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RESUMO

A ocorréncia de malaria aviaria em 127 psitacideos mantidos em condi¢cdes de cativeiro em
duas diferentes regifes do Brasil (estados de Minas Gerais e Ceard) foi analisada por exame
microscopico de esfregacos sanguineos e a amplificacdo do gene 18SSU rRNA de
Plasmodium. Os resultados obtidos revelam uma alta ocorréncia de Plasmodium spp. (36%),
com indices de positividade similares entre as regides estudadas. Trinta e nove aves
pertencentes ao Zooldgico de Belo Horizonte analisadas durante a estagdo da chuva e a
estacdo da seca, ndo foram observadas diferencas significativas na freqiiéncia de infeccao por
Plasmodium entre as duas estacbes do ano. As espécies de aves mais comumente
parasitadas foram: Ara ararauna (6/10) (60%), Amazona amazonica (3/10) (30%) e Amazona
aestiva (28/73) (38,4%). A baixa parasitemia observada entre as aves infectadas sugere um
status cronico da infeccao nestas aves. Dez isolados obtidos de aves infectadas foram
sequenciados e analisados, indicando a possivel ocorréncia de diferentes espécies de
Plasmodium entre as aves investigadas. A alta ocorréncia de infeccdo por Plasmodium spp. em
aves de cativeiro aponta para a necessidade de um melhor controle de importacdes e
exportagfes de psitacideos entre diferentes regides.

Palavras-chave: Psittacidae, Cativeiro, Maléaria aviaria, Plasmodium, 18SSU rRNA.

ABSTRACT

The occurrence of avian malaria in 127 psittacine birds kept in captivity in two distinct regions in
Brazil was evaluated through the direct examination of blood smears and the amplification of
the 18SSU rRNA gene of Plasmodium. The results indicate a high occurrence of Plasmodium
spp. (36%), without differences among the studied regions. Thirty-nine birds from one of the
regions were evaluated during one rainy season and one dry season. However, no significant
difference was observed between the prevalence rates of Plasmodium in the two seasons. The
most frequently infected avian species were: Ara ararauna (6/10) (60%), Amazona amazonica
(3/10) (30%) and Amazona aestiva (28/73) (38,4%). The low parasitemias observed among the
infected birds suggest a chronic status of infection in these birds. The sequence analyses of ten
isolates indicate a potential occurrence of distinct Plasmodium species among the bird species
investigated. The high occurrence of Plasmodium spp. infections in captive birds points out to
the need of a better control of importation and exportation of psittacine birds between different
regions.

Keywords: Psittacidae; Captivity; Avian Malaria; Plasmodium, 18SSU rRNA



1. INTRODUGCAO E JUSTIFICATIVA

A maléria aviaria € uma doenca infecciosa,
produzida por varias espécies de parasitos
sanguineos do género  Plasmodium
acometendo aves de diversas espécies,
géneros e familias. Além das aves, o0s
plasmddios sdo encontrados entre répteis,
seres humanos e outros mamiferos. Estes
parasitos pertencem ao filo Apicomplexa,
classe Sporozoae, ordem Haemosporina,
familia Plasmodidae, género Plasmodium,
sendo agrupados em 14 subgéneros, assim
distribuidos: sete subgéneros ocorrem em
répteis (Telford, 1984), trés subgéneros em
mamiferos, quatro subgéneros em aves
(GARNHAM, 1960). Os subgéneros foram
divididos com base nas -caracteristicas
morfolégicas e biolégicas dos estagios
eritrociticos e exo-eritrociticos.

A identificagdo dos parasitos, realizada a
partir da observacdo microscopica, €
baseada nas caracteristicas dos estagios
intra-eritrociticos assexuados e dos estagios
gametogdnicos, além da presenca de
granulos de hemozoina (Telford, 1988).

Os plasmoddios aviarios estdo distribuidos
em varias partes do mundo, associados a
presenca de vetores dipteros pertencentes,
principalmente, a familia Culicidae.

O ciclo biolégico do Plasmodium ¢
heteroxeno, composto por um hospedeiro
invertebrado e um hospedeiro vertebrado. A
transmissdo ocorre quando o vetor
alimenta-se em uma ave infectada e ingere
formas sexuadas denominadas
gametdcitos, que irdo formar, no estdmago
do vetor, o oocisto. Este, ao se romper,
libera os esporozoitos na cavidade
celomatica que seguem em direcdo as
glandulas salivares, sendo o hospedeiro
vertebrado infectado com esta forma
guando picado pelo vetor. Os esporozoitos
penetram nas células do sistema reticulo
endotelial e nas células do sistema
fagocitico mononuclear (SFM) presentes no
local da picada e, posteriormente, nas
células do SFM fixas a camada endotelial
dos capilares sanguineos cerebrais, do
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baco, figado, rins e de outros 6rgéos
(Paraense, 1945), iniciando o ciclo exo-
eritrocitico. Por divisdo assexuada formam-
se o0s esquizontes em divisdes repetidas de
merozoitos. Durante o desenvolvimento do
ciclo eritrocitico 0s merozoitos apos
invadirem um eritrcito transformam-se por
divisdo esquizogbnica, em esquizontes
sanguineos que ao romperem 0s eritrocitos
liberam os merozoitos que invadirdo
hemacias maduras e imaturas. Apds

algumas geracdes de merozoitos
sanguineos alguns trofozoitos se
diferenciam originando as formas

eritrociticas sexuadas, 0s gametdécitos
masculinos e femininos que serdo ingeridos
pelo vetor.

A infeccdo causada pelo parasito € na
maioria dos casos subclinica, porém
recaidas podem ocorrer em condi¢des de
estresse ou na presenca de infeccdes
concomitantes com outros agentes de
doenca (Graczyk et al., 1994a; Waldenstrom
et al., 2002). O aparecimento de sinais
clinicos esta associado a infec¢des agudas
com a expressdo muito rapida dos
sintomas. As aves infectadas podem
apresentar-se  letérgicas, rejeitarem a
bebida e comida, manifestar sinais de dor,
além de penas ericadas, cabeca decaida e
olhos fechados. Em casos mais graves
pode ocorrer palidez das mucosas,
dispnéia, inapeténcia, regurgitacdo e morte
(Atkinson et al., 1995).

A ocorréncia e as conseqliéncias de
infeccbes por Plasmodium em seus
hospedeiros tém sido extensivamente
estudadas em aves de vida livre. Vérios
estudos sobre a ocorréncia do plasmédio
em aves tém sido realizados em vérias
partes do mundo, incluindo América do
Norte, América do Sul, Europa, Asia e Africa
(van Riper 1ll, 1994; Deviche et al., 2001,
Waldenstrom et al.,, 2002; Murata et al.,
2002). A maioria destes estudos utiliza
como método de diagnéstico o esfregaco
sanguineo para guantificar 0s
hemoparasitos. Nos ultimos anos, métodos
de diagndstico moleculares, com o objetivo
de detectar as infec¢Bes por malaria através
da investigacdo do DNA, vém sendo



utiizados para estudos epidemiolégicos
alcancgando resultados satisfatoérios.

Apesar do grande numero de estudos
relacionando a presenca de hemoparasitos
nas aves silvestres com os possiveis efeitos
negativos que estes podem produzir,
existem poucas informacdes sobre a
ocorréncia destes parasitos nas espécies da
familia Psittacidae e, principalmente, entre
as aves mantidas em condig¢8es de cativeiro
(Grim et al., 2003; Schrenzel et al., 2003).

Psitacideos mantidos em cativeiro podem
carregar agentes de doencas de &areas
territoriais distantes consistindo um risco
para a transmissao de doencgas emergentes.
O parasito pode ndo ser particularmente
patogénico para algumas espécies, mas
aves infectadas podem servir como
reservatério para infeccdes de espécies
mais vulneraveis (Ziman et al., 2004).

Algumas espécies de aves desta familia séo
consideradas animais de estimacao,
convivendo com seres humanos e outros
animais domeésticos. Além disto, aves em
cativeiro  tém sido  frequentemente
destinadas para a reintrodugdo em
ambientes naturais contribuindo para a
distribuicdo mundial de parasitos. Assim, &
necessario reconhecer a importancia dos
parasitos sanguineos, como as espécies de
Plasmodium, como potenciais agentes de
doengas infecciosas entre as aves de
cativeiro causando prejuizos econdmicos
para criatérios comerciais e danos para o
meio ambiente livre deste parasito.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1.PARASITOS SANGUINEOS DE AVES

Os hemoparasitos ou parasitos do sangue
podem causar extingdes de espécies de
aves (van Riper Il et al., 1986; Feldman et
al., 1995), além de afetar a sele¢édo sexual,
a coloragdo de plumagem e o estado
reprodutivo (Kirkpatrick e Ryan, 1991;
Ricklefs et al., 1992; Deviche et al., 2001).
Além disso, os individuos mais parasitados
podem ser mais susceptiveis aos
predadores e menos habeis para

estabelecer territérios (Anderson e May,
1979).

Ha varios anos, inimeros estudos tém sido
realizados em varias regides do mundo
sobre a ocorréncia e prevaléncia de
parasitos sanguineos de aves (Greiner et
al., 1975; Gutierrez, 1989; Bennett et al.,
1991; Young et al., 1993; Muratta et al.,
2002; Valkiunas et al., 2004; Reullier et al.,
2006). No Brasil, a deteccdo de
hemoparasitos de aves por microscopia
optica (M.O.) foi realizada no estado do
Para por Lainson et al. (1970), no estado de
Sao Paulo por Bennett et al. (1980),
Woodworth-Lynas et al. (1989) e Adriano e
Cordeiro (2001). Sebaio em 2002 verificou a
ocorréncia de hemoparasitos em aves de
Mata Atlantica do estado de Minas Gerais.

Entre os géneros do filo Apicomplexa mais
prevalentes encontram-se Haemoproteus,
Plasmodium, Leucocytozoon e
Lankesterella (Bennett e Borrero, 1976;
Julian e Galt, 1980; Hopinks et al., 1990;
Garvin et al., 1993). O parasito do género
Trypanosoma, assim como os filarideos,
ocorrem com freqliéncia em aves silvestres
e domésticas (Bennett e Borrero, 1976;
Garvin et al., 1993; Holmstad et al., 2003;
Matta et al., 2004).

Plasmodium, Haemoproteus e
Leucocytozoon tém sido documentados em
varias partes do mundo associados a
presenca de vetores das familias Culicidae
e Simulidae (Greiner et al., 1975). O
Haemoproteus e o0 Leucocytozoon séo
considerados hospedeiro-especificos em
nivel de familia ou subfamilia (Bennett et al.,
1982).

O Haemoproteus é um hemoparasito de alta
ocorréncia em algumas espécies de aves.
Adriano e Cordeiro (2001) relataram
ocorréncia de 90% de pombos infectados
por Haemoproteus columbae na cidade de
Junqueiropdlis/SP.  Grande parte das
infecgBes é assintomatica e quando ocorre
manifestagdo clinica, na maioria dos casos,
estd relacionada com a ruptura dos
eritrécitos levando a um quadro de anemia
(Garnham, 1960).
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O Leucocytozoon é um parasito exclusivo
de aves domésticas e silvestres. As
espécies patogénicas podem causar sinais
clinicos caracterizados por emaciagao,
anemia, sonoléncia, convulsdo e coma.
Quando o parasitismo é elevado pode-se
observar a morte do animal (Garnham,
1960).

O Trypanosoma avium, assim como outros
membros pertencentes a este género, sdo
conhecidos como causadores de patologias
no homem e animais, mas existem poucas
evidéncias sobre a sua patogenicidade em
aves (Baker, 1976).

Os filarideos séo nematddeos transmitidos
pelos mosquitos da familia Culicidae. Os
vermes adultos vivem e amadurecem em
cavidades do corpo, incluindo o olho,
cérebro, sistema respiratério e
cardiovascular, alguns produzem ndodulos
subcutaneos (Garnham, 1960).

2.2.PLASMODIOS AVIARIOS

Os plasmoddios aviarios sdo considerados
parasitos de grande importancia por serem
utilizados extensivamente como modelos
ecoldgicos de sistemas hospedeiro/parasito
(Hamilton e Zuk, 1982; Atkinson e van Riper
lll, 1991), além de servirem como modelo
para o estudo da malaria humana. Assim, o
ciclo completo de desenvolvimento dos
plasmddios foi primeiramente determinado
pelo estudo da malaria aviaria. Segundo
Lucena (1939), foi na terapéutica da malaria
humana que o estudo da malaria aviaria
alcangou maior prestigio com experimentos
para verificar a atividade do cloridrato de
quinina sobre o Plasmodium praecox, que
acomete aves, conforme descrito por
Kopenaris em 1911. Por outro lado, uma
consideravel parte do que se sabe hoje
sobre a malaria aviéria surgiu de trabalhos
sobre as espécies de Plasmodium em
mamiferos (van Riper Il et al., 1994).

Os parasitos do género Plasmodium podem
ser transmitidos com relativa facilidade entre
0os hospedeiros a partir do repasto
sanguineo de vetores, geralmente dipteros
ornitofilicos da familia Culicidae, e
principalmente dos géneros Culex, Aedes e
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raramente do género Anopheles, com
consequente inoculacdo de esporozoitos.
Estudos baseados na transmissdo do
parasito por passagens sanguineas tém
demonstrado que muitas espécies de
Plasmodium de aves possuem uma ampla
variedade de hospedeiros, o que resulta em
uma rejeicdo a filosofia “um hospedeiro —
um parasito”, anteriormente utilizada por
muitos taxonomistas (van Riper Il et al.,
1994). Baseada em métodos moleculares
esta filosofia tem sido re-interpretada.
Estudos filogenéticos demonstram que ha
uma troca freqiiente de hospedeiros durante
a evolugdo do parasito. Assim, foi
observado que uma linhagem de parasito
pode infectar mudltiplas espécies de
hospedeiros (Waldenstrom et al., 2002).

Quatro subgéneros de Plasmodium séo
descritos: Haemamoeba, Giovannolaia,
Novyella e Huffia.

O subgénero Haemamoeba compreende
espécies com esquizontes eritrociticos
grandes e arredondados, gametdécitos
arredondados e  esquizogonia  exo-
eritrocitica no sistema fagocitico
mononuclear. E  representado  pelas
espécies P. relictum, P. matutinum, P.
cathemerium e P. giovannolaia que infectam
passeriformes e s8o experimentalmente
infectantes para candrios. As espécies P.
gallinaceum, P. durae e P. griffithsi, que séo
parasitos de aves galliformes, infectam
experimentalmente galinhas (Garnham,
1960). O grupo de parasitos encontrados
nos passeriformes e galliformes séo
transmitidos pelos culicideos.

O subgénero Giovannolaia compreende
parasitos com esquizontes eritrociticos de
tamanhos moderados a grandes,
gametdcitos alongados e a esquizogonia
exo-eritrocitica que ocorre no sistema
fagocitico mononuclear. A forma alongada
dos gametdcitos permite a diferenciagédo
entre 0s subgéneros Giovannolaia e
Haemamoeba As principais espécies
representantes deste subgénero sao: P.
circumflexum e P. polare que infectam
passeriformes. As espécies que ocorrem em
galliformes inclue o P. lophurae, P.
gundersi, P. durae, P. fallax, P. Garnhami,



P. pinotti e P. formosanum. (Garnham,
1960).

O subgénero Novyella inclui espécies com
esquizontes pequenos com NoO mMaximo oito
merozoitos e gametdcitos alongados: Os
estagios assexuados possuem  pouco
citoplasma. As espécies podem ser
divididas de acordo com seus hospedeiros
vertebrados. Nos passeriformes as espécies
encontradas sao o P. vaughani, P. rouxi, P.
nucleophilum e P. hexamerium. Nos
Galliformes a espécie encontrada é o P.
juxtanucleare (Garnham, 1960).

O subgénero Huffia é facilmente
reconhecido por suas diferencas na
esquizogonia  exo-eritrocitica, possuem
esquizontes  eritrociticos  relativamente
pequenos, com dez ou menos merozoitos,
gametdcitos alongados e esquizogonia exo-
eritrocitica profusa e continua nas células
do sistema hematopoético, particularmente
nas células precursoras dos eritrocitos. As
espécies caracteristicas sédo o P. elongatum
e o P. huffia que parasita os tucanos
(Garnham, 1960).

Através da classificacdo dos plasmédios em
subgéneros fica mais facil a identificacéo
das espécies através da analise morfoldgica
em esfregacos sanguineos realizado por
microscopia Optica. Atualmente acredita-se
que 32 espécies de Plasmodium de aves
sejam vdlidas (van Riper Il et al., 1994).

A classificacdo das  espécies de
Plasmodium nos subgéneros proposta por
Garnham (1960) tem sido questionada por
alguns pesquisadores de plasmddios
aviarios (Greiner et al., 1975; Bennett et al.,
1982) que advertem sobre a necessidade
de uma maior compreenséo sobre os ciclos
de vida, hospedeiros e vetores para
determinar quais dos subgéneros propostos
sdo validos.

2.2.1.PATOLOGIA DA INFECCAO POR
PLASMODIUM EM AVES

Estudos sobre a patologia provocada pelos
parasitos da maldria em aves apresentam
resultados variados e, as vezes,

inconclusivos. Esses protozoarios parecem
ter relagdo comensal com a maioria de seus
hospedeiros apresentando patogenicidade
somente sob circunstancias especiais
(Julian e Galt, 1980).

Em particular, o Plasmodium pode ter um
forte impacto negativo em seus hospedeiros
especialmente quando a espécie de ave é
exposta a este parasito pela primeira vez
(van Riper Il et al., 1986). A recuperacgéao de
uma infeccdo aguda por malaria pode
beneficiar um individuo e conferir resisténcia
a re-infeccdo com isolados homologos do
parasito. A resisténcia a infeccdo de
parasitos sanguineos em aves também
pode ser genética ou pode variar em certas
localidades. A resisténcia pode ainda estar
associada a idade (Schutler et al., 1995).

Segundo Garvin et al. (2003), a infec¢do por
Plasmodium pode tornar os hospedeiros
mais susceptiveis a fatores de mortalidade,
incluindo outros patdgenos e predadores.
Além disso, hospedeiros parasitados podem
se tornar menos habeis para estabelecer
territérios (Anderson e May, 1979). Apesar
das parasitoses serem responsaveis por
extingdes de espécies silvestres, a causa de
mortalidade s6 tem sido identificada a
posteriori (McCallum e Dobson, 1995).

A sintomatologia da infeccdo  por
hemoparasitos demonstra ser bastante
variavel, apresentando desde expresséo
assintomatica a casos de Obito. Essa
variacdo pode estar relacionada a diversos
fatores que influenciam o organismo da ave
infectada e que levam a um quadro de
imunodepresséo (Cubas, 1992). Observa-se
ainda que a gravidade da doenca esta
diretamente relacionada com o nivel de
parasitemia (Garnham, 1960). A maioria das
aves infectadas permanece ativa, nao
exibindo sinais de dor (Castle e
Christensen, 1990). Porém, Atkinson et al.
(2000) verificaram experimentalmente que
aves infectadas por P. relictum
apresentaram  significante  declinio no
consumo de alimentos e perda de peso
apés 60 dias de infeccdo. Estudos
realizados em laboratorio por Atkinson e van
Riper Il (1991), onde canérios, galinhas,
patos e perus foram infectados com
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Plasmodium spp., mostraram que os efeitos
patolégicos da infeccdo sobre os
hospedeiros estao associados tanto com os
estagios teciduais como eritrociticos do
parasito.

Aves infectadas por Plasmodium spp.
podem apresentar uma fase crbnica ou
latente de infeccdo, na qual a resposta
imune tenha reduzido a parasitemia a niveis
bastante baixos e as aves sobreviventes
apresentam, portanto, pouco ou nenhum
sinal de infeccdo. Assim, as aves podem
permanecer infectadas por toda a vida,
resistindo a recaidas periddicas que sao
controladas por interagfes complexas entre
a resposta imune do hospedeiro e o
estresse fisiologico (Atkinson e van Riper lll,
1991). Essas infec¢bes crbnicas que
acometem a grande maioria das aves sao
dificeis de serem detectadas através do
exame de esfregagos sanguineos a menos
gue ocorra uma reativacdo por atividade
hormonal ou estresse fisiolégico e ambiental
(Atkinson e van Riper Ill, 1991).

Estudos sobre a defesa imune contra
hemoparasitos sugerem que a resposta
imunoldgica varia entre as espécies e assim
poderia afetar na aptiddo de cada uma
selecionando-as de maneira a contribuir
para uma maior abundancia de uma espécie
em relacdo a outra (Lee et al., 2006). Os
parasitos tém potencial para influenciar a
mortalidade e  reprodu¢cdo  podendo
representar importante fator de selecao
entre as aves.

A malaria aviaria € uma doenca de aves de
vida livre e aves mantidas em condi¢bes de
cativeiro (Grim et al., 2003). A malaria em
aves de cativeiro vem sendo identificada
como a causa de morte na presenca de
sinais clinicos como anorexia, depresséo,
dificuldade respiratéria e com parasitemia
alta. Os sinais post-mortem incluem
esplenomegalia, edema pulmonar,
hidropericardio e presenca do parasito no
sistema reticulo-endotelial (Grim et al.,
2003). Aves em cativeiro apresentam com
frequéncia alteragbes reprodutivas, sendo
relacionadas na maioria das vezes, as
condigbes estressantes que sédo
submetidas. Um estudo realizado por

14

Marzal et al. (2004) revela que o parasitismo
por maldria pode influenciar o sucesso
reprodutivo das aves devido a alteragdo da
dindmica do sistema imune causada pela
infeccgéo.

Um grande problema relacionado com
infecgbes por Plasmodium em aves de
cativeiro é a impossibilidade de saber se a
ave foi infectada antes ou apds sua entrada
no cativeiro. Como medida de controle, é
essencial que as aves destinadas ao
cativeiro sejam submetidas a um periodo de
qguarentena antes da sua entrada nos
recintos (Ziman et al., 2004).

A ocorréncia do parasito é afetada pela
capacidade do hospedeiro para igualmente
repetir a infecgdo parasitaria ou controlar a
infeccdo ja estabelecida (Atkinson e van
Riper 111, 1991).

2.3.METODOS DE DIAGNOSTICO
2.3.1. ESFREGACO SANGUINEO

Varios estudos sobre ocorréncia de
parasitos do sangue de aves tém sido
realizados. A maior parte das pesquisas se
concentrou em regides especificas da Asia
(Murata et al., 2002), Africa (Seghal et al.,
2005), Europa (Scheuerlein et al., 2004).
Nas Américas, os trabalhos se concentram
na América do Norte (Deviche et al., 2001;
Bennett et al., 1991) e América do Sul
(Valkiunas et al., 2004; Matta et al., 2004).

No Brasil, os estudos mais recentes foram
realizados por Adriano e Cordeiro (2001),
Woodworth-Lynas et al. (1989) e Bennett e
Souza (1980), todos no estado de Séo
Paulo. No estado de Minas Gerais, Sebaio
et al. (2002) encontraram baixa ocorréncia
de hemoparasitos (15,8%) em aves
localizadas na Mata Atlantica quando
comparadas as regides temperadas.

Estes estudos que
ocorréncia e/ou a parasitemia de
plasmoédios  aviarios e de  outros
hemoparasitos de aves utilizaram como
método de diagnéstico o esfregaco
sanguineo. Este método busca quantificar

investigaram a



0s hemoparasitos através da observacéo de
um determinado ndmero de campos
microscopicos e/ou periodo de tempo do
exame fornecendo uma estimativa do
ndmero de parasitos (van Riper Il et al.,
1986).

A analise de esfregagos sanguineos para se
estimar o ndmero de eritrdcitos infectados
ndo fornece determinacdo precisa do
ndmero de parasitos presentes. Além disso,
um periodo preestabelecido de tempo para
0 exame dos esfregagos pode ndo ser uma
estimativa confidvel do numero total de
eritrécitos examinados (Godfrey et al.,
1987).

A deteccdo direta de parasitos em
esfregacos sanguineos nao € uma tarefa
facil durante as fases cronicas ou latentes,
que correspondem a situacdo da maioria
das aves infectadas (Atkinson e van Riper
[ll, 1991). Outra desvantagem do esfregaco
sanguineo é que, por se tratar de um
método muito trabalhoso, requer técnicos
treinados capazes de examinar um ndmero
elevado de esfregacos por dia (Barker et al.,
1992). Apesar das desvantagens
apresentadas pelo método, ele ainda é
considerado essencial para a detec¢do do
parasito na ave, sendo utilizado
extensivamente como método de
diagnéstico padréao.

2.3.2. TECNICA MOLECULAR

Nos ultimos anos, foram realizados esfor¢cos
consideraveis na tentativa de desenvolver
métodos de diagnostico para deteccdo de
infeccbes por malaria baseados na
investigagdo do DNA do parasito.

Técnicas moleculares permitem 0
processamento de um numero elevado de
amostras por dia, por um Uunico técnico
treinado, tornando tais métodos adequados
para estudos epidemiolégicos e para
diagndsticos de rotina (Barker et al., 1992).
A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
€ um desses métodos de diagndstico. Este
método usa o conhecimento da variagao
das seqléncias para detectar
especificamente linhagens diferentes de
parasitos. A amplificagdo de uma seqiiéncia

genbmica especifica através da PCR para
estudos epidemiolégicos €  bastante
conveniente por se tratar, na maioria dos
casos, de quantidades limitadas de

amostras disponiveis (Henning et al., 1999).

As pesquisas tém demonstrado que a PCR
€ uma técnica mais sensivel do que o
exame  microscopio de  esfregacos
sanguineos para a detec¢do de Plasmodium
spp. no sangue de mamiferos, répteis e
aves (Feldman et al., 1995; Perkins et al.,
1998; Ribeiro et al., 2005).

Alguns protocolos de PCR sdo sensiveis
para detectar infecgdes com concentracdes
de DNA do parasito correspondente a um
eritrocito  infectado em 100.000 n&o
infectados (Waldenstrom et al., 2002; Fallon
et al., 2003).

Muitos  protocolos de PCR foram
desenvolvidos a partir de seqiéncias
conservadas do Plasmodium e assim
amplificam este género (Richard et al.,
2002). Richard et al. (2002) fizeram uma
comparacdo entre quatro protocolos de
PCR para a detec¢do de Plasmodium spp.
em aves, entre eles os descritos por
Feldman et al. (1995) e por Bensch et al.
(2000). Os autores demonstram que alguns
protocolos podem funcionar bem em
determinadas circunstancias, mas podem
também néo funcionar em outras.

A maioria dos estudos baseados na técnica
de PCR para a deteccdo de Plasmodium em
aves utilizam iniciadores que visam
amplificar uma regido do gene codificador
do RNA ribossomal do parasito,
especificamente uma regido da subunidade
menor 18S (18S rRNA) (Feldman et al.,
1995). Existem ainda iniciadores
desenvolvidos com base em regides
conservadas do gene do citocromo b
(Bensch et al., 2000).

A técnica de PCR pode ser utilizada na
caracterizacdo de diferentes populacfes de
plasmodios  em aves naturalmente
infectadas. Além disso, pode fornecer
diagndsticos rapidos e confiaveis mesmo
guando determinada amostra apresentar
baixos niveis de parasitismo ou encontrar-
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se infectada por mais de uma espécie de
parasito. E considerado um método muito
eficiente e com maior acuracia (Richard et
al., 2002).

Através de métodos moleculares e analise
filogenética é possivel relacionar
molecularmente as varias espécies de
plasmaddios que infectam mamiferos, aves e
répteis. Recentemente, varios estudos
baseados na analise molecular do parasito
causador da maléria aviéria, revelaram uma
rigueza de diversidade genética entre as
linhagens do parasito que ndo sao
aparentes em sua morfologia (Bensch et al.,
2000; Ricklefs e Fallon, 2002).

3. OBJETIVOS
3.1.OBJETIVO GERAL

Determinar a ocorréncia de Plasmodium spp
em aves silvestres brasileiras da familia
Psittacidae mantidas em cativeiro em duas
regibes diferentes do Brasil através de
métodos de diagndstico direto.

3.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar o] parasitismo por
Plasmodium spp. em psitacideos
através de exame microscopico de
esfregagos sanguineos;

e Extrair DNA a partir de sangue total de
psitacideos mantidos em cativeiro;

e Detectar a infec¢do por Plasmodium
spp. em psitacideos utilizando a PCR
para amplificacdo especifica do gene
que codifica a subunidade menor do
rRNA (18S r RNA);

e Comparar os resultados obtidos pela
técnica de PCR e o exame direto de
esfregacos sanguineos para detecgdo
da infeccdo por Plasmodium sp em
psitacideos no Brasil;

e Correlacionar a frequéncia de
Plasmodium as dietas das aves;
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e Verificar a possivel variagdo sazonal do
parasitismo entre psitacideos mantidos
em cativeiro;

e Caracterizar molecularmente as
diferentes amostras de Plasmodium que
infectam naturalmente psitacideos em
cativeiro através do seqlienciamento do
gene 18S rRNA dos parasitos e
comparar com as seqlUéncias ja
depositadas no GeneBank.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. ORIGEM DOS ANIMAIS ANALISADOS

4.1.1. FUNDACAO ZOOBOTANICA DE
BELO HORIZONTE (FZB-BH)

Foram coletadas amostras de sangue de
psitacideos da Fundacdo Zoobotanica de
Belo Horizonte, Minas Gerais, localizada a
avenida Dr. Otacilio Negrdo de Lima, n°
8000, bairro Pampulha. A FZB-BH é
formada por um zooldgico dividido pelas
Secdes de Répteis, Aves, Mamiferos,
Veterinaria, Nutricdo e Fazenda Educativa,
Enriquecimento Ambiental e
Condicionamento Animal.

A Secéo de Aves mantém em cativeiro 600
individuos classificados em 139 espécies,
33 familias e 16 ordens. Possui uma infra-
estrutura composta por 82 recintos em area
de exposicdo distribuidos ao longo do
Parque da seguinte forma

e Lago dos Cisnes;

e Recintos: Urubu-rei, Garca faceira,
Tucano-agu;

e Area dos passaros coloridos, que
compreende 21 recintos;

Pracga das Aves, que possui 52 recintos;

Lago dos Flamingos, com mais 4
ambientes para as aves.

Para dar suporte a area de exposicdo, a
Secao mantém um Setor-Extra de Aves que
compreende 42 recintos. Todos os recintos



possuem telas metdlicas, as aves tém
acesso livre ao solo que, na grande maioria,
€ coberto por cimento ou areia. Toda esta
estrutura € mantida por um bidlogo, um
técnico agricola e nove tratadores que
trabalham diariamente na manutencdo e
conservacdo das aves em cativeiro. A
higienizagdo dos recintos € realizada
diariamente, bem como a limpeza dos
vasilhames de alimento e 4&gua. A
alimentacio € a base de racéo
industrializada com complementacdo de
frutas.

4.1.2. VALE VERDE PARQUE ECOLOGICO
(VVPE)

Foram utilizadas aves da espécie Amazona
aestiva do plantel do Vale Verde Parque
Ecolégico (VVPE) que esta localizado
proximo ao quilometro 39 da rodovia MG 50,
no bairro de Viandpolis, regido rural do
municipio de Betim — MG.

O local é um parque zooldgico
especializado em aves com cerca de 1.000
animais das mais variadas ordens e um
criatério de Psitaciformes. O VVPE possui
uma é&rea de aproximadamente 20 ha.,
cercado por canaviais e uma reserva
florestal, além de duas lagoas com cerca de
12.000 m”® de lamina d'agua. O criatério
comercial do VVPE esta localizado no terco
final da propriedade, em uma area de cerca
de 10.000 m® Possui um plantel de aves
silvestres nacionais da familia Psittacidae, a
grande maioria, pertencentes a espécie
Amazona aestiva conhecida popularmente
por papagaios verdadeiros.

Os animais sdo alocados em viveiros tipo
gaiolas suspensas, portanto ndo tém acesso
ao chéo diminuindo os riscos sanitérios. Os
viveiros sdo de tela metdlica soldada e
formato retangular (2,5 m. de comprimento x
15 m de altura de 1,5 m de largura),
suspensos sobre estrutura metalica a 1,0 m.
do chdo. O manejo é feito duas vezes ao
dia. Nesta rotina, agua e comida sao
renovados, bem como sdo executadas
rotinas de higiene.

A alimentacdo é feita através de racbes
extrusadas que oferecem a totalidade dos
nutrientes necessarios, além de outros

alimentos como frutas, legumes, verduras e
sementes, numa proporcdo de cerca de
10% a 15% do consumo diario de comida.
A 4gua é oferecida ad libitum.

4.1.3.ZO0OLOGICO DO MUNICIPIO DE
FORTALEZA (Zoo CE)

Foram coletadas amostras de aves
pertencentes a dois zooldgicos da regido
metropolitana de Fortaleza, o Zooldgico
Municipal de Fortaleza e o Parque
Ecoldgico Ecopoint (Zoo CE). As aves, nos
dois zooldgicos, sdo alojadas em recintos
fechados. As aves possuem contato com o
chao que é coberto de areia. A limpeza dos
recintos é realizada diariamente.

Os psitacideos ficam agrupados nos
recintos de acordo com o tamanho da
espécie, ou seja, araras, papagaios e
periquitos. No Zooldgico Municipal de
Fortaleza existem aproximadamente sete
espécies de psitacideos, enquanto que no
zoolégico Ecopoint as aves estdo
distribuidas em seis espécies da familia
Psittacidae.

Ha uma lagoa a 500 metros de distancia
dos recintos do Zooldgico Municipal. No
Zoologico Ecopoint existem recintos com
tanques de agua que s&o higienizados em
dias alternados, a lagoa mais proxima
localiza-se a 1 km de distancia do zoolégico.
A alimentacdo é composta por racédo, assim
cCOmoO nos outros criatérios, baseada em
uma mistura de sementes e frutas que séo
fornecidos diariamente. A agua é oferecida
ad libitum.

4.1.4. DESCRICAO DAS AMOSTRAS DE
AVES ANALISADAS

Foram analisadas 127 aves pertencentes a
familia Psittacidae totalizando 21 espécies
distribuidas em 10 diferentes géneros. Das
127 aves, 41 pertenciam a FZB-BH, 54 ao
VVPE e 32 ao Zoo CE. As 54 aves
pertencentes ao VVPE eram todas da
espécie Amazona aestiva (Tabela 1). Para a
FZB-BH e Zoo CE outros géneros e
espécies foram amostrados
apresentado na Tabela 1
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Tabela 1: Géneros e espécies das aves examinadas por localidade estudada.
p . . . N° de aves
Area Género Especie Nomes populares examinadas
Amazona amazonica Papagaio do mangue 5
Amazona Amazona festiva Arara colar 1
Amazona rhodocorytha  Papagaio do Espirito Santo 1
Amazona xanthops Papagaio galego 2
Anodorphynchus  Anodorphynchus Arara azul 2
hyacinthinus
Ara Ara ararauna Arara canindé 10
Ara macao Arara piranga 1
FZB-BH Deroptyus Deroptyus accipitrinus  Anaca 1
Graydilascalus Graydilascalus Curica verde 1
brachyurus
Nandayus Nandayus nenday Principe negro 5
Pionus Pionus maximilliani maritaca 2
Pionus maximilianus ~ maitaca 5
Pionopsitta Pionopsitta pileata Cuid-cuiu 1
Propyrrhura Propyrrhura auricollis ~ Arara de colar 1
Propyrrhura maracana Arara maracana 3
VVPE Amazona Amazona aestiva Papagaio-verdadeiro 54
Zoo CE  Amazona Amazona aestiva Papagaio-verdadeiro 19
Amazona amazonica Papagaio do mangue 6
Amazona farinosa Papagaio moleiro 2
Ara Ara chloroptera Arara vermelha 1
Aratinga Aratinga cactorum Ararinha do sertao 1
Aratinga jandaya Jandaia-verdadeira 3
TOTAL 127
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4.2. COLETA DE MATERIAL

Amostras de sangue foram coletadas de
127 aves silvestres da familia Psittacidae
que compfem o plantel da FZB-BH, da
fazenda VVPE e do Zoo CE. Os animais
foram retirados de seus viveiros com o
auxilio de um puga e contidos quimicamente
pelo uso de agente anestésico volatil

(Isofluorano) através de uma mascara facial.
Esta medida visou tornar mais facil a
manipulacdo da ave e, a0 mesmo tempo,
tornou o procedimento menos traumatico
(Figuras 1 e 2).

As aves foram pesadas e passaram por um
exame clinico padréao.

As mesmas aves pertencentes a FZB-BH
foram avaliadas por dois periodos, de
agosto a setembro e de janeiro a fevereiro,
correspondendo aos periodos de seca e
chuva, respectivamente.

Foram coletados aproximadamente 100l
de sangue periférico colhido a partir do corte
superficial de uma unha da ave (Figuras 3 e
4), o qual se destinou parte a confeccéo
imediata de esfregacos  sanguineos
totalizando trés esfregacos por animal. O
restante foi adicionado em tubo contendo
EDTA mantidos sob refrigeracdo para
posterior extracdo de DNA (Figuras 3 e 5).

O presente projeto foi aprovado pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal da
UFMG

(registro n.° 149/05)

Figura 2: Obtencédo da amostra de sangue para confeccao dos esfregagos sanguineos e para a

extracdo do DNA
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4.2.1. ESFREGACOS SANGUINEOS

Os esfregacos sanguineos foram
preparados no local da coleta (Figura 3),
seca ao ar e no Laboratério de Maléria do
Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG
(ICB) foram fixados em metanol por 5
minutos e, em seguida, corados com
solugdo de Giemsa 10% para a pesquisa
direta de hemoparasitos. Os esfregacos
foram examinados exaustivamente. O re-
exame dos esfregacos sanguineos foi
realizado por microscopia Optica (M.O.)
apos a positividade observada pela PCR e a
densidade de Plasmodium spp. foi
guantificada apdés a observacdo de 200
campos microscopicos (aproximadamente
150 eritr6citos/campo) em aumento de
1000X usando 6leo de imerséo.

4.2.2. EXTRACAO DO DNA

A extracio do DNA foi realizada
empregando-se o Kit Wizard® Genomic

DNA Purification (Promega MA, EUA). Vinte
microlitros de sangue que estavam em
tubos com EDTA foram adicionados a tubos
de microcentrifuga de 1,5 ml contendo 300
pL de solugédo de lise celular permanecendo
por 20 minutos a temperatura ambiente. Foi
adicionado 1,5 pL de solucao de RNase A
(4 mg/ml) a cada tubo contendo as
amostras, em seguida foram incubados a
37C em banho—maria por 15 minutos, apés
o resfriamento a temperatura ambiente,
foram adicionados 100uL de solucdo de
precipitacdo de proteina. Os tubos foram
homogeneizados por 20 segundos e
centrifugados a 13.000 - 16.000g por 3
minutos a temperatura ambiente.

Em seguida, o sobrenadante foi transferido
para um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL
contendo 300 pL de isopropanol. Os tubos
foram invertidos gentimente até o
aparecimento de fitas brancas de DNA e
centrifugados por 1 minuto a 13.000 -16.000
g a temperatura ambiente. Apds descartar o
sobrenadante foram adicionados 300
microlitros de etanol 70% para a lavagem do
sedimento e remogédo de tracos de sal. Os
tubos foram novamente centrifugados por 1
minuto a 13.000 -16.000 g, o liquido
sobrenadante foi desprezado e escorrido
em papel absorvente. Um volume de 50 pL
de solucgédo de rehidratacdo de DNA (10 mM
Tris-HCI, pH 7,4; 1 mM EDTA, pH 8,0) foi
adicionado por tubo para ressuspenséo do
DNA. O DNA foi armazenado a 4C até o
momento da amplificagao.

4.2.3. AMPLIFICACAO DO
PELA PCR

DNA-ALVO

A amostras do DNA foram processadas por
nested PCR (nPCR) para amplificacdo do
gene estrutural 18S rRNA executada de
acordo com Ribeiro et al. (2005). Na
primeira reagdo de amplificacdo, foram
utilizados  iniciadores  Plasmodium -
especifico (rPLU 1 e rPLU 5), sendo o
produto desta reacgdo utilizado como “DNA-
molde” para uma segunda reacdo de
amplificacdo, com iniciadores também
género-especifico (rPLU 3 e rPLU4) (Figura
5).

As sequéncias dos iniciadores utilizados
foram as seguintes

rPLUL1 — 5 - TCAAAGATTAAGCCATGCAAGTGA -3

rPLUS — 5 - CCTGTTGTT GCCTTAAACTCC -3

rPLU3 — 5 - TTT TTATAAGGATAACTACGGAAAAGCTGT -3’
rPLU4 — 5 - TACCCGTCATAGCCATGTTAGGCCAATACC -3

Na primeira reacdo de amplificacdo, cada
tubo recebeu 5 pl do “DNA -molde” e 20 pl
de tampao de reagdo contendo 10 mM Tris
HCI, pH 8,5, 50 mM KCI; 4mM MgCl,
(PHONEUTRA); 200 uM dNTP; 2,5 U Taq
DNA polimerase; 15pm/ul de cada iniciador

e agua ultra pura estéril. Para evitar a
evaporacao dos reagentes foi adicionado
uma gota de 6leo mineral extra-puro.

O programa da primeira amplificagdo
consistiu de 40 ciclos de desnaturacdo a
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94C por 30 segundos, seguida de
anelamento a 53C por 1 minuto e extensao
a 72T por 1 min. A desnaturacao inicial
ocorreu a 94C por 4 min e a extensao final
a 72C por 4 min, finalizando com
temperatura de 4.

Na segunda reacdo de amplificagdo, cada
tubo recebeu a mesma composicao descrita
anteriormente  modificando apenas a
temperatura de anelamento que foi de 62<C.

Os controles positivos utilizados nas
reacbes de PCR compreenderam DNA
genbmico de Plasmodium berghei (obtidos

de sangue de camundongos
experimentalmente  infectados) e de
Plasmodium gallinaceum (obtidos de

pintinhos infectados experimentalmente e
gentilmente cedido pelo professor Dr. Paulo
Pimenta do Laboratério de Entomologia
Médica do Centro de Pesquisa René

rPLU1
(30)

Rachou (CPgRR), Belo Horizonte). Os
controles negativos foram amostras de DNA
obtidas de sangue de pintinhos mantidos
livres de infeccdo (gentiimente cedido pelo
professor Dr. Nelson Rodrigo da Silva
Martins da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte).

Os produtos de 210 pb a 300 pb da reacéo
foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) 6%, nao
desnaturante, em tampao TBE 1X. Os géis
de poliacrilamida foram fixados em solugéo
de élcool etilico 10% e &cido acético 0,5%,
corados em solucdo de nitrato de prata e os
fragmentos de DNA evidenciados quando
em solugdo reveladora de hidroxido de
s6dio e formaldeido (Sanguinetti et al.,
1994).

Gene 18S rRNA

4—
(1670)
12 reacdo rPLUS
Produto de 1640 pb
rPLU3

(130)

22 reacao

(370)
rPLU4

Produto de 210-310 pb

Figura 5: Desenho esquemaético da regido de anelamento dos iniciadores da nested PCR e o
tamanho dos fragmentos amplificados. Os nimeros nos parénteses indicam as posi¢des dos
oligonucleotideos no gene da 18S rRNA de Plasmodium
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4.2.4. SEQUENCIAMENTO

Os produtos da nPCR de 10 amostras
positivas foram purificados a partir do gel de
agarose 1,5% utilizando o Kit de purificagédo
de gel Amersham (Biosciences). As
amostras foram obtidas a partir do corte das
bandas formadas no gel colocadas em
tubos de microcentrifuga, pesadas e, para
cada 10 mg de peso do gel, adicionou-se 10
pL de solucdo tampdo. Em seguida, os
tubos foram vortexados vigorosamente,
incubados a 60°C por 5-15 minutos até a
dissolugdo completa do gel de agarose e
centrifugada. A amostra foi transferida para
purificacdo em uma coluna GFX. Apés a
transferéncia da amostra, incubou-se a
temperatura ambiente por 1 minuto,
centrifugou-se por 30 segundos e o liquido
presente no tubo coletor foi descartado. A
coluna GFX foram adicionados 500 pL de
solugdo de lavagem (10mM Tris-HCL pH
8.0, 1mM EDTA) centrifugando por 30
segundos. Novamente o] liquido
remanescente  no tubo coletor foi
descartado. A coluna GFX foi acoplada a
um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml. Trinta
microlitros de solugcdo tampado (10 mM Tris-
HCL pH 8.0, TE pH 8.0) foram adicionados
diretamente & coluna GFX. Finalmente,
apoés incubar por 1 minuto a temperatura
ambiente e centrifugar por 1 minuto, obteve-
se 0 DNA purificado no tubo de
microcentrifuga.

O sequenciamento foi realizado de acordo
com o DYEnamic™ ET dye terminator kit
(Amershan Biosciences) em tubos de
microcentrifuga de 0,5mL ou placas de
seqiienciamento (96 pogos) com um volume
final de 10 pL contendo 0,5 pM do iniciador
rPLU3 direto 5’ -
TTTTTATAAGGATAACTACGGAAAAGCTGT-
3) ou reverso rPLU4(5'-
TACCCGTCATAGCCATGTTAGGCCA

ATACC - 3’) 200ng de DNA plasmidial, 4 pL
de ETkit (premix para seqiienciamento) e
agua ultra pura suficiente para completar o
volume. As reacgbes foram realizadas em um
termociclador com 30 ciclos a 95°C por 20
segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C
por 1 minuto. Posteriormente, 0s
nucleotideos nao incorporados foram

precipitados pela adigdo de 1uL de acetato
de amdnio (7,5M) e 25uL de etanol 95%,
apés incubagdo a 25°C por 15 minutos,
seguido de centrifugacdo a 4000g por 45
minutos a 25°C. O sobrenadante foi
descartado e 150uL de etanol 70%
adicionado as amostras seguindo-se de
uma centrifugacdo a 4000g por 15 minutos
a 25°C. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento re-suspendido por agitacdo em
vortex com 10uL do tampdo de re-
suspensao contendo 70% de formamida e
1mM de EDTA.

Os produtos do sequenciamento foram
submetidos a leitura no seqlenciador
automatico capilar MegaBACE 1000
sequencing system com uma inje¢do de 2
Kv por 100 segundos e corrida de 6 Kv por
230 segundos.

As sequéncias foram alinhadas e editadas
no programa Mega 3.0 (Kumar et al., 2004).
A definicdo da linhagem do parasito foi
baseada na divergéncia de 240
nucleotideos seqlienciados do gene do
parasito. Para comparacao, as sequéncias
de Plasmodium juxtanucleare (AF463507.1),
P. gallinaceum (M61723.1), P. lophurae
(X13706.1) da ordem dos galliformes, P.
cathemerium (AY625607.1) da ordem dos
passeriformes e P. falciparum (M19173),
foram incluidas nas andlises.

As sequéncias de nucleotideos foram
submetidas ao GenBank com numeros de
acesso: EF090273, EF090274, EF090275,
EF090276

4.3. ANALISES ESTATISTICAS

Todas as andlises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o programa Epi-info
version 6.03 (Center of Diseases Control,
Atlanta, GA). O teste de Qui-quadrado com
correcdo de Yates foi realizado para a
andlise e comparacao das freqiiéncias do
parasito nas aves do FZB-BH, VVPE e Zoo
CE. Este teste também foi utilizado para
verificar diferencas entre as ocorréncias de
Plasmodium spp para os periodos da seca e
chuva e de acordo com as caracteristicas
biolégicas como o sexo e a idade das aves.
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Valor de P < 0.05 foi considerado
estatisticamente significativo.

5. RESULTADOS
5.1.INFECCAO POR PLASMODIUM spp

5.1.1. EXAME MICROSCOPICO DE
ESFREGACOS SANGUINEOS

Em uma primeira etapa, determinou-se a
ocorréncia geral de infeccdo  por
Plasmodium spp. de acordo com a presenca
de formas eritrociticas do parasito
detectadas pela observacdo microscopica
de esfregacos sanguineos. Para isso,
analisaram-se somente as aves amostradas
na primeira coleta das duas coletas
realizadas na FZB-BH em comparacédo as
aves pertencentes ao VVPE e Zoo CE.

Do total de 127 esfregacos sanguineos
examinados, 31 apresentaram parasitos do
género Plasmodium, perfazendo, assim
uma ocorréncia total de 24,4 % (Figura 6).
As espécies que apresentaram maior
freqiéncia de individuos parasitados pela
andlise  microscopica de  esfregacos
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sanguineos foram Amazona aestiva (n =73)
(32,8%) e Ara ararauna (n=10) (30%).

N&o foi verificada diferenca significativa na
ocorréncia de infeccdo por Plasmodium
para cada uma das localidades estudadas
(22% para FZB-BH, 31% para VVPE e 18,8
% para Zoo CE) (Tabela 2).

E importante mencionar que o nivel de
parasitos detectado nos exames
microscopicos foi baixo (1-7 parasitos/200
campos microscopicos) sendo
frequentemente encontradas poucas formas
evolutivas dos parasitos (trofozoitos em sua
maioria), impossibilitando a identificacdo
especifica de acordo com as caracteristicas
morfolégicas dos mesmos.

Um exemplar de  microfilaria  foi
microscopicamente observado em
esfregacos de uma das aves amostradas
(Propyrrhura maracana) pertencente a FZB-
BH (Figura 7). Este foi o Unico
hemoparasito, além dos plasmaodios,
observado microscopicamente para todas
as 127 aves amostradas.



Figura 6: Esfregaco sanguineo corado com Giemsa obtido de Amazona aestiva, evidenciando
um trofozoito de Plasmodium spp. (aumento 1000X)

[ ‘“"“‘iﬂl-?if -i."'&-;_,',}ﬁ:

Figura 7: Exemplares de microfilarias observadas em esfregagos sanguineos corados com
Giemsa obtidos de Propyrrhura maracana (aumento 1000X).
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Tabela 2: Ocorréncia de Plasmodium spp. através do exame microscopico de esfregacos

sanguineos de psitacideos (2005)

Area Espécie N° aves _N°aves _ir_1d_ice de
examinadas infectados positividade (%)
Amazona amazonica 5 1 20
Amazona festiva 1 0 0
Amazona rhodocorytha 1 1 100
Amazona xanthops 2 1 50
Anodorphynchus 2 0 0
hyacinthinus
Ara ararauna 10 3 30
Ara macao 1 0 0
Deroptyus accipitrinus 1 1 100
Graydilascalus brachyurus 1 1 100
FZB-BH Nandayus nenday 5 0 0
Pionus maximillianii 2 0 0
Pionus maximilianus 5 0 0
Pionopsitta pileata 1 0 0
Propyrrhura auricollis 1 0 0
Propyrrhura maracana 3 1 33
TOTAL 41 9 22
VVPE Amazona aestiva 54 17 315
TOTAL 54 17 31,5
Amazona aestiva 19 5 26,3
Amazona amazonica 6 1 16,7
Zoo CE  Amazona farinosa 2 0 0
Ara chloroptera 1 0 0
Aratinga cactorum 1 0 0
Aratinga jandaya 3 0 0
TOTAL 32 6 18,8

5.1.2. DETECCAO DE PLASMODIUM PELA
NESTED PCR (nPCR)

A ocorréncia de plasmoédios também foi
determinada utilizando-se a amplificacao de
gene 18S rRNA para as 127 aves em trés
localidades distintas. Para isso, da mesma
forma como para o exame microscopico,

foram analisadas somente as aves
amostradas na primeira coleta realizada na
FZB-BH em comparacdo as aves

pertencentes ao VVPE e Zoo CE.

As frequéncias de infec¢des por plasmaédios
detectadas por PCR para as localidades
FZB-BH, VVPE e Zoo CE foram de 31,7%,
39% e 31,2% , respectivamente (Tabela 3).

Do total de 127 amostras de DNA, 44
apresentaram amplificacdo do DNA de
Plasmodium, perfazendo, assim uma
ocorréncia de 34,6%.

O género Plasmodium teve maior indice de
positividade em aves das espécies
Amazona aestiva (27/73) (36,9%), Amazona
amazonica (3/11) (27,3%) e Ara ararauna
(5/10) (50%) (Tabela 3). Entretanto, nao foi
verificada diferenca estatistica significativa
entre as ocorréncias de infec¢do para as
diferentes espécies de hospedeiros (p>
0,05).

A figura 8 ilustra um gel de poliacrilamida
6% no qual estdo os resultados obtidos a
partir da amplificacdo de amostras positivas
das diferentes &areas estudadas bem como
os controles positivos e negativosA figura 9
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ilustra um gel de poliacrilamida 6% no qual diferentes areas estudadas bem como os
estdo os resultados obtidos a partir da controles positivos e negativos.
amplificacdo de amostras positivas das

517 pb
344 pb
298 pb

220 pb

1- Padréo de peso molecular;

2- Controle positivo (P. berghei);

3- Controle positivo (P. gallinaceum);

4- Controle negativo (sangue de pintinho);
5,8, 9,10, 11, 12,13,14 - Amostras positivas;
6 e 7 - Amostras negativas.

Figura 8: Gel de poliacrilamida 6% mostrando os produtos de amplificacdo das amostras de
DNA por meio da amplificacao do gene 18S rRNA de Plasmodium spp. por nPCR.

Tabela 3: Ocorréncia de Plasmodium spp. em psitacideos através da nPCR. (2005)

Area Espécie N° aves N° aves Indice de
examinadas infectadas positividade (%)
Amazona amazonica 5 1 20
Amazona festiva 1 0 0
Amazona rhodocorytha 1 1 100
Amazona xanthops 2 1 50
Anodorphynchus hyacinthinus 2 0 0
Ara ararauna 10 5 50
FZB-BH Ara macao 1 0 0
Deroptyus accipitrinus 1 1 100
Graydilascalus brachyurus 1 1 100
Nandayus nenday 5 0 0
Pionus maximillianii 2 0 0
Pionus maximilianus 5 1 20
Pionopsitta pileata 1 0 0
Propyrrhura auricollis 1 0 0
Propyrrhura maracana 3 2 66,6
TOTAL 41 13 31,7
VVPE Amazona aestiva 54 21 38,9
TOTAL 54 21 38,9
Amazona aestiva 19 6 31,6
Amazona amazonica 6 2 33
Zoo CE Amazona farinosa 2 0 0
Ara chloroptera 1 0 0
Aratinga cactorum 1 1 100
Aratinga jandaya 3 1 33
TOTAL 32 10 31,3
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5.1.3. OCORRENCIA TOTAL OBTIDA
PELA CORRELACAO ENTRE EXAME
MICROSCOPICO DE ESFREGACOS
SANGUINEOS E nPCR

Considerando um total de 127 aves
analisadas (41 aves da FZB-BH (12 coleta),
54 aves do VVPE e 32 aves do Zoo CE), a
correlagdo dos resultados obtidos pelo
exame  microscopico de  esfregacos
sanguineos e pela andlise por nPCR
revelou uma ocorréncia total de 36 % de
aves infectadas pelo Plasmodium spp.
Como mostrado na tabela 5, a ocorréncia de
plasmaddio apresentou ampla variagdo entre
as espécies (0 a 100% de aves infectadas).
As espécies de aves com ocorréncia
relativamente alta de infeccdo por
plasmddios incluem: arara canindé (Ara
ararauna) com 60% (6/10) de infeccéo,
papagaios-verdadeiros (Amazona aestiva)
com 39% (28/73) e papagaios do mangue
(Amazona amazonica) com 30% (3/10)
(Figura 10). Nove espécies (43%) das 21
espécies da familia Psittacidae (Amazona
festiva (n=1), Ara macao (n=1), Nandayus
nenday (n=5), Pionus maximillianii (n=2),
Pionopsitta  pileata (n=1), Propyrrhura
auricollis (n=1), Amazona farinosa (n=2),
Ara chloroptera (n=1), Anodorphynchus

hyacinthinus (n=2) n&o apresentaram
parasitismo por Plasmodium. A figura 9
mostra 0s géneros de psitacideos
infectados por Plasmodium spp, detectadas
pela andlise simultanea por M.O. e PCR em
127 aves pertencentes a trés areas distintas
estudadas.

A ocorréncia total observada entre as
diferentes regifes foi: 34 % para FZB-BH e
Zoo CE e 39% para VVPE (Tabela 4)
(p>0,05).

Com relagdo a concordancia entre o0s
métodos utilizados, observou-se que houve
concordancia entre os resultados obtidos
pela microscopia Optica e os obtidos pela
PCR nos trés locais regifes estudados
(Coeficiente  Kappa= 0,56 (FZB-BH),
Coeficiente Kappa= 0, 83 (VVPE),
Coeficiente Kappa= 0, 51 (Zoo CE), p<0,05)
(Tabelas 5 a 7).

Da mesma forma, houve concordancia entre
a microscopia Optica e a PCR quando foram
analisados o0s resultados das 127 aves
estudadas (Coeficiente Kappa= 0, 71,
p<0,05) (Tabela 8).
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Tabela 4: Ocorréncia total de Plasmodium spp entre psitacideos da FZB-BH, VVPE e Zoo CE,
avaliada pela M.O. e PCR.

Area Espécies examinadas % Ocorréncia (n/+)

Amazona amazonica 20 (5/1)
Amazona festiva 0 (1/0)
Amazona rhodocorytha 100 (1/1)
Amazona xanthops 50 (2/1)
Anodorphynchus hyacinthinus 50 (2/1)
Ara ararauna 60 (10/6)
Ara macao 0 (1/0)

FZB-BH Deroptyus accipitrinus 100 (1/1)
Graydilascalus brachyurus 100 (1/1)
Nandayus nenday 0 (5/0)
Pionus maximillianii 0 (2/0)
Pionus maximilianus 20 (5/1)
Pionopsitta pileata 0 (1/0)
Propyrrhura auricollis 0 (1/0)
Propyrrhura maracana 66,6 (3/2)
Ocorréncia total 34 (41/14)

VVPE Amazona aestiva 39 (54/21)
Ocorréncia total 39 (54/21)
Amazona aestiva 36,8 (19/7)
Amazona amazonica 33,3 (6/2)
Amazona farinosa 0 (2/0)

Zoo CE Ara chloroptera 0 (1/0)
Aratinga aurea 0 (1/0)
Aratinga cactorum 100 (1/1)
Aratinga jandaya 33 (3/1)
Ocorréncia total 34 (32/11)
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Tabela 5: Numeros e freqiiéncias de amostras positivas e negativas para Plasmodium sp.,
obtidos pela microscopia 6ptica e PCR em aves da FZB-BH

Nested PCR
Positivo Negativo Total
M.O. Positivo 7 (17%) 1(2,4%) 8 (19,5%)
Negativo 6 (14,6%) 27 (65,8%) 33 (80,5%)
Total 13 (31,7%) 28 (68,3%) 41

Coeficiente Kappa= 0, 56

Tabela 6: Numeros e freqiiéncias de amostras positivas e negativas para Plasmodium sp.,
obtidos pela M.O. e PCR em aves do VVPE

Nested PCR
Positivo Negativo Total
M.O. Positivo 5 (15,6%) 1 (3%) 6 (18,8%)
Negativo 5 (15,6%) 21 (65,6%) 26 (81,2%)
Total 10 (31,3%) 22 (68,8%) 32

Coeficiente Kappa= 0, 83

Tabela 7: Numeros e freqliéncias de amostras positivas e negativas para Plasmodium sp.,
obtidos pela M.O. e PCR em aves do Zoo CE

Nested PCR
Positivo Negativo Total
M.O. Positivo 17 (31,5%) 0 17 (31,5%)
Negativo 4 (7,4%) 33 (61%) 37 (68,5%)
Total 21 (38,9%) 33 (61%) 54

Coeficiente Kappa= 0, 51

Tabela 8: Niumeros e frequéncias totais de amostras positivas e negativas para Plasmodium
sp., obtidos pela M.O. e PCR para 127 aves analisadas .

Nested PCR
Positivo Negativo Total
M.O. Positivo 29 (22,8%) 2 (1,6%) 31 (24,4%)
Negativo 15 (11,8%) 81 (63,8%) 96 (75,6%)
Total 44 (34,6%) 83 (65,4%) 127

Coeficiente Kappa= 0, 71
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Figura 9: Indice de Positividade dos géneros de aves infectadas por Plasmodium sp.,
detectadas pela andlise simultanea por M.O. e PCR em 127 aves pertencentes a trés areas
distintas estudadas

OFzZB-BH
B VVPE
Z00 CE

AN,

— @©
< 35 % <
® <

Ocorréncia (%)

Figura 10: Ocorréncia total de Plasmodium sp. detectadas pela andlise simultdnea por M.O. e
PCR de acordo com as trés areas distintas estudadas.
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5.1.4.VARIACAO SAZONAL NA
OCORRENCIA DEPLASMODIUM spp
Para verificagdo do possivel efeito da Para
verificacdo do  possivel efeito da
sazonalidade na determinacdo da infeccéo
por plasmodios avaliaram-se amostras
coletadas na FZB-BH em dois periodos
distintos, entre os meses de agosto e
setembro que corresponde a estacdo da
seca (12 coleta), e entre os meses de janeiro
e fevereiro que corresponde a estacao da
chuva (22 coleta).

Na primeira coleta, 41 aves foram
analisadas, na segunda coleta foram 39
aves, devido a dois Gbitos ocorridos no

periodo entre as duas coletas. Assim, foram
consideradas 39 aves para a analise da
ocorréncia em ambos os periodos.

Considerou-se como ocorréncia de infecgéo
a positividade verificada por analise
microscopica de esfregacos sanguineos e
por PCR. Desta forma, a ocorréncia de
infeccdo por Plasmodium na estagcdo da
seca foi de 34% e na estacdo da chuva de
35,9%, conforme demonstrado na figura 11,
ndo havendo diferencas estatisticas entre
as ocorréncias para as duas estagbes (p>
0,05).
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Figura 11: Variagdo sazonal na ocorréncia de Plasmodium sp. em psitacideos da FZB-BH.
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5.2. ANALISE DA DIVERSIDADE
GENETICA

A andlise da seqiéncia parcial do 18SSU
rRNA de P. gallinaceum, P. lophurae, P.
cathemerium, P. juxtanucleare, P.
falciparum com as espécies desconhecidas
de Plasmodium encontradas neste estudo e
sua relagédo filogenética estdo apresentadas
na figura 12. Espécies de malaria
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10C

51

98

| Amostra Z00BHS
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detectadas neste estudo e sua relagdo
filogenética apontam para a presenca de
quatro possiveis linhagens ou espécies
diferentes de Plasmodium.

Observa-se que uma linhagem (ZOOBH1)
parece estar relacionada filogeneticamente
ao P. falciparum

Amostra Z7ZooBHG (Propyrrhura maracana)
Amostra  zoport (Amazona aestiva)
8 | Amostra zpomrs (Amazona amazonica)
Amostra ZOOBHE (Nandayus nenday)

Amostra zFoneH3
Amostra ZOOBH2

(Nandayus nenday)
Amostra WWPET
100 . Amostra zaopu7
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Figura 12: Dendrograma relacionando a sequéncia parcial do SSU rRNA e as seqiéncias
obtidas das amostras de psitacideos infectados por malaria com as seqiiéncias de plasmaddios
conhecidas. Plasmodium falciparum foi incluido para comparacdo da maléaria aviaria com a

malaria de mamiferos

6. DISCUSSAO

Atualmente os animais de estimagdo tém
um papel fundamental na vida de milhdes
de pessoas em todo o mundo. Pesquisas
recentes mostram que a convivéncia com
animais de estimagdo desempenha uma
importante funcao terapéutica, reduzindo o
estresse e melhorando as condi¢cdes
psicolégicas das pessoas. Realmente,
animais tém sido cada vez mais usados
para tratamento de deficientes fisicos e
mentais. Assim como o cdo e o0 gato, a
participacdo das aves no mercado pet vem
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crescendo cada vez mais. O mesmo
fascinio que os animais, especialmente as
aves nos causam, pode também
desencadear um sério problema aos
mesmos (Machado, 2006).

O comércio legal e ilegal de animais é o
terceiro mercado mais lucrativo do mundo,
atras apenas do de drogas e armas. Para
impedir o crescimento do trafico ilegal, o
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA)
publicou as portarias 117 e 118 que



regulamentam a criagdo e comercializagao
de animais da fauna brasileira no pais.

A legalizacdo da criacdo e do comércio de
aves silvestres permitiu que as técnicas de
criagdo de aves silvestres em cativeiro
fossem aprimoradas e, conseqlientemente,
ficou muito mais seguro obter aves em
melhores condi¢fes de salde, evitando que
essas sirvam de reservatorio de infecgdes e
parasitos do sangue para outras espécies
mais vulneraveis (Ziman et al., 2004).
Entretanto, devem-se considerar de grande
importancia as aves de vida livre que séo
facilmente  capturadas por  estarem
debilitadas, devido a injarias ou doencas e
que sdo destinadas aos zooldgicos para
tratamento. Aves capturadas por traficantes
de animais quando apreendidas pelo IBAMA
estdo geralmente muito debilitadas e séo
destinadas aos zoolégicos ou a criatérios.
Existem ainda aquelas que séo
reintroduzidas em ambientes naturais
diferentes de sua origem. Estas aves podem
introduzir novos patégenos em ambientes
livres, seja ele de cativeiro ou natural.

Neste trabalho, a infeccdo por Plasmodium
sp. em psitacideos de cativeiro foi
correlacionada com as condigdes do
cativeiro, observando as instalacdes,
sanidade e manejo efetuada em cada
localidade, além da influéncia sazonal em
uma regiao.

Foi encontrada uma alta ocorréncia de
Plasmodium (36%) entre psitacideos
mantidos em condi¢Bes de cativeiro nas
duas regides no Brasil estudadas (estado de
Minas Gerais e estado do Ceard). A alta
sensibilidade do método molecular (PCR)
utiizado no estudo para a detec¢cdo do
parasito possibilitou observar uma alta
ocorréncia de infec¢do por Plasmodium. De
fato, este estudo demonstrou um indice de
positividade de 34,6% em aves de cativeiro
através da PCR, sugerindo que o parasito
causador da maldria esta provavelmente
mais prevalente no ambiente de cativeiro do
que ja previamente descrito (Schrenzel et
al., 2003).

Neste estudo, a ocorréncia do parasito nao
variou regionalmente indicando que as aves

estdo submetidas a condi¢cdes semelhantes
de cativeiro, sendo expostas aos potenciais
vetores independentemente de seu local de
origem. De fato, todas as aves sao
submetidas aos mesmos procedimentos de
manejo que incluem alimentacao,
higienizagdo dos recintos e sanidade
animal. Um ponto importante é que, de
maneira geral, 0s recintos apresentam
condigBes que facilitam a exposi¢cdo das
aves de cativeiro aos possiveis vetores de
malaria, como a presenca de lagoas e
recintos contendo grande quantidade de
agua parada proxima aos recintos onde
estas aves permanecem. Além disso, a
construcdo dos recintos com grades
metalicas permite a passagem dos
mosquitos tendo assim acesso as aves.

Espécies de Haemoproteus e
Leucocytozoon tem sido encontrada em
varias espécies de aves na regido dos
tropicos (Valkiunas, 1997). Entretanto, estes
hemoparasitos ndo foram detectados pela
microscopia entre as aves das duas regioes.
Apesar de ndo ter sido determinada a
ocorréncia de possiveis vetores (Simuliidae
e Ceratopogonidae) destes hemoparasitos,
acredita-se que tais vetores apresentem-se
raros nestes criadouros explicando assim a
auséncia de infec¢do por estes parasitos.
Em contrapartida, mosquitos (Culicidae),
vetores primarios do Plasmodium spp., sédo
comuns nas regibes dos trépicos
(Valkiunas, 1997) e principalmente no Brasil
(Consoli et al., 1994); este fato pode
explicar a alta ocorréncia de plasmaodio
detectado neste trabalho.

O interesse pelos parasitos do sangue de
aves tem crescido rapidamente nos ultimos
anos. Este aumento se deve as pesquisas
recentes que vém contrapondo um fato ja
tradicional que destaca os hemoparasitos
de aves como agentes de pouca
importancia ou ndo patogénicos. Estas
pesquisas revelam que os parasitos do
sangue  podem causar  importantes
alteracfes nas aves infectadas (Deviche et
al., 2001; Bennett et al., 1993). Além disso,
estudos sobre os hemoparasitos de aves
podem ser relevantes no aspecto da sua
conservacao (Dobson e May, 1986).

37



Os resultados deste trabalho apresentaram
concordancia com estudos anteriores
(Bensch et al.,, 2000; Waldenstrom et al.,
2002) sugerindo que a ocorréncia de
infeccdo encontrada nas espécies de aves
foi alta suficiente para justificar mudancas
nas praticas de manejo das aves em
cativeiro e das aves destinadas a
reintrodu¢cdo quando se conhece o portador
de malaria em uma criagdo. Além disso,
malaria aviaria coloca em risco imediato ou
em longo prazo os animais em cativeiro o
que justifica o estudo epidemioldgico
molecular, aumentando o monitoramento, a
eliminagdo de vetores potenciais e
mudancas de algumas praticas de manejo
para proteger os animais. A doenca
causada por parasitos do sangue deve ser
inspecionada no periodo de quarentena. Se
espécies de aves nativas forem expostas
pela primeira vez a algum parasito do
sangue importado, perdas catastréficas
podem ocorrer entre elas (Murata et al.,
2004). E necessario reconhecer 0s
hemoparasitos como importantes agentes
etiolégicos e dar mais atencéo as infeccdes
transmitidas por aves importadas para
cativeiro, aves comercializadas e aves
destinadas a reintroducéo.

A microscopia Optica de esfregacos
sanguineos corados por Giemsa €
considerada padrdo-ouro para o diagndéstico
de parasitos do sangue (Seghal et al.,
2005).

A avaliacdo dos esfregacos sanguineos
neste estudo demonstrou uma ocorréncia
de 24,4% de aves infectadas pelo parasito,
compreendendo oito géneros e nove
espécies. A alta freqiiéncia observada pode
ser reflexo do re-exame dos esfregacos
sanguineos ocorrida ap0s a positividade
observada pela PCR. Os esfregacos
correspondentes as amostras positivas pela
PCR foram exaustivamente examinados
para confirmar a presenca do parasito. Com
amostras apresentando parasitemias muito
baixas (1 a 7 parasitos em média), foi
necessario examinar todo o esfregaco
sanguineo para se detectar plasmaédios nas
amostras analisadas.
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Além de parasitemias muito baixas, a
presenca de uma Unica forma evolutiva
(trofozoito) ndo permitiu a identificacdo de
subgéneros ou espécies de Plasmodium
pela analise morfolégica.

Pela microscopia Optica, a ocorréncia
observada neste trabalho foi maior do que a
encontrada por Matta et al. (2004), que
estudaram a ocorréncia de hemoparasitos
em aves silvestres da ordem dos
passeriformes de trés regifes diferentes da
Coldmbia encontrando um parasitismo baixo
por Plasmodium equivalente a 2% apenas.
Um outro estudo que relata baixo indice de
parasitismo foi o trabalho realizado por
Valkiunas et al. (2004) que avaliaram a
ocorréncia de Plasmodium em aves
silvestres pertencentes a uma &rea de
conservacdo em Porto Rico onde apenas
duas aves das familias Virionidae e
Thrapidae apresentaram infeccdo por
plasmédio de um total de 354 aves
examinadas compreendendo 141 espécies,
35 familias e 5 ordens, relatando assim uma
ocorréncia de 0,6% de aves parasitadas.

Seghal et al. (2005) examinaram 969 aves
(121 espécies e 21 familias), por um
periodo de 12 anos, relatando a ocorréncia
de 10,7% de aves parasitadas por
Plasmodium. Murata et al. (2002) também
estudaram por um longo periodo (13 anos),
utiizando a microscopia Optica como
método de diagndstico, a presenca de
hemoparasitos em 701 aves no Japédo
relatando uma ocorréncia de 1,7% de aves
parasitadas por Plasmodium. Neste trabalho
€ enfatizado que as aves parasitadas eram
aquelas que ocasionalmente formavam
colénias nos arredores de um zooldgico e
assim poderiam ser um problema para as
aves de cativeiro, ja que existem espécies
de Plasmodium patogénicas que constituem
agentes de mortalidade para algumas
espécies de aves mais sensiveis presentes
em cativeiro.

Observa-se, no entanto, que todos estes
estudos foram realizados a partir do exame
de amostras obtidas de aves silvestres
pertencentes a varias familias, porém,
nenhum abrange especificamente a familia
Psittacidae. Este trabalho é o primeiro a



estudar a ocorréncia de Plasmodium em
espécies da familia Psittacidae no Brasil.

O estudo realizado por Richner et al. (1995)
demonstrou uma ocorréncia semelhante a
aqui observada. Através da andlise de uma
Unica espécie de ave (Parus major) na
Suica, foi encontrada uma ocorréncia de
35% de aves infectadas por Plasmodium
através da observacdo microscopica de
esfregagos sanguineos.

O uso da microscopia para o diagndéstico de
infecgBes cronicas com baixo nivel de
parasitemia pode seriamente subestimar a
ocorréncia do parasito (Jarvi et al., 2002).
Contudo, através da andlise conjunta da
microscopia com métodos moleculares,
(244% e 34,6% de positividade,
respectivamente) como demonstrado neste
trabalho, €  possivel obter  maior
sensibilidade a partir de uma andlise mais
apurada de todo o esfregaco.

A analise molecular através do uso da PCR
como método de diagndstico, permite o
processamento de grandes quantidades de
amostras por dia, tornado o método
bastante adequado para estudos
epidemioldgicos (Barker Jr. et al., 1992).

Os iniciadores utilizados neste estudo tém
como alvo a subunidade menor do rRNA do
parasito (18SSU rRNA). Os produtos desse
gene sdo essenciais para a sobrevivéncia
do parasito. Os genes ribossomais possuem
regibes de seqléncias conservadas e
varidveis que permitem a identificagcao
precisa das células representantes de
diferentes estagios de vida do patdgeno,
COMO 0S merozoitos e esporozoitos, que
expressam  genes ribossomais com
diferentes sequéncias de DNA (Gunderson
et al., 1987).

Estudos recentes tém sugerido que a
andlise molecular por PCR melhora
significamente  a  detectabilidade de
infecgBes cronicas por malaria sobre os
esfregacos sanguineos por mais de 67% em
hospedeiros aviarios (Feldman et al., 1995)
e 7% em répteis (Perkins et al., 1998).

No presente trabalho, a ocorréncia
detectada pela nested PCR foi de 34,6%,
semelhante ao resultado do estudo
realizado por Ribeiro et al. (2005) que
executaram 0 mesmo protocolo detectando
uma ocorréncia de 34,3% de aves
infectadas por plasmadio.

Apenas duas amostras positivas pela
microscopia Optica ndo foram amplificadas
pela PCR. O mesmo ndo ocorreu com
estudo realizado por Ribeiro et al. (2005)
gue observaram um grande nUmero de
amostras positivas pela microscopia, mas
negativas pela PCR. Este fato pode ser
explicado pela falta de qualidade das
amostras de DNA que foram obtidas a partir
de esfregacos sanguineos, diferente do
presente trabalho cuja extragdo foi realizada
a partir do sangue total das aves, ou seja,
coOm menos riscos de possuir componentes
inibitérios residuais nas amostras.

Valkiunas e Pierce, (2000) relataram uma
extrema sensibilidade da nested rRNA PCR
para a deteccao de infec¢des cronicas com
baixo nivel de parasitemia, e propdem uma
combinacao de técnicas de diagndstico para
a identificacdo da infec¢do por Plasmodium.
Sugerem que se inclua o esfregaco
sanguineo para verificar a identidade e a
intensidade de infeccdo e uma nested PCR
para a deteccdo de infecgcbes com baixa
parasitemia.

Beadell et al. (2004) estudaram a ocorréncia
de hemoparasitos através do uso de PCR
em dois paises. Na Papua Nova Guing, 20
das 428 aves examinadas apresentaram o
parasito correspondendo a uma ocorréncia
de 4,6% de aves infectadas. Ocorréncia
semelhante foi encontrada na Australia
onde foram examinadas 219 aves com 30
aves infectadas por Plasmodium, ou seja,
18,7% das aves. Eles relataram que néo
houve diferenca estatistica de ocorréncia
entre as familias das aves.

Ribeiro et al. (2005) identificaram
fragmentos especificos, amplificados a partir
de amostras de sangue de aves, que
variaram de aproximadamente 210 a 300pb,
dado semelhante ao obtido neste estudo.
Esta variacdo do tamanho dos produtos da
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PCR se deve a presenca de polimorfismos
de DNA das amostras, que foram
evidenciados a partir do segiienciamento
dos produtos da PCR como descrito a
seguir.

O sequenciamento do gene estrutural
18SSU rRNA dos isolados obtidos de
algumas aves infectadas aponta para a
possivel existéncia de distintas espécies de
Plasmodium entre as diferentes espécies
hospedeiras  investigadas. Um  fato
interessante é que um dos isolados
apresentou-se filogeneticamente
relacionado ao P. falciparum. Este resultado
€ semelhante a outros estudos que
utilizaram a analise de sequiéncias de SSU
rRNA (Waters et al., 1991).

Waters et al. (1991), compararam as
seqiiéncias de SSU rRNA de nove espécies
de Plasmodium, determinando que o0s
parasitos de aves formam um grupo
filogenético com o P. falciparum. Os autores
afirmaram que a origem destas espécies
pode ter surgido por um evento similar de
transferéncia lateral. Relatando que a
capacidade dos esporozoitos de espécies
de Plasmodium aviario de invadir uma
variedade de tecidos pode possibilitar que o
parasito efetue igualmente a transferéncia
lateral. Os autores concluiram que a
transferéncia lateral do P. lophurae para
camundongo tem sido estabelecida em
laborat6rio, demonstrando sua habilidade
para invadir eritrécitos de varias espécies de
mamiferos.

McCutchan et al. (1996) realizaram uma
comparacao filogenética utlizando a
seqiiéncia do gene TRAP de seis espécies
diferentes de Plasmodium e demonstraram
uma topologia similar e que indica uma
relacdo filogenética entre P. gallinaceum e
P. falciparum. Afirmaram que o P.
falciparum estd mais préximo dos
plasmddios aviarios do que dos parasitos
humanos, mas nao sugeriram que P.
falciparum tenha originado diretamente do
P. gallinaceum, mas que eles tém um
ancestral em comum e assim pode-se
observar uma similaridade que representa a
conservacdo de um fator ancestral do
parasito aviario e do P. falciparum.
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Estudos sobre a diversidade genética tém
sido conduzidos com a finalidade de
estabelecer a susceptibilidade das espécies
aviarias as infecgcdes por Plasmodium
através da definicho do polimorfismo
genético dos hospedeiros, da relagao
genética do hospedeiro com a resisténcia a
doencga e a avaliacdo dos efeitos produzidos
pelo parasito na selecdo dos genes dos
hospedeiros (Jarvi et al., 2004)

Doencas infecciosas como a malaria aviaria
€ de grande importancia, pois podem causar
rapido declinio de populagbes, extingbes e
diminuicdo da biodiversidade. O estudo da
filogenia das espécies de Plasmodium é
essencial para se evitar casos de infecgéo
por malaria aguda e assim diminuir indices
de mortalidade como descrito
anteriormente. Por exemplo, a identificacdo
correta da linhagem dos patdégenos pode
providenciar um regime de tratamento
basico, ja que o uso de drogas como
sulfocloropirazina séo efetivas no
tratamento contra P. juxtanucleare (Atkinson
et al., 2001). S&o necessarios mais estudos
que envolvam a filogenia dos plasmddios
nas varias espécies de aves silvestres para
permitir melhores medidas de prevencao,
controle e tratamento em decorréncia de
introducbes de novas espécies de
Plasmodium em ambientes naturais. Tais
estudos teriam forte implicagdo na
conservacdo e no manejo das aves
silvestres de vida livre ou mantida em
cativeiro.

Com relagdo ao tipo de dieta nado foi
observada associacdo com a infeccdo por
plasmaddio. Isso se deve ao fato que todos
os psitacideos das trés diferentes regides se
alimentam de racéo industrializada e frutas
com manejo nutricional adequado. Existem
trabalhos que demonstram a associacdo do
parasitismo por plasmédio e a dieta das
aves. Ribeiro et al. (2005) relatam uma
maior freqiéncia de Plasmodium em
espécies de aves insetivoras, sugerindo que
a destruicio dos insetos durante a
alimentacdo exp6e com maior facilidade os
esporozoitos, que penetram nas mucosas
das aves.



A ndo observacdo de sinais clinicos em
contraste com a alta taxa de infeccao por
Plasmodium sugere que as aves estejam
em estado crénico de infecgao,
apresentando assim certo grau de
imunidade.

A ocorréncia do parasito, neste estudo, nédo
variou sazonalmente contrastando com
outros estudos documentados na literatura.
Estes estudos relataram um aumento da
infeccdo durante a estagdo da chuva
(Garnham, 1960). A variacdo temporal da
ocorréncia do Plasmodium €é mais
pronunciada na fauna das regides
temperadas do que nas regibes de zona
tropical (Fallon et al., 2003). Assim, a
relativa estabilidade do meio ambiente
tropical pode explicar a falta de variacéo
sazonal da ocorréncia do parasito.

Um importante ponto a ser mencionado € o
fato de aves mantidas em cativeiro serem
frequentemente exportadas para outras
localidades podendo ser considerado um
fator de risco na disseminacao de doencas
entre aves ndo infectadas. Além disso, a
introducdo de aves infectadas em
zooldgicos pode colocar em risco a saude
de aves mantidas em cativeiro. A infecgcdo
por Plasmodium pode ter um forte impacto
negativo no hospedeiro, especialmente
guando uma espécie de ave é exposta ao
parasito pela primeira vez (van Riper Ill et
al., 1986) ou mesmo quando a ave €
exposta a espécies de plasmédio que ndo
sdo encontradas em seu ambiente natural,
impedindo que a ave se torne refrataria a
espécie exgtica introduzida e assim casos
de infeccdo aguda de malaria podem
ocorrer. Por exemplo, pinglins African
black-footed morreram apés infeccdo com
Plasmodium elongatum, Plasmodium
relictum, e um Plasmodium  sp.
desconhecido que provavelmente veio
abrigado de outra espécie de ave (Graczyk
et al., 1994b). No Havai, a introducao de um
novo Plasmodium spp. que foi contraido por
aves nativas as levou a extingdo (Atkinson
et al.,, 2000; Bensch et al., 2000). Isto
implica que as aves mantidas em cativeiro
podem servir como reservatério para
parasitos do sangue como previamente foi
sugerido (Waldenstrom et al., 2002). Este

fato é extremamente importante se
considerarmos que a maioria das aves
encontra-se assintomatica e sem alteracdes
comportamentais.

No Brasil, pouca atencdo tem sido dada a
infeccBes com parasitos sanguineos em
zoolégicos e criatérios comerciais. E
necessario reconhecer os hemoparasitas
como importantes agentes etioldgicos e dar
mais atengdo as infecgdes transmitidas por
aves Iimportadas para cativeiro, aves
comercializadas e aves destinadas a
reintrodugdo

7. CONCLUSOES

Nas condicdes utilizadas no presente
estudo foi possivel concluir que:

¢ Aves da familia Psittacidae mantidas em
cativeiro apresentam alto indice de
parasitismo por Plasmodium spp.

e A associacao da microscopia Optica e a
PCR garante maior preciséo na
deteccédo de infec¢des por Plasmodium.

o Diferentes espécies de Plasmodium
podem circular entre aves mantidas em
cativeiro.

e A sazonalidade nédo parece ser um fator
importante para a determinacdo do
parasitismo por plasmodio em aves
mantidas em condi¢des de cativeiro.

e Na&o ha relacédo entre as caracteristicas
biolégicas das aves mantidas em
cativeiro e a ocorréncia de Plasmodium.

e A espécie Amazona aestiva apresentou
maior indice de parasitismo por
Plasmodium.
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