucleotideos iniciadores nas reacfes de PCR e nested PCR.
Controle da extracdo de DNA (gene enddgeno) e deteccdo molecular de Plasmodium spp.
/Haemoproteus spp. (citocromo b), familia Anaplasmataceae (16SrRNA) e Anaplasma spp.
(gene rrs).

Agentes Primers Sequéncias dos oligonucleotideos
. B-actin- 5 - TATCCGTAAGGATCTGTATG-3’
Beta actina, gene aveF
endogeno (ave) Bg‘/‘g&”' 5*-ATCTCGTCTTGTTTTATGCG-3’
Haemoproteus
spp., HaemNF-1 5-CATATATTAAGAGAAITATGGAG-3'

Plasmodium spp.
e Leucocytozoon

spp. " 3
(HELLGREN et HaemNR3 5-ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC-3
al., 2004).
Haemoproteus Haem F 5>-ATGGTGCTTTCGATATATGCATG-3’
spp. e
Plasmodium spp.
(BENSCH et al., Haem R2 5’-GCATTATCTGGATGTGATAATGGT-3’
2000).
Familia EHR16SD 5’- GGTACCYACAGAAGAAGTCC-3’
Anaplasmataceae
(INOKUMA et EHR16SR 5’- TAGCACTCATCGTTTACAGC-3’
al., 2000).
Anaplasma spp JE3a 5’- CACATGCAAGTCGAACGGATTATTC-
Primers externo 3
(MgSSlléJgNSC)% et gE10R 5’- TTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC’-3°
Anaplasma spp. gE2 5’- GGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGG-
Primers interno 3
(MASSUNG et gEof 5’-AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCT-3’

al., 1998)
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3.7.1 ReacOes de amplificacdo para Hemosporideos baseado no gene citocromo b

A reacédo da PCR para o gene citocromo b (cytb), foi efetuada utilizando os iniciadores
(primers) HaemNF-1 e HaemNR3, seguidos por uma segunda reacao (nested) com os primers
HaemF e HaemR2 para amplificacdo de aproximadamente 480 bp (HELLGREN et al., 2004;
BENSCH et al., 2000). Foram utilizados 5 uL de DNA de cada amostra, 0,75U/uL. Xtra Platus
Tag DNA Polimerase (Sinapse®), Tampao da PCR que inclui 20mM de Cloreto de Magnésio
(PCR Buffer 1 X — 20mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mMKCI) 0,4 mM de deoxinucleotideos
(dATP, dTTP, dCTP e dGTP) (Invitrogen®) 0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador e agua
ultra-pura estéril (Life Technologies®) q.s.p. 25 pL. Nas reacfes de nested-PCR, foram
utilizados 1uL do produto amplificado da primeira reagdo, mantendo-se as concentracdes dos
reagentes. Os oligonucleotideos iniciadores e as condi¢des de termociclagem de cada reacdo
estdo representados na Tabela 1.

3.7.2 Reac6es de amplificacdo para Familia Anaplasmataceae baseado no gene 16SrRNA

A reacdo de amplificacdo da familia Anaplasmataceae, foi baseada no gene 16SrRNA e
realizada segundo protocolo descrito por Inokuma et al. (2000), salvo pequenas modificagdes.
Nas reagdes foram utilizados 5 uL de DNA de cada amostra, 1,25U/uL Xtra Platus Taqg DNA
Polimerase (Sinapse®), Tampéo da PCR que inclui 20mM de Cloreto de Magnésio (PCR
Buffer 1 X — 20mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mMKCI) 0,4 mM de deoxinucleotideos (dATP,
dTTP, dCTP e dGTP) (Invitrogen®) 0,5 uM de cada oligonucleotideo iniciador e agua ultra-
pura estéril (Life Technologies®) q.s.p. 25 MI.

3.7.3 Reac0es de amplificacdo para Anaplasma spp. gene rrs

A reacdo de amplificacdo do agente Anaplasma spp. foi realizado segundo protocolo
descrito por Massung et al. (1998). Os iniciadores (primers) externos gE3a e gE10R para
amplificacdo de 932pb, seguidos por uma segunda reacdo (nested) com os primers internos ge2
gE9f para 546pb (MASSUNG, et al., 1998). Nas reac6es foram utilizados 5 uL. de DNA de cada
amostra, 0,625U/uLL Xtra Platus Taq DNA Polimerase (Sinapse®), Tampéo da PCR que inclui
20mM de Cloreto de Magnésio (PCR Buffer 1 X —20mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mMKCI) 0,4
mM de deoxinucleotideos (dATP, dTTP, dCTP e dGTP) (Invitrogen®), 0,4 uM de cada
oligonucleotideo iniciador e agua ultra-pura estéril (Life Technologies®) q.s.p. 25 ML.

3.7.4 Controle de qualidade das reac6es

Para evitar contaminacgdes dos reagentes e enzimas, foi incluido controles negativos nas
reacdes de amplificacdo e extracdo de DNA. No controle negativo da extracao e da reacdo de
amplificacdo, as amostras de DNA foram substituidas por uma quantidade equivalente de agua
ultrapura esterilizada (Invitrogen®). Foram utilizadas ponteiras com filtro em todas as fases da
PCR. A extracdo de DNA, reac6es de PCR e nested-PCR foram realizadas em salas separadas.
Todas as reacGes foram realizadas em sistema fechado, o preparo das reacdes e a pipetagem das
amostras contendo DNA foram realizados em capela de fluxo laminar distintas, previamente
esterilizadas com luz ultravioleta antes de cada reacéo.
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Todas as rea¢bes de PCR contaram com controles positivos especificos para cada agente
pesquisado. Foram utilizados controles positivos para hemosporideos: Plasmodium spp. e
Haemoproteus spp. (WERTHER et al., 2017). E. canis, amostra cepa Jaboticabal (NAKAGHI
et al., 2008) e Anaplasma phagocytophilum (AGUIAR et al., 2007).

3.7.5 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose
a 1,5% corado com Brometo de Etideo (0,5 pL/mL) em tampé&o de corrida TEB pH 8,0 (44,58
M Tris-base; 0,44 M é&cido bérico; 12,49 mM EDTA). A eletroforese foi realizada a 90 V/
50mA durante 90 minutos. Para a determinacdo dos produtos amplificados foi utilizado um
marcador de peso molecular de 100 pb (Life Technologies®). Os resultados foram visibilizados
e analisados através de um transiluminador de luz ultravioleta (2020E) acoplado a um programa
computacional de analise de imagens (Eagle-EyellStratagene®).

3.7.6 Sequenciamento de nucleotideos

Os produtos da amplificacdo das reacbes de PCR convencional foram purificados com
kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), de acordo com as especificacdes
do fabricante.

O sequenciamento foi realizado pelo método da terminacdo da cadeia por
dideoxinucleotideo (SANGER et al., 1977), utilizando-se os mesmos oligonucleotideos
iniciadores empregados nas reacdes de PCR (Tabela 1). O sequenciamento foi conduzido no
sequenciador ABI PRISM 3700 DNA Analyzer (Applied Biosystems), no Centro de Recursos
Biologicos e Biologia Genémica (CREBIO - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias —
UNESP/Campus de Jaboticabal).

3.7.7 Analise das sequéncias e construcao da arvore filogenética

Utilizando-se o programa Phred-Phrap versdo 23 (EWING; GREEN, 1998; EWING et
al., 1998) foram construidas sequéncias-consenso, analisando ambas as fitas “forward” e
“reverse” sequenciadas da mesma amostra. Foi conferido um valor de probabilidade de erro a
cada uma das amostras. A sequéncia foi escolhida com bases de qualidade acima de 20.

As sequencias foram inseridas no programa BLAST (“Basic Local Alignament Search
Tool”), utilizado para localizar e comparar sequéncias de nucleotideos ja existentes, publicados
no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) (BENSON et al., 2002). Posteriormente,
as sequéncias salvas em modo “FASTA” foram alinhadas com outras sequéncias homologas do
mesmo gene sequenciado retiradas do banco de dados (genbank), utilizando o software
Clustal/W via Bioedit v. 7.0.5.3 (HALL, 1999). Foi realizada analise de méaxima
verossimilhanca utilizando o cluster blackbox RaxML (STAMATAKIS et al., 2008) a partir de
1000 replicas de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985). O modelo de Kimura-3-parametros foi
usado para calcular as distancias evolutivas. A edicdo das arvores filogenéticas assim como o
enraizamento (via grupo externo) foram realizados utilizando o programa ‘“Molecular
Evolutionary Genetics Analysis” (MEGA X) versdao 10.2.6 (TAMURA et al., 2013).
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3.8 Analise Estatistica

Os dados obtidos no hemograma (eritrograma, leucograma e trombograma) foram
agrupados e analisados por estatistica descritiva, em termos de média e desvio padrao, valores
minimos e maximos, para ambas as espéecies e separadas entre animais positivos e negativos. A
andlise estatistica descritiva foi realizada utilizando o programa BioEstat 5.0 (AYRES et al,
2007).
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo dos Esfregagos Sanguineos

No minimo 100 campos foram avaliados a fim de detectar a presenca dos agentes no
esfregaco sanguineo (BUSH et al., 1997). Cada lamina foi corada por Giemsa e examinada em
microscopia de luz, aumento de 1000X.

Duas aves (4.54%), apresentaram inclusfes no interior dos eritrdcitos (Figura 7 e 8).
Uma inclusdo possibilitou constatar o género Plasmodium spp., visto que foi identificado a
presenca de meronte. No outro individuo, foi observado apenas gametdcitos, enquadrando-os
em inclusdes sugestivas de Plasmodium spp./Haemoproteus spp. Ndo foram observadas
morulas ou incluses de agentes da familia Anaplasmataceae no interior dos leucécitos e/ou
plaquetas. As aves que apresentaram positividade na deteccdo direta, pertenciam apenas a
espécie Ara ararauna (Arara-canindg).

Os dois individuos positivos em microscopia apresentaram baixos niveis de parasitemia
(variando de 1 a 3 parasitos / 100 campos microscopicos), com poucos estagios sanguineos,
prejudicando a identificagdo morfoldgica do parasito.
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Figura 7. Esfregaco sanguineo demonstrando presenca de meronte (seta) no interior de um
eritrocito, sugestivo de Plasmodium spp., em Arara-canindé (Ara ararauna) (Corante Giemsa,
1000x).
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Figura 8. Esfregaco sanguineo demonstrando presenca de gametocito (seta) no interior de um
eritrocito, sugestivo de Plasmodium spp./Haemoproteus spp., em Arara-canindé (Ara
ararauna) (Corante Giemsa, 1000x).

4.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase Convencional (cCPCR)

Na reacdo de amplificacdo da PCR convencional com base no gene 16SrRNA para
agentes da familia Anaplasmataceae, uma ave (2.27%) mostrou-se positiva (Figura 9), porém,
até 0 momento néo foi realizado o sequenciamento do produto da PCR para a identificacdo do
género do parasito e filogenia. A ave positiva pertence a espécie Ara ararauna (arara-canindé),

proveniente do Centro de Triagem de Animais Silvestres CETAS, localizado no municipio de
Seropédica/RJ.
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com Brometo de Etidio, evidenciando
bandas na altura de 410 pb, na PCR para agentes da familia Anaplasmataceae (gene 16SrRNA).
Canaleta PM: peso molecular em escala de 100 pares de bases (Life Technologies®); Canaleta

1 e 2: controles positivos (410 pb); Canaleta 25: controle negativo; Canaleta 20: amostra
positiva.

26



Os resultados da cPCR para Anaplasma spp. foram negativos para todas as aves testadas,
apesar de algumas amostras formarem bandas na altura do controle positivo (Figura 10), estas
também formaram bandas inespecificas (bandas em alturas diferentes), ndo podendo confirmar
a ocorréncia de sua positividade.

PM1 2 3456 7 89 10111213141516 171819 202122 232425262728 29

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com Brometo de Etidio, evidenciando
bandas na altura de 516 pb, na PCR para Anaplasma spp. (gene rrs). Canaleta PM: peso
molecular em escala de 100 pares de bases (Life Technologies®); Canaleta 1, 2 e 3: controles
positivos (516 pb); Canaleta 29: controle negativo.

Quanto ao gene citocromo b, responsavel por detectar hemosporideos, dois (4.54%)
individuos também pertencentes a especie Ara ararauna (Arara-canindé), provenientes do
CETAS — Seropédica — RJ, mostraram-se positivos. Uma das amostras positivas foi submetida
ao sequenciamento e, enquadrou-se no género Plasmodium spp. Lembrando, que a PCR
convencional ndo permite a diferenciacdo dos agentes, desta forma, é necessario a realizacdo
do sequenciamento dos amplimeros a fim de identificar o género e espécie do parasito (Figura
11).

Quanto aos papagaios-verdadeiros (Amazona aestiva) também provenientes do
CETAS/RJ, alguns individuos formaram bandas na altura do controle positivo (Figura 12),
contudo, essas mesmas amostras também formaram bandas inespecificas, ndo sendo possivel
confirmar a ocorréncia de sua positividade sem o sequenciamento.
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Figura 11. Eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com Brometo de Etidio, de amostras
de aves espécie Ara ararauna (arara-canindé), evidenciando bandas na altura de 480 pb, na
PCR para Plasmodium ssp. e Haemoproteus spp. (gene citocromo B). Canaleta PM: peso
molecular em escala de 100 pares de bases (Life Techonologies®); Canaleta 1 e 2: controle
positivo; Canaleta 22: controle negativo; Canaletas 12 e 19: amostras positivas.

27



PM1 2 345 6 7 8 91011121314151617181920212223242526 27 28

480pb

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com Brometo de Etidio, de amostras
de aves espécie Amazona aestiva (papagaio-verdadeiro), evidenciando bandas na altura de 480
pb, na PCR para Plasmodium ssp. e Haemoproteus spp. (gene citocromo B). Canaleta PM: peso
molecular em escala de 100 pares de bases (Life Techonologies®); Canaleta 1 e 2: controle
positivo; Canaleta 28: controle negativo; algumas canaletas com formacéo de bandas fracas na
altura do controle positivo.

Dos 3 individuos positivos, 2 (66,66%) (Arara 10 e Arara 17) apresentaram positividade
tanto na PCR para hemosporideos, quanto na deteccdo direta, via esfregaco sanguineo.
Entretanto a arara 18 mostrou-se positiva apenas no teste molecular para agente da familia
Anaplasmataceae (Tabela 2).

Tabela 2. Identificacdo das aves positivas, indicando a espécie acometida e a
positividade/negatividade para os testes realizados no estudo.

Deteccéo direta

Identific - o Deteccéo direta PCR PCR PCR
~ Espécie Familia ; i .
acdo da Plasmodium/ familia Anaplasma Plasmodium/
Anaplasmataceae
ave Haemoproteus  Anaplasmataceae spp. Haemoproteus
Arara 10 Ara - + - - +
ararauna
Arara 17 Ara - + - - +
ararauna
Arara 18 Ara - - + - -
ararauna

CETAS: Centro de Triagem de Animais Silvestres; PCR: Reacdo em Cadeia pela Polimerase

4.3 Andlise Hematoldgica das Araras-canindé

Os parametros hematoldgicos foram determinados separadamente de acordo com cada
espécie, para individuos negativos e positivos, no qual os animais positivos apresentaram
valores médios de eritrocitos abaixo dos valores médios estipulados por Carpenter et al. (2016),
no entanto, o percentual de hematocrito do grupo positivo e negativo permaneceram dentro do
intervalo de referéncia. Ambos os animais (negativos e positivos) apresentaram linfopenia,
monocitose e heterofilia quando comparados aos valores de referéncia (Tabela 3). Os demais
parametros ndo divergiram da literatura.
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Apesar da média dos individuos positivos ndo apresentarem leucocitose, leucopenia ou
anemia, quando analisados individualmente observou-se elevacdo dos leucdcitos em pelo
menos uma arara (n=1; 33.33%; arara 10) e anemia associada a leucopenia (n=1; 33.33%; arara
17) (Tabela 4).

No exame clinico, os individuos positivos ndo apresentaram alteragdes relevantes. Dois
deles (2/3; 66.66%) apresentaram baixo escore corporal, e um apresentou arrancamento de pena
concomitante.

Tabela 3. Analise Estatistica Descritiva dos pardmetros hematolédgicos das araras-canindé (Ara

ararauna) negativas e positivas. LABVET - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Parametros - Desv. Erro . , Ara
hematoldgicos Resultados N Média padrdo  padréo Min Max. ararauna*
6 Negativo 16  2.77 0.40 0.09 2.19 3.56
He (X107 cel/pl)  pociive 3 213 0.12 0.06 2 29  27%0T
Negativo 16  16.17 1.54 0.39 135 18.4
Hb (g/dL) Positvo 3 14.77 0.72 042 143 156 129
Hematocrito Negativo 16 43.25 4.24 1.06 37 50 40+ 77
(%) Positvo 3 41.66 3.05 1.76 39 45 -
VCM (fl) Negativo 16  159.05 27.62 6.91 12458 223.74 ]
Positvo 3 190.28 14.57 8.41  178.08  206.42
Negativo 16 37.44 1.65 0.41 34.88 40
CHEM @@L bogiive 3 35.57 3.17 1.83 32 38.05
Leuc. Totais Negativo 16  9937.5 4682.53 1170.64 3000 17500 18.9 +5.6
(cel/pL) Positivo 3 17500  10009.37 5778.91 7250 27250 T
- Negativo 16 62.00 13.71 3.43 44 85
0 +
Heterdfilos (%) piitivo 3 67 8.72 5.03 61 77 5210
. Negativo 16 0 0 0 0 0
Eosindfilos (%) podiiio 3 0 0 0 0 0 0
Bas6filos (%6) Npizf‘ttl'\‘/’: 136 0'%63 0'55 0'86 8 é 0.9+13
s Negativo 16 27.56 13.13 3.29 10 50
0)
Linfocitos (%) - poitivo 3 17.68 6.42 3.72 13 25 42+10
- Negativo 16 10.31 4.16 1.04 5 21
0 +
Mondeitos (%) pogiive 3 15.33 7.58 4.37 10 24 43%2.7
Trombacitos Negativo 16 22875  9912.12 2478.02 11000 44000
estimados . -
(cel/pL) Positivo 3  23333.33 9609.02 5547.77 13000 32000
PPT Negativo 16  4.075 0.39 0.09 3.4 4.8 2440
(Refratdmetro) Positivo 3 3.68 0.57 0.33 3 4 T

HE: hemacias; HB: hemoglobina; HT: hematdcrito; VGM: volume globular médio; CHCM:
concentracdo de hemoglobina globular média; LEUC: leucdécitos; LINF: linfocitos; MON:
monacitos; BAST: neutréfilos bastbes; SEG: neutrofilos segmentados; EOS: Eosinofilos; BAS:
basofilos; PPT: Proteina plasmatica total; N: nimero de araras-canindé; DP: desvio padrédo.
*Valores de referéncia Carpenter et al. (2016).
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Tabela 4. Pardmetros hematoldgicos e proteina plasmética total de Aves (Ara ararauna)
positivas para Plasmodium/ Haemoproteus e/ou agente da familia Anaplasmataceae.

Parametros Arara Arara Arara Araararauna*
hematoldgicos 10 17 18
Eritrocitos (x10° 2 2.19 2.2 2.7+0.7
cel/pL)

Hb (g/dL) 14.4 14.3 15.6 11+ 2.9
Hematocrito (%) 45 39 41 40+ 7.7
VCM (fl) 206.42 178.08 186.36 -

CHCM (g/dL) 32.00 36.67 38.05 -
Leucdcitos Totais 27250 7250 18000 18.9+5.6
(cel/pL)
Heterofilos (%) 63 61 77 52+ 10
Eosinofilos (%) 0 0 0 0
Basofilos (%6) 0 0 0 09+13
Linfocitos (%) 25 15 13 42 +10
Mondcitos (%) 12 24 10 4327
Trombdcitos 13000 32000 25000 -
estimados
(cel/pnL)
PPT (Refratdmetro) 3 4 4 25142

Cel/uL: células por microlitro; Hb: Hemoglobina; VCM: volume corpuscular médio; CHCM:
concentracdo de hemoglobina corpuscular média; g/dL: grama por decilitro. *Valores de
referéncia Carpenter et al. (2016).

4.4 Andlise Hematologica de Papagaios-verdadeiros

Os papagaios-verdadeiros (Amazona aestiva) ndo apresentaram positividade para
nenhum dos agentes pesquisados (hemosporideos ou agente da familia Anaplasmataceae),
entretanto quando comparado os resultados médios com valores de referéncia descritos por
Grespan e Raso (2014) (Tabela 5), algumas alteracbes foram visualizadas, onde a média de
hemoglobina, concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), leucdcitos totais e
monacitos ultrapassaram os valores de referéncia ja estabelecidos em literatura, enquanto a
média do volume corpuscular médio (VCM) mostrou-se reduzida (Tabela 5), contudo, vale
lembrar que os valores de referéncias estdo relacionados ao género e ndo a espécie em
especifico.
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Tabela 5. Andlise Estatistica Descritiva dos valores do Hemograma de Amazona aestiva
LABVET - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica 2021.

Parametros Desv Amazona spp.
hematolodicos N Média adréo Minimo  Maximo (GRESPAN;
g P RASO, 2014)
— 5
Eritrocitos (x10° 5, 397 0.81 2.39 5.5 25-45
cel/pL)
Hb (g/dL) 24  18.16 1.62 15.3 21.1 12.2-15.9
Hematdcrito (%) 24 54.54 3.51 49 60 45-55
VCM (fl) 24 151.00 33.11 98.18 221.76 160-175
CHCM (g/dL) 24 3334 2.59 28.33 40.6 29.1-31.9
Leucocitos TOTaIS 54 1723105 1486006 3300 66750 6000-17000
(cel/pL)
Heterofilos (%) 24  58.83 13.65 33 88 30-75
Eosindfilos (%) 24 1.95 1.80 0 6 1-2
Basofilos (%0) 24 0 0 0 0 0-5
Linfocitos (%) 24 29 13.46 7 57 20-65
Monécitos (%6) 24 10.20 4.52 3 19 0-3
Trombocitos
estimados 24 25166.67 12960.36 7000 55000 -
(cel/pL)
PPT (Refratdbmetro) 24 5.2 0.71 3.8 6.6 3-5.2

Cel/uL: celulas por microlitro; Hb: Hemoglobina; VCM: volume corpuscular médio; CHCM:
concentracdo de hemoglobina corpuscular média; g/dL: grama por decilitro.

4.4 Andlise das Sequéncias

O Produto da PCR para Plasmodium spp./Haemoproteus spp. (gene citocromo B)
relacionado a arara 17 foi purificado e enviado para sequenciamento e analisado no BLAST.
As sequencias obtidas apresentaram 100% de identidade para o P. nucleophilum str. em
Ramphastos vitellinus (tucano-de-bico-preto) no Brasil (nimero de acesso no GenBank
KX159489.1).

4.5 Arvore Filogenética

A andlise filogenética foi realizada apenas em uma amostra positiva (arara 17), baseada
no gene citocromo b. A andlise dos alinhamentos e producdo da arvore filogenética
demonstraram sequéncia no mesmo clado para a espécie P. nucleophilum, detectado em
Ramphastos vitellinus (Tucano-de-bico-preto), ndmero de acesso (KX159489.1) e em
Alopochen aegyptiacus (JX467689.1) (Ganso-do-Egito) no Brasil (Figura 13). A arvore foi
construida utilizando 0 método de maxima verossimilhanca, modelo Kimura-3-parametros.
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Plasmodium megaglobularis, Cyanomitra olivacea, Ghana (EUT70152.1)

Plasmodium relictum, Serinus canaria, Lithuania (KJ002755.1)

—— Plasmodium cathemerium, Spheniscus magellanicus, Brazil (KM365041.1)

Plasmodium gallinaceum, Gallus Gallus, Viet Nam (AY099029 1)

Plasmodium circumflexum, Carduelis spinus, Russia (KM361492 2)

Plasmodium lucens, Cyanomitra olivacea, USA (FJ389156.1)

Plasmodium elongatum, Turdus leucomelas, Brazil (JX029877 2)

Plasmodium lutzi, Diglossopis caerulescens, Peru (MH457448 1)
Plasmodium ashfordi, Acrocephalus arundinaceus, Sweden (AF254962 1)

Ara ararauna-17 Brazil|

Plasmodium nucleophilum, Ramphastos vitellinus, Brazil (KX159489.1)

100
Plasmodium nucleophilum, Alopochen aegyptiacus, Brazil (JX467689.1)

Plasmodium juxtanucleare, Crossoptilon crossoptilon, Japan (AB302893.1)

Plasmodium multivacuolaris, Andropadus latirostris, USA (FJ389157.1)

a0 Plasmodium globularis, Andropadus latirostris, Ghana (EU770151.1)
53 Plasmodium parahexamerium, Alethe diademata, USA (FJ389155.1)

Haemoproteus columbae, Columba livia, USA (EU254553.1)

0.ma

Figura 13. Posicéo filogenetica de sequéncias de Plasmodium spp. detectadas em espécies de
aves, com base no gene mitocondrial citocromo b. A arvore foi construida utilizando o método
de maxima verossimilhanca, modelo Kimura-3-parametros. As espécies de aves acometidas
estdo descritas apos as especies dos agentes sequenciados e 0s nimeros de acesso do GenBank
das estdo fornecidos entre parénteses. A linhagem apresentada neste trabalho esta destacada em
vermelho.
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CAPITULO |

5 ESTUDO HEMATOLOGICO E MOLECULAR DA INFECCAO POR
Plasmodium spp. E AGENTES DA FAMILIA ANAPLASMATACEAE EM
ARARAS-CANINDE (Ara ararauna) DO CENTRO DE TRIAGEM DE
ANIMAIS SILVESTRES (CETAS-RJ)
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5.1 RESUMO

Agentes da ordem Haemosporida e Rickettsiales sdo importantes patégenos transmitidos por
artropodes capazes de acometerem diversos grupos de animais, incluindo as aves. Os Centros
de Triagens de Animais Silvestres (CETAS) do Brasil, albergam consideravel nimero de aves
de diversas espécies. Estes individuos chegam constantemente debilitados nestas instituices,
estando propensos a doencas e a disseminacdo de patdgenos. O presente estudo teve como
objetivo examinar e colher material sanguineo de 19 Araras-canindé (Ara ararauna)
amostradas do CETAS do Rio de Janeiro, a fim de detectar a presenca de hemosporideos
(Plasmodium spp. e Haemoproteus spp.) e agentes da familia Anaplasmataceae (Ehrlichia spp.
e Anaplasma spp.) através de técnicas moleculares, deteccdo direta em esfregaco sanguineo e
sequenciamento genético. Na avaliacdo dos esfregacos sanguineos corados pelo Giemsa, foram
encontradas estruturas compativeis com Plasmodium spp./Haemoproteus spp. em 10,52%
(2/19) das aves. No diagnostico molecular 17,79% (3/19) dos individuos testados foram
positivos, onde 1 (5,27%) apresentou positividade para agentes pertencentes a familia
Anaplasmataceae (gene 16SrRNA), e 2 (10,52%) foram positivos para hemosporideos (gene
citocromo b). Apenas uma amostra positiva, referente ao gene citocromo b foi sequenciada e
realizada a analise dos alinhamentos e inferéncia filogenética, demonstrando positividade para
0 género Plasmodium, intimamente relacionado a linhagem nucleophilum, néo registrada até o
momento na espécie Ara ararauna. Quanto aos hemogramas, embora as alteracOes
hematoldgicas apresentadas possam ndo ter sido associadas apenas a infeccéo, dois individuos
infectados por hemosporideos apresentaram alteracdes em seus parametros hematologicos.

Palavras-chave: P. nucleophilum, Anaplasmataceae, Psittaciformes
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5.2 ABSTRACT

Agents of the order Haemosporida and Rickettsiales are important pathogens transmitted by
arthropods capable of affecting several groups of animals, including birds. The Wild Animal
Screening Centers (CETAS) in Brazil house a considerable number of birds of different species.
These individuals are constantly debilitated in these institutions, being prone to disease and the
spread of pathogens. The present study aimed to examine and collect blood material from 19
Hyacinth Macaws (Ara ararauna) collected at CETAS in Rio de Janeiro, in order to detect the
presence of hemosporidia (Plasmodium spp. and Haemoproteus spp.) and agents of the family.
Anaplasmataceae. (Ehrlichia spp. and Anaplasma spp.) using molecular techniques, direct
detection in blood smears and genetic sequencing. In the evaluation of blood smears stained by
Giemsa, structures compatible with Plasmodium spp./Haemoproteus spp. were identified in
10.52% (2/19) of the birds. In the molecular diagnosis, 17.79% (3/19) of the individuals tested
were positive, being 1 (5.27%) positive for agents belonging to the Anaplasmataceae family
(16SrRNA gene), and 2 (10.52%) for hemosporidia (cytochrome b gene). Only one positive
sample, referring to the cytochrome b gene, was sequenced and the analysis of alignments and
phylogenetic inference was performed, demonstrating positivity for the genus Plasmodium,
closely related to the nucleophilum lineage, not recorded so far in the Ara ararauna species. As
for the blood count, although the hematological alterations presented may not be associated
only with the infection, two individuals infected with hemosporidia showed alterations in their
hematological parameters.

Keywords: P. nucleophilum, Anaplasmataceae, Psittaciformes

35



5.3 INTRODUCAO

Pesquisas no Brasil e no mundo tem sido atualmente desenvolvidas a fim de determinar
0 papel das aves e outras classes silvestres na epidemiologia das doengas causadas por diversos
agentes etioldgicos, entre eles, a ordem Haemosporida e Rickettsiales (KRONE et al., 2008;
MACHADO et al., 2012; ERWIN et al., 2016; CHAGAS et al., 2017).

Agentes da familia Anaplasmataceae, mais especificamente Ehrlichia spp. e Anaplasma
spp. pertencem a ordem Rickettsiales, sdo alfa-proteobactérias gram-negativas, intracelulares
obrigatorias, transmitidas por vetores invertebrados (principalmente os carrapatos), capazes de
infectar vérias células de seus hospedeiros, causando doencas nos animais € no homem
(WALKER; DUMLER, 1996; DUMLER et al., 2001).

Embora, o papel das aves na epidemiologia destes agentes seja pouco explorado, estudos
ja identificaram a presenca de Ehrlichia spp. € Anaplasma spp. em artrépodes de aves em
diversos paises (BJOERSDORFF et al., 2001; DANIELS et al., 2002; OGDEN et al. 2008;
HILDEBRANDT et al., 2010). Machado et al. (2012), e mais recentemente Sacchi et al (2021),
identificaram a presenca de Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. no sangue de aves migratérias e
carnivoras do Brasil.

Outro grupo muito importante e de distribuicdo cosmopolita € a Ordem Haemosporida,
estes agentes sdo protistas heteroxenos obrigatorios, transmitidos por dipteros hematofagos
(BRAGA et al., 2011) capazes de acometer anfibios, répteis, aves e mamiferos. Abrangem as
familias Haemoproteidae, Garniidae, Leucocytozoidae e Plasmodiidae e dentre estas familias,
0s géneros Plasmodium, causador da maléria aviaria, Haemoproteus, Leucocytozoon e Fallisia.
Possuem mais de duas centenas de espécies capazes de infectar aves, embora este niumero esteja
em constante rearranjo taxondmico e novas espécies sejam descritas frequentemente
(VALKIUNAS, 2005; VANSTREELS; PARSONS, 2014).

Estudos com hemosporideos em hospedeiros aviarios passaram a ter relevancia apés a
descoberta da similaridade destes parasitos com o0s agentes da malaria humana
(DANILEWSKY, 1886; COX, 2010). Estes agentes possuem importancia epidemioldgica,
podendo acarretar grandes prejuizos econdémicos, causando sérios agravos a saude, incluindo
até a morte do hospedeiro (VALKIUNAS, 2005; ATKINSON, 2008).

O objetivo deste estudo, foi determinar a ocorréncia de hemosporidios (Plasmodium
spp./Haemoproteus spp.) e agentes da familia Anaplasmataceae (Anaplasma spp. e Ehrlichia
spp.) em araras-canindé (Ara ararauna) amostradas do Centro de Triagem de Animais
Silvestres (CETAS-RJ), por meio da observacdo direta em microscopia de luz, diagnostico
molecular, sequenciamento genético e, estabelecer se as aves positivas apresentam sinais
clinicos e/ou alteracdes laboratoriais.

5.4 MATERIAL E METODOS

5.4.1 Animais e local de coleta
A colheita de sangue das aves pertencentes a ordem Psittaciforme foi autorizada pelo

Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBIio), através do sistema de
Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBio), sob nimero de autorizacdo 47069-4.
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Sob aprovagio da Comisséo de Etica no Uso de Animais, protocolo n°010/2021, Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade Estacio de S4, Campus Vargem Pequena.

As 19 aves da espécie Ara ararauna (araras-caninde) foram amostradas do Centro de
Triagem de Animais Silvestres (CETAS) (22°72°35” S; 43°70°98” W), localizado no municipio
de Seropédica-RJ.

5.4.2 Exame clinico das aves e colheita das amostras

Inicialmente, foi realizado a observacdo do recinto, visualizando cada ave a distancia,
avaliando postura, locomogdo e comportamento. Posteriormente as araras foram capturadas
com auxilio de pucé e contidas fisicamente. Foi aferido temperatura, verificado qualidade das
penas, avaliagdo dos olhos, narinas, ouvidos, orofaringe, bico, escore corporal e averiguado
presenca de ectoparasitos. Na avaliacdo da cavidade oral, o abre bico foi utilizado como auxilio
(GRESPAN; RASO, 2014).

Apos o exame clinico as aves foram submetidas a colheita de sangue, via veia jugular
direita. As colheitas foram efetuadas de setembro de 2020 a abril de 2021. Todas as araras dessa
espécie foram incluidas no estudo, independente de apresentarem ou n&o sinais clinicos.

5.4.3 Hemograma

No momento da colheita foram confeccionados esfregacos sanguineos, sem a presenca
do anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), a fim de garantir melhor
preservacdo da morfologia das células.

O volume globular foi obtido pela técnica de microhematocrito e a hemoglobinometria
por Kit comercial pelo método de Drabkin. A hematimetria, leucometria global e a contagem
de trombdcitos foram realizadas manualmente em cadmara hematimétrica, onde foi efetuado
diluicdo com solucdo de Natt-Herrick, na proporcéo 1:100. A contagem manual foi realizada
conforme estipulado por Almosny e Monteiro (2007).

A leucometria especifica (contagem diferencial de leucdcitos) foi realizada por
microscopia de luz, em esfregaco sanguineo corado com May-Grunwald-Giemsa, junto a
pesquisa de hemoparasitos (Plasmodium spp. / Haemoproteus spp. e agentes da familia
Anaplasmataceae) utilizando o aumento de 1000x pela observacdo de no minimo 100 campos
(BUSH et al., 1997). As proteinas plasmaticas totais (PPT) foram determinadas com o auxilio
de refratbmetro manual (ALMOSNY; MONTEIRO, 2007; CAMPBELL, 2014,
VANSTREELS; PARSONS, 2014; SCHMIDT, 2014).

5.4.4 Analise molecular
5.4.4.1 Extracdo de DNA

Apdls o processamento das amostras, 0 sangue total restante foi acondicionado em
microtubos e mantidos a 20 graus negativos, para posterior extracdo de DNA. Todas as 19
amostras foram extraidas e submetidas a analise molecular.

A extracdo de DNA foi realizada a partir de 10 uL. de sangue com o auxilio de kit
comercial disponivel (DNeasy Blood & Tissue Kit, Qiagen®), seguindo as recomendacdes do
fabricante. Todas as amostras de DNA tiveram suas concentragdes determinadas pelo
espectrofotdbmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific®). A presenca de DNA amplificavel foi
verificada por um ensaio convencional de PCR (cPCR) direcionado ao gene enddgeno Beta
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actina. Todas as amostras testaram positivas para o gene enddgeno e foram submetidas a ensaios
de cPCR para agentes Anaplasmataceae e hemosporideos.

5.4.4.2 Ensaios cPCR e nPCR

Foram realizadas PCR convencional (cPCR) e nested (nPCR) com base no gene
citocromo b para agentes Plasmodium spp. e Haemoproteus spp. A reagdo foi efetuada
utilizando os iniciadores HaemNF-1 e HaemNR3, seguidos por uma segunda reagéo (nested)
com os iniciadores HaemF e HaemR2 para amplificagdo de aproximadamente 480 bp
(HELLGREN et al., 2004; BENSCH et al., 2000). Foram utilizados 5 uL de DNA de cada
amostra, 0,75U/uL Xtra Platus Tag DNA Polimerase (Sinapse®), Tampéo da PCR que inclui
20mM de Cloreto de Magnésio (PCR Buffer 1 X —20mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mMKCI) 0,4
mM de deoxinucleotideos (dATP, dTTP, dCTP e dGTP) (Invitrogen®) 0,4 uM de cada
oligonucleotideo iniciador e agua ultra-pura estéril (Life Technologies®) q.s.p. 25 pL, As
reacoes de nested-PCR, seguiram as mesmas especificacdes da primeira reagéo, entretanto foi
utilizado 1pulL do produto amplificado da primeira reagdo como DNA alvo. Os
oligonucleotideos iniciadores e as condi¢des de termociclagem de cada reacdo estdo descritos
na tabela 1.

A reacdo de amplificacdo da familia Anaplasmataceae, foi baseada no gene 16SrRNA e
realizada segundo protocolo descrito por Inokuma et al. (2000), salvo pequenas modificacdes.
Nas reagdes foram utilizados 5 uL de DNA de cada amostra, 1,25U/uL Xtra Platus Tag DNA
Polimerase (Sinapse®), Tampéo da PCR que inclui 20mM de Cloreto de Magnésio (PCR
Buffer 1 X — 20mM Tris-HCI, pH 8,0, 100 mMKCI) 0,4 mM de deoxinucleotideos (dATP,
dTTP, dCTP e dGTP) (Invitrogen®) 0,5 uM de cada oligonucleotideo iniciador e agua ultra-
pura estéril (Life Technologies®) q.s.p. 25 pL.

Para evitar contaminacgdes dos reagentes e enzimas, foi incluido controles negativos nas
reacOes de amplificacdo e extracdo de DNA. No controle negativo da extracao e da reacéo de
amplificacdo, as amostras de DNA foram substituidas por uma quantidade equivalente de agua
ultrapura esterilizada (Invitrogen®). Todas as reacbes de PCR contaram com controles
positivos especificos para cada agente pesquisado. Foram utilizados controles positivos para
hemosporideos: Plasmodium spp. e Haemoproteus spp. (WERTHER et al., 2017). E. canis,
amostra cepa Jaboticabal (NAKAGHI et al., 2008) e Anaplasma phagocytophilum (AGUIAR
et al., 2007).

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1% com
corrente elétrica de 90 V / 50mA por 90 min. O gel foi corado com brometo de etidio a 1,5%
(0,5 pL/mL) (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e analisados através de um
transiluminador de luz ultravioleta (2020E) acoplado a um programa computacional de analise
de imagens (Eagle-EyellStratagene®).

Para amostras positivas, nas quais apenas uma banda foi observada no gel, o DNA foi
purificado diretamente do produto nPCR usando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega), de acordo com as especificagdes do fabricante. Os produtos purificados
foram sequenciados pelo método da terminacgéo da cadeia por dideoxinucleotideo (SANGER et
al., 1977), utilizando-se os mesmos oligonucleotideos iniciadores empregados nas reacdes de
PCR (tabela 1). O sequenciamento foi conduzido no sequenciador ABI PRISM 3700 DNA
Analyzer (Applied Biosystems), no Centro de Recursos Bioldgicos e Biologia Genémica
(CREBIO - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP/Campus de Jaboticabal).
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Tabela 1. Descricdo dos oligonucleotideos iniciadores e condi¢Ges de termociclagem utilizadas
nas reacgoes de PCR e nested PCR e deteccdo molecular de Plasmodium spp. /Haemoproteus
spp. (citocromo b), e familia Anaplasmataceae (L6SrRNA).

Condicdes de

Agentes Primers Sequéncias dos oligonucleotideos termociclagem
Haemoproteus - 94 ¢ por 3 min:
spp., Plasmodium  HaemNF-1 5-CATATATTAAGAGAAITATGGAG-3' . p' ’
spp. € - 20 ciclos: 94 oc por
Leucocytozoon 30s, 50°c por 30s e 72 °c

spp. (HELLGREN  HaemNR3
et al., 2004).

Haem F
Haemoproteus
spp. e Plasmodium
spp. (BENSCH et
al., 2000). Haem R2
Familia EHR16SD

Anaplasmataceae
(INOKUMA etal., EHR16SR

5-ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC-3

5-ATGGTGCTTTCGATATATGCATG-3’

5’-GCATTATCTGGATGTGATAATGGT-3’

5’- GGTACCYACAGAAGAAGTCC-3’

5’- TAGCACTCATCGTTTACAGC-3’

por 45s;
- 72 °c por 10 min.

- 94 oc por 3 min;

- 35 ciclos: 94 oc por
30s, 55°c por 30s e 72 °c
por 45s;

- 72 °¢ por 10 min.

- 95°C por 5 min;
- 34 ciclos: 95°C por
35s, 55°C por 30s e
72°C por 1:30min;

2000). - 72°C por 5 min.

5.4.4.3 Anélises filogenéticas

As sequéncias obtidas foram submetidas a um teste de triagem de qualidade usando
Phred-Phrap versdo 23 (EWING; GREEN, 1998; EWING et al., 1998) a fim de avaliar a
qualidade dos eletroferogramas formados. Foram construidas sequéncias-consenso, analisando
ambas as fitas sense e antisense usando o programa CAP3 (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-
bin/MobylePortal/portal.py). As comparacfes com sequéncias depositadas no GenBank foram
feitas usando a ferramenta basica de busca de alinhamento local (BLAST) (Benson et al., 2002).
As sequéncias foram alinhadas com sequéncias publicadas no GenBank usando Clustal W em
Bioedit v. 7.0.5.3 (HALL, 1999). A analise de maxima verossimilhanca (ML) foi inferida
utilizando o cluster blackbox RaxML (STAMATAKIS et al., 2008). Os suportes dos clados
para as analises de maxima verossimilhanca foram avaliados através de analises de bootstrap
(FELSENSTEIN, 1985) de 1000 repeticdes. O modelo de Kimura-3-parametros foi usado para
calcular as distancias evolutivas. A edicao das arvores filogenéticas assim como o enraizamento
(via grupo externo) foram realizados utilizando o programa “Molecular Evolutionary Genetics
Analysis” (MEGA X) versao 10.2.6 (TAMURA et al., 2013).

5.5 RESULTADOS

5.5.1 Esfregaco sanguineo
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Dentre as 19 laminas coradas por Giemsa e avaliadas em microscopia de luz (aumento
de 1000X), foram encontradas inclusdes no interior dos eritrocitos em 2 aves (10.52%). Uma
incluséo possibilitou constatar o género Plasmodium spp., visto que foi identificado a presenga
de meronte (Figura 1). J& o outro individuo, foi enquadrado como Plasmodium spp./
Haemoproteus spp., devido apenas a identificacdo de gametdcitos no interior dos eritrocitos
(Figura 2).

Ndo foram observadas morulas ou inclusdes de agentes da familia
Anaplasmataceae no interior dos leucécitos e/ou plaquetas. Para cada esfregaco, 100 campos
foram examinados, a fim de estimar a ocorréncia da infeccdo (BUSH et al., 1997).

Os dois individuos positivos em microscopia, apresentaram baixos niveis de parasitemia
(variando de 1 a 3 parasitos / 100 campos microscopicos), com poucos estagios sanguineos,
prejudicando a identificacdo morfol6gica do parasito. As aves que apresentaram positividade
na deteccdo direta, também foram positivas no diagnéstico molecular.
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Figura 1. Esfregaco sanguineo demonstrando presenca de meronte (seta) no interior de um
eritrocito, sugestivo de Plasmodium spp., em Arara-canindé (Ara ararauna). (Corante Giemsa,
1000x).
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Figura 2. Esfregaco sanguineo demonstrando presenca de gametocito (seta) no interior de um
eritrocito, sugestivo de Plasmodium spp. / Haemoproteus spp., em Arara-canindé (Ara
ararauna). (Corante Giemsa, 1000x).

5.5.2 Ensaios de PCR (Agentes Anaplasmataceae e Hemosporideos), BLAST e analises
filogenéticas

As 19 amostras de DNA testadas, foram positivas no ensaio cPCR com base no gene
enddgeno Beta-actina. Uma (1/19; 5,26%) arara (Ara ararauna) foi positivo para agente da
familia Anaplasmataceae com base no gene 16SrRNA. No entanto, ndo foi realizado o
sequenciamento para determinar o género e espécie do patdégeno detectado.

Com base no gene citocromo b, duas (2/19; 10.52%) araras foram positivas para
Hemosporideos, e uma amostra, referente ao individuo 17, foi sequenciada. Na analise
BLASTN, a sequéncia apresentou 100% de identidade para Plasmodium nucleophilum.

A analise filogenética para Plasmodium spp. posicionou a sequéncia no mesmo clado
formado para P. nucleophilum em Ramphastos vitellinus (Tucano-de-bico-preto) e Alopochen
aegyptiacus (Ganso-do-Egito) com suporte de ramo de 100% e em ramo separado proximo ao
clado para P. ashfordi, suporte de 79% (Figura 3).
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Plasmodium megaglobularis, Cyanomitra olivacea, Ghana (EU770152 1)

Plasmodium relictum, Serinus canaria, Lithuania (KJ002755.1)

—— Plasmodium cathemerium, Spheniscus magellanicus, Brazil (KM365041.1)

Plasmodium gallinaceum, Gallus Gallus, Viet Nam (AY099029 1)

Plasmodium circumflexum, Carduelis spinus, Russia (KM361492 2)

Plasmodium lucens, Cyanomitra olivacea, USA (FJ389156.1)

Plasmodium elongatum, Turdus leucomelas, Brazil (JX029877 2)

Plasmodium lutzi, Diglossopis caerulescens, Peru (MH457448 1)
Plasmodium ashfordi, Acrocephalus arundinaceus, Sweden (AF254962 1)

||Ara ararauna-17 Brazil |

o0 | Plasmaodium nucleophilum, Ramphastos vitellinus, Brazil (KX159489.1)
Plasmodium nucleophilum, Alopochen aegyptiacus, Brazil (JX467689.1)

Plasmodium juxtanucleare, Crossoptilon crossoptilon, Japan (AB302893.1)

- Plasmodium multivacuolaris, Andropadus latirostris, USA (FJ389157.1)
49 Plasmodium globularis, Andropadus latirostris, Ghana (EU770151.1)
53 Plasmodium parahexamerium, Alethe diademata, USA (FJ389155.1)

Haemoproteus columbae, Columba livia, USA (EU254553.1)

n.mo

Figura 3. Posicao filogenética de sequéncias de Plasmodium spp. detectadas em espécies de
aves, com base no gene mitocondrial citocromo b. A arvore foi construida utilizando o método
de maxima verossimilhanca, modelo Kimura-3-parametros. As espécies de aves acometidas
estdo descritas apds as especies dos agentes sequenciados. Os nimeros de acesso do GenBank
estdo fornecidos entre parénteses. A linhagem apresentada neste trabalho esta destacada em
vermelho.

5.5.3 Analises hematoldgicas

Entre os dois individuos positivos para os agentes etiologicos pesquisados, dois
apresentaram alteracdes no hemograma. Uma ave positiva para a ordem Haemosporida
(Plasmodium spp./Haemoproteus spp.) apresentou leucocitose (1/3; 33,33%; arara 10)
enguanto a outra, positiva para Plasmodium intimamente relacionada a linhagem nucleophilum
desenvolveu anemia associada a leucopenia (1/3; 33,33%; arara 17) (Tabela 2).

No exame clinico, os individuos positivos ndo apresentaram alteracoes relevantes. Dois
deles (2/3; 66.66%) apresentaram baixo escore corporal, e um apresentou arrancamento de pena
concomitante.
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Tabela 2. Pardmetros hematoldgicos e proteina plasmética total de Aves (Ara ararauna)
positivas para Plasmodium/ Haemoproteus e/ou agente da familia Anaplasmataceae.

Parametros Arara Arara Arara Araararauna*
hematoldgicos 10 17 18
Eritrocitos (x10° 2 2.19 2.2 2.7+0.7
cel/pL)

Hb (g/dL) 14.4 14.3 15.6 11+ 2.9
Hematocrito (%) 45 39 41 40+ 7.7
VCM (fl) 206.42 178.08 186.36 -

CHCM (g/dL) 32.00 36.67 38.05 -
Leucdcitos Totais 27250 7250 18000 18.9+5.6
(cel/pL)
Heterofilos (%) 63 61 77 52+ 10
Eosinofilos (%) 0 0 0 0
Basofilos (%6) 0 0 0 09+13
Linfocitos (%) 25 15 13 42 +10
Mondcitos (%) 12 24 10 4327
Trombdcitos 13000 32000 25000 -
estimados
(cel/pnL)
PPT (Refratdmetro) 3 4 4 25142

Cel/uL: células por microlitro; Hb: Hemoglobina; VCM: volume corpuscular médio; CHCM:
concentracdo de hemoglobina corpuscular média; g/dL: grama por decilitro. *Valores de referéncia
Carpenter et al. (2016).

5.6 DISCUSSAO

Neste estudo, os individuos pertencentes a espécie Ara ararauna provenientes do
CETAS, apresentaram ocorréncia de 5,26% (1/19) na deteccdo molecular (cPCR) baseado no
gene 16SrRNA para agente da familia Anaplasmataceae (Anaplasma spp./Ehrlichia spp.).
Entretanto, como ndo foi realizado o sequenciamento e amplificacdo de fragmentos de outros
genes nao foi possivel obter a detec¢do especifica do agente quanto ao seu género e espécie
(SACCHI, 2021).

Estudos relacionados a infeccbes destes patdgenos em psitacideos sdo escassos, porém
no Brasil, Machado et al. (2012) detectaram presenca de agentes filogeneticamente
relacionados Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia chaffeensis e uma espécie de Ehrlichia
intimamente relacionada Ehrlichia canis em amostras sanguineas de aves carnivoras, além de
uma espécie detectada em ganso, intimamente relacionada Ehrlichia observadas em felinos
selvagens do Brasil (ANDRE et al., 2010), sugerindo que aves silvestres possam participar do
ciclo de transmissdo destes patdgenos entre espécies distintas. Tais achados denotam a
importancia de estudos adicionais relacionados aos hospedeiros aviarios.

Estudo realizado por Sacchi et al. (2021) em aves carnivoras de cativeiro e de vida livre
do sudeste brasileiro, detectaram ocorréncia de 9,91% para Anaplasma spp. e 6,61% para
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Ehrlichia spp. em DNA extraido de amostras sanguineas. Tal ocorréncia foi superior quando
comparado ao presente estudo (5,26%). Entretanto, esta diferenga pode ser explicada pela
distincdo da ordem e espécies de aves amostradas, visto que, aves carnivoras estdo mais
expostas aos artrépodes no momento da alimentacdo, caca, permanecendo no solo por mais
tempo (TEIXEIRA et al., 2008), tendo mais chances de adquirirem o patdégeno. Outra
possibilidade considerada, € a menor incidéncia do agente na regido onde o estudo foi
desenvolvido. No entanto, apesar da baixa ocorréncia, até 0 momento néo foi verificado agentes
da familia Anaplasmataceae infectando Ara ararauna no Brasil.

Em relacdo ao diagndstico direto, via esfregago sanguineo, ndo foram detectadas
inclusdes sugestivas de agentes da familia Anaplasmataceae, 0 que corroboram com estudos
realizados por Werther et al. (2017) e Sacchi et al. (2021). Sugere-se que as aves nao
desenvolvam bacteremia elevada a ponto de serem observadas inclusfes nas células sanguineas
do individuo infectado (KEESING et al., 2012; JOHNSTON et al., 2013). Embora Vanstreels
et al. (2018) tenham detectado inclusdes em eritrécitos do chamado ‘Candidatus Anaplasma
sphenisci’ em pinguins da Africa do Sul. Salientando a necessidade de desenvolver mais
estudos que pesquisem a presenca destas formacGes nas células sanguineas das aves.

Quanto aos hemosporideos, os individuos (arara 10 e 17) apresentaram positividade em
ambos os testes, baseado no gene citocromo b (CPCR) e em esfregaco sanguineo.

No esfregaco sanguineo foram encontradas inclusdes no interior dos eritrocitos em 2
aves (10.52%). No individuo 17 foi possivel determinar o género, devido a forma evolutiva
identificada, tratando-se de um meronte (Figura 1). Segundo Valkitinas (2005) oS estagios
sanguineos do género Plasmodium sédo distintos de outros géneros hemosporideos, por serem
0s Unicos a apresentarem merogonia eritrocitica. Em contrapartida, ndo foi possivel determinar
0 género do individuo 10 devido a baixa parasitemia, neste caso, foi enquadrado apenas como
Haemosporida (Plasmodium spp. /Haemoporteus spp.) (Figura 2).

Os dois individuos positivos em microscopia apresentaram baixos niveis de parasitemia
(variando de 1 a 3 parasitos/100 campos microscopicos) com poucos estagios sanguineos,
prejudicando a identificacdo morfoldgica do parasito, bem como, observado por Belo et al.
(2009) e Tostes et al. (2015), no qual a infec¢do por hemosporideos apresentou poucas formas
de desenvolvimento nas células sanguineas. Segundo Valkitinas (2005), baixos niveis de
parasitemia podem estar associadas a infecgdes cronicas para hemosporideos.

Embora a baixa parasitemia tenha prejudicado a identificacdo morfologica do agente, a
sequéncia do individuo 17 agrupou-se no mesmo clado formado por P. (Novyella) linhagem
nucleophilum, em Ramphastos vitellinus (Tucano-de-bico-preto) e Alopochen aegyptiacus
(Ganso-do-Egito), com suporte de ramo de 100% e em um ramo vizinho ao clado para P.
ashfordi, suporte de 79% (Fig. 3).

Estas espécies de Plasmodium posicionadas no mesmo clado ou préximo a ele,
pertencem ao subgénero Novyella, no qual € considerado diverso entre 0s parasitos de
Plasmodium, representando aproximadamente 40% de todos os casos de malaria aviaria
descritos e, aproximadamente 78% das espécies de Plasmodium descobertas durante os ultimos
15 anos (VALKIUNAS; IEZHOVA, 2018).

A ocorréncia de hemosporideos observada neste estudo foi baixa quando comparado
aos resultados obtidos por Belo et al. (2009), onde psitacideos mantidos em parques zoologicos
da regido sudeste (Minas Gerais) e nordeste (Ceara) apresentaram 36% de positividade para
Plasmodium, embora na filogenia ndo tenham presenciado a linhagem nucleophilum nestes
individuos. A distincdo de ocorréncia entre os estudos pode estar associada a menor incidéncia
do agente na regido, ou até mesmo vinculado a concentracdo insuficiente de DNA do
hematozoario, propiciando falsos negativos (RICHARD et al., 2002). Videvall (2019) abordou
gue a pesquisa gendmica e transcriptbmica em hemosporideos aviarios € muito desafiadora,
devido & maior quantidade de DNA aviario em comparacdo com o DNA do parasito em
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amostras de sangue, além da grande diferenca no tamanho do genoma entre o hospedeiro e 0
parasito, logo, tais fatores podem influenciar no diagnostico destes patogenos.

Em contrapartida, Sacchi et al. (2021), obtiveram ocorréncia menor (3.3%) de
individuos positivos para hemosporideos em aves carnivoras do sudeste, sendo detectado
Plasmodium spp. em apenas uma (0.82%) espécie, Ictinia plumbea (gavido-pombo)
posicionada préxima a linhagem de P. paranucleophilum, P. nucleophilum e P. ashfordi.

Outros hospedeiros aviérios também foram parasitados por P. nucleophilum no Brasil,
como os pardais-domésticos (Passer domesticus), primeira espécie descrita no pais infectada
por este agente (LUCENA, 1938); em vérias espécies de Passeriformes da Mata Atlantica
(LACORTE et al., 2013); em Alopochen aegyptiacus (CHAGAS et al., 2013); pinguins
migrantes da espécie Spheniscus magellanicus (VANSTREELS et al., 2015); e em 5 Tucanos
obtidos de centros de triagens do sudeste (Minas Gerais e Rio de Janeiro) (TOSTES, 2017).

Cabe ressaltar, que um destes tucanos relatados por Tostes (2017) foi amostrado do
mesmo local do presente estudo, CETAS, localizado no municipio de Seropédica-RJ, sugerindo
que este patdgeno ainda esteja presente nesta area, revelando a potencial transmissdo do agente
entre diferentes espécies e, constatando o papel destas unidades na propagacdo destes
patdgenos, uma vez que possam aumentar a taxa de transmissdo entre individuos que
normalmente néo interagiriam.

Esta linhagem, j& foi registrada em aproximadamente 108 espécies de aves das mais
variadas ordens (TOSTES, 2017). Entretanto, apesar da baixa especificidade deste parasito
quanto aos hospedeiros, até 0 momento néo foi registrado ocorréncia de P. nucleophilum em
Ara ararauna nas bases de dados MalAvi, e GenBank, apenas 4 espécies incluidas na ordem
Psittaciformes foram descritas, sendo em 2 espécies de papagaios reportados por Bennett et al.
(1993b); em Diopsittaca nobilis (maracana-nobre), na Guiana (DURRANT et al., 2006) e
Guaruba guarouba (ararajuba), no Brasil (CHAGAS et al., 2017).

No estudo, algumas alteracdes hematoldgicas foram observadas no hemograma das aves
positivas. Uma arara desenvolveu anemia (arara 17) associado a leucopenia. Este individuo
(arara 17) apresentou positividade para Plasmodium intimamente relacionado a linhagem
nucleophilum. Na malaria aviaria a anemia esta associada a destruicédo de eritrdcitos devido ao
desenvolvimento de merontes eritrociticos e a remocdo ativa de eritrdcitos infectados da
circulacdo pelas células do sistema fagocitico mononuclear (GARNHAM, 1966; SEED;
MANWELL, 1977; VALKIUNAS, 2005; CAMPBELL, 2014), o que corrobora com o achado
(meronte) identificado no esfregaco sanguineo deste individuo, sugerindo que a causa da
anemia possa estar relacionada a infeccao por Plasmodium.

Ramos (2012) ndo observou anemia em araras positivas para Plasmodium spp. no
Distrito Federal, porém, tais alteracbes dependem da fase de infeccdo da doenca e resposta
imunoldgica do hospedeiro, na qual variacBes laboratoriais e clinicas encontram-se
frequentemente ausentes (SILVEIRA et al., 2009). Quanto a leucometria, alguns pinguins
infectados por Plasmodium spp. advindos de instituicdes do sudeste brasileiro também
desenvolveram leucopenia (CAMPOS et al., 2014). A leucopenia associada a processos
infecciosos e inflamat6rios pode ser considerada desfavoravel, indicando que a taxa de
producdo esteja abaixo da demanda (FELDMAN et al., 2000, CUBAS et al., 2014).

Em contrapartida, o individuo 10, também positivo para hemosporideo (Plasmodium
spp./Haemoproteus spp.) apresentou leucocitose ao invés de leucopenia, ndo sendo observado
anemia concomitante. Estudo desenvolvido por Silveira et al. (2009) demonstrou aumento
significativo no numero médio de leucocitos totais em galinhas infectadas experimentalmente
por P. juxtanucleare. As causas gerais de leucocitose em aves incluem inflamacédo, que pode
estar associada a causas infecciosas ou ndo infecciosas (LATIMER et al., 1988; MULCAHY et
al., 2007; CLARK; RAIDAL, 2008). Leucocitose de leve a moderada também pode ocorrer
com o excesso de glicocorticoides enddgenos ou exdgenos (leucograma de estresse)
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(CAMPBELL, 2014), entretanto, como este foi o Gnico individuo a apresentar leucocitose e
nenhuma intercorréncia ocorreu no momento da colheita sanguineo. Acredita-se que a
leucocitose esteja associada a algum processo inflamatério, podendo estar relacionado a
infeccdo ou néo.

Vanstreels et al. (2019) ressaltam que os resultados dos parametros hematoldgicos
podem variar consideravelmente entre as linhagens de Plasmodium. Desta forma, os individuos
infectados podem apresentar importantes alteragdes ou nenhuma a depender também de sua
resposta imunoldgica.

Quanto a arara 18, (positiva para agente da familia Anaplasmataceae) ndo foram
observadas alteracfes significativas em seu hemograma, sendo identificado apenas uma
heterofilia isolada. Os demais parametros permaneceram dentro do intervalo de referéncia. No
entanto, estudos adicionais sdo necessarios a fim de determinarem possiveis alteracfes
hematoldgicas decorrentes a familia Anaplasmataceae em aves e 0 acometimento de suas
células sanguineas (VANSTREELS et al., 2018).

Diante das analises moleculares e pesquisa em esfregaco sanguineo foi possivel
determinar a presenca de agentes da familia Anaplasmataceae e hemosposrideos em araras-
canindés provenientes CETAS/IBAMA e, a partir do estudo filogenético a positividade para
Plasmodium intimamente relacionado a linhagem nucleophilum, ndo registrada até o0 momento
na espécie Ara ararauna.

Constatou-se também, anormalidades hematologicas em 66.66% (2/3) dos individuos
positivos, embora as alteracfes apresentadas possam néo ter sido associadas apenas a infeccao,
fica evidente a necessidade em associar estas analises as pesquisas moleculares e morfologicos,
visto que tais resultados laboratoriais além de refletirem o estado de saude geral do animal,
podem auxiliar na compreensédo do curso da infecgéo.
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6 CONCLUSOES GERAIS

O estudo demonstrou a ocorréncia de hemosporideos e agentes da familia
Anaplasmataceae apenas nas araras-canindé provenientes do centro de triagem do IBAMA, Rio
de Janeiro. Apesar da baixa ocorréncia constatada, os resultados salientam a circulacdo dos
referidos patdgenos nesta area e o risco de infeccdo destes individuos devido a exposicao a tais
agentes, demonstrando a importancia na implementacdo de testes diagndsticos como requisito
a destinacdo a natureza ou instituicdes privadas, a fim de evitar a disseminacao destes agentes
etioldgicos e impactos a fauna.
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