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RESUMO

A isoporose sistémica (atoxoplasmose) € uma doenga causada por parasitos apicomplexos
hospedeiros-especificos do género Isospora, com distribui¢do sist€émica devido a parte do ciclo
extraintestinal. Objetivou-se relatar as alteracdes histolégicas e achados moleculares de
isosporose sistémica em quinze passeriformes de trés espécies diferentes: Sporophila
maximiliani (bicudo-verdadeiro), Serinus canaria (candrio-belga) e Saltator similis (trinca-
ferro) de cativeiro, provenientes de diferentes propriedades de Minas Gerais-Brasil. Entre os
anos de 2017 e 2022 foram recebidos na Escola de Veterindria da UFMG Passeriformes para
exame de necropsia completo, bem como fragmentos de tecidos fixados em formalina
tamponada 10% para exame histopatolégico. Histologicamente, na lamina prépria dos
intestinos de 13 aves havia infiltrado inflamatério linfo-histioplasmocitdrio moderado a
acentuado com raros heterdfilos. No citoplasma de macréfagos e extracelular havia merozoitos
compativeis com Isospora spp. Alteragdes histologicas em associagdo com merozoitos no
figado, pulmdo, bago e coracdo também foram descritas. Foi extraido DNA de tecidos
congelados de uma ave (trinca-ferro) e submetido a PCR convencional, que amplificou o DNA
de Isospora spp. A isosporose sistémica acomete muitas espécies de passeriformes, entretanto,
este é o primeiro relato documentado em bicudos-verdadeiros. O exame histopatoldgico
mostrou-se eficaz para o diagndstico da infec¢do protozodria, compativel com isosporose

sistémica.

Palavras chave: atoxoplasmose; aves; histopatologia; protozoarios.



ABSTRACT

Systemic isosporosis (atoxoplasmosis) is a disease caused by host-specific apicomplexan
parasites of the genus Isospora, which manifest systemically and have a portion of their life
cycle outside the intestine. The objective of the study was to report histological changes along
with molecular findings of systemic isosporosis in fifteen Passeriformes of three different
species: Sporophila maximiliani (great-billed seed finch), Serinus canaria (Belgian canary),
and Saltator similis (green-winged saltator) in captivity from different properties in Minas
Gerais State, Brazil. Between the years 2017 and 2022, birds from various locations in Minas
Gerais State, Brazil, were received at the Veterinary School of UFMG for a complete necropsy
examination, including fragments of tissues fixed in 10% buffered formalin for
histopathological examination. Histologically, in the lamina propria of the intestines of 13
animals, there was a moderate to marked lymphocytic and histioplasmacytic inflammatory
infiltrate with rare heterophils. Merozoites of Isospora spp. were present in the cytoplasm of
macrophages and extracellularly. Histological changes in the liver, lung, spleen, and heart were
also described. DNA was extracted from frozen tissues of one bird (green-winged saltator), and
a PCR assay amplified Isospora spp. DNA. Systemic isosporosis affects many species of
passerines; however, this is the first documented report in great-billed seed finch.
Histopathological examination proved effective for the diagnosis of protozoal infection,

consistent with systemic isosporosis.

Keywords: atoxoplasmosis; Birds; histopathology; protozoa.
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1. INTRODUCAO

A Isosporose sistémica, anteriormente chamada de atoxoplasmose, ¢ uma doenca
infecciosa causada por protozodrios apicomplexos do género Isospora. Estes parasitos
podem causar doencgas restritas ao sistema gastrointestinal, bem como podem levar a
alteracoes sist€micas, causando lesdes em multiplos 6rgdos. Essa doencga ja foi relatada
em uma grande variedade de espécies de Passeriformes, incluindo pardais (Passer
domesticus) (Gill et al., 2008), candrios (Serinus canaria) (Quiroga et al., 2000, Maslin
e Latimer, 2009, Sanchez-Cordon et al., 2007 ), verdilhdes (Carduelis chloris) (Cooper
et al., 1989), bico-grosso-do-peito-rosa (Pheucticus ludovicianus) (Khan et al., 1971),
estorninho-de-bali (Leucospar rothschildi) (Partington et al., 1989), diferentes espécies
de tendilhdes (Pennycott et al., 1998) (Lindstrom et al., 2009,), diferentes espécies de
traupideos (Adkesson et al., 2005), pdassaro-riso-de-Courtois (Dryonastes courtoisi)
(Mohr et al., 2017), trinca-ferro (Saltator similis) (Oliveira et al., 2018), pintassilgos
(Gosbel et al., 2020), entre outros. A isosporose sist€émica € uma importante doenga
protozodria e embora seja relatada com frequéncia em Passeriformes, a patogénese e a
taxonomia do parasita vem sendo discutida hd muitos anos (Cushing et al., 2011).

O ciclo de vida desses coccidios tem sido o foco de estudos experimentais e
descritivos, mas ainda ndo é completamente compreendido. Em resumo, o parasita é
transmitido pela via fecal-oral (Levine, 1982) e a reprodugdo assexuada (merogonia)
ocorre nas células intestinais e em células mononucleares (macréfagos e linfocitos), o que
resulta na disseminacdo de merozoitos para outros 6rgdos (Adkesson et al., 2005). A
reproducdo sexuada (gametogonia) ocorre nos enterdcitos, principalmente no duodeno,
do mesmo hospedeiro.

A forma sistémica dessa doenca é uma causa significativa de mortalidade em
Passeriformes, principalmente em aves jovens e mantidas em cativeiro. O estresse
causado por estar em cativeiro resulta em maior eliminagao de oocistos infecciosos e pode
agravar o quadro clinico (Giacomo et al., 1997). Portanto, além de prejuizos econdmicos
em criatorios comerciais, essa doenca pode ser um fator limitante em programas de
reproducdo de espécies ameagadas de extin¢do. Os sinais clinicos sdo inespecificos e
incluem perda de peso, redu¢do da musculatura peitoral, evidenciagdo dos ossos da

quilha, penas ericadas e diarreia (Ball ez al., 1998). Consequentemente, o diagndstico € o
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tratamento sdo desafiadores. O diagndstico ante mortem € baseado na identificagdo do
parasita dentro de células mononucleares em esfregacos de sangue, citologia e bidpsias
hepaticas (Adkesson et al., 2005 e Cushing et al. 2011). O tratamento com medicamentos
anti-protozodrios pode ser feito, entretanto, ndo ha estudos suficientes acerca da real
eficdcia (Landolfi ef al., 2020). Na histopatologia, diversos 6rgdos como intestino, figado
e bago podem apresentar infiltrado inflamatério composto por linfécitos, plasmdcitos e
macréfagos, os quais podem conter agregados de merozoitos intracitoplasméaticos (Maslin
e Latimer, 2009, Sanchez-Cordén et al., 2007).

Apesar de ja ter sido relatada em uma grande variedade de espécies de
Passeriformes, este € o primeiro relato documentado desta doenca em bicudos-
verdadeiros (Sporophila maximiliani). Essa ave € atualmente classificada como
globalmente ameacada de extincdo pela Organizacdo Internacional Unido para a
Conservacao (IUCN) (BirdLife International 2017) e criticamente ameacada segundo as
autoridades brasileiras (Brasil, 2016). O presente relato descreve as lesdes histolégicas
juntamente com achados moleculares de isosporose sistémica em passeriformes de trés
espécies diferentes: Sporophila maximiliani (bicudo-verdadeiro), Serinus canaria
(canério belga) e Saltator similis (trinca-ferro) de cativeiro provenientes de diferentes

propriedades de Minas Gerais- Brasil.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Relato dos casos

Entre os anos de 2017-2022, 15 aves das espécies Sporophila maximiliani
(bicudo-verdadeiro) (10/15), Serinus canaria (canario-belga) (4/15) e Saltator similis
(trinca ferro) (1/15) foram recebidas para exame post mortem e histopatologia na Escola
de Veterindria da Universidade Federal de Minas Gerais. Todas as aves morreram
naturalmente e eram provenientes de criatérios comerciais ou familiares distintos

localizados em Minas Gerais (Tabela 1).



15

Tabela 1. Casos de isosporose sist€émica recebidos na Escola de Veterindria da UFMG

de 2017-2022.

Caso Ano Espécie (nome) Familia Criatorio Idade

No. recebimento

1 2022 Sporophila Thraupidae A Filhote
maximiliani
(bicudo-verdadeiro)

2 2022 Serinus canaria Fringillidae B Filhote
(candrio-belga)

3 2022 Serinus canaria Fringillidae B Filhote
(candrio-belga)

4 2022 Serinus canaria Fringillidae B Filhote
(candrio-belga)

5 2022 Saltator similis  Fringillidae C Adulto
(trinca-ferro)

6 2021 Sporophila Thraupidae D Adulto
maximiliani
(bicudo-verdadeiro)

7 2021 Sporophila Thraupidae D Adulto
maximiliani
(bicudo-verdadeiro)

8 2021 Serinus canaria Fringillidae D Filhote
(candrio-belga)

9 2018 Sporophila Thraupidae E Adulto
maximiliani
(bicudo-verdadeiro)

10 2018 Sporophila Thraupidae E Filhote
maximiliani

(bicudo-verdadeiro)
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11 2017 Sporophila Thraupidae F Adulto
maximiliani
(bicudo-verdadeiro)

12 2017 Sporophila Thraupidae F Adulto
maximiliani
(bicudo-verdadeiro)

13 2017 Sporophila Thraupidae G Adulto
maximiliani
(bicudo-verdadeiro)

14 2017 Sporophila Thraupidae H Filhote
maximiliani
(bicudo-verdadeiro)

15 2017 Sporophila Thraupidae H Adulto
maximiliani

(bicudo-verdadeiro)

2.2 Histopatologia

Amostras de figado, baco, pancreas, proventriculo, ventriculo, intestino delgado,
intestino grosso, rins, pulmodes, musculo peitoral, coracdo e encéfalo foram colhidas,
fixadas em formalina tamponada 10%, submetidas a processamento de rotina, embebidos

em parafina, seccionados a 4um e corados com hematoxilina e eosina (H&E).

2.3.Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA foi extraido de amostras de tecido congelado (figado bago e intestino) de
um caso (Saltator similis, caso 5) com o Kit Qiagen DNeasy (Valéncia, Califérnia).
A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizada para amplificar uma por¢ao de
1.495 pb (Mugridge et al., 2000; Schrenzel et al., 2005; Oliveira et al., 2018) da
subunidade cromossdmica grande de RNA ribossomico do gene 23S (rRNA 23S). Foi
utilizado 0,2 pM de cada oligonucleotideo nomeados 23S- F 5'-
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TACCCGCTGAACTTAAGC-3 'e 23S-R 5'-CMACCAAGATCTGCACTAG-3'. Os
componentes da PCR totalizavam uma solucao de 25 ul (PCR Master Mix, Promega,
Madison, WI, USA) adicionando 1 ul (400 ng) do DNA total obtido na extragdo. O
controle positivo foi obtido de amostras positivas previamente confirmadas por
sequenciamento (Oliveira et al., 2018) e como controle negativo foram utilizados os
oligonucleotideos juntamente com o PCR Master Mix e dgua ultrapura livre de nucleases.
Os parametros de ciclos para amplificagdo foram: 95°C por 6 minutos, seguido de 40
ciclos de 95°C por 45 segundos, 50°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto e para extensao
final 72°C por 8 minutos. Adicionalmente, foi realizada a mesma reacdo para o gene
mitocondrial citocromo c¢ oxidase subunidade 1 de 810 pb. Os oligonucleotidedos (CO1-
F5'-GGTTCAGGTGTTGGTTGGAC-3'e CO1-R 5'-AATCCAATAACCGCACCAAG-
3"), com 0,2 uM de cada, foram adicionados a solu¢cdo de PCR Master Mix, juntamente
com 1 pl (400 ng) do DNA total obtido na extragdo totalizando uma solucao de 25 pl. Os
parametros de ciclos para amplifica¢do foram: 95°C por 6 minutos, seguido de 35 ciclos
de 95°C por 20 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto e para extensao
final 72°C por 10 minutos.

Os fragmentos de DNA amplificados foram analisados pelo sistema de
eletroforese em cuba horizontal em gel de agarose a 1,5% contendo 1X de tampao tris-
borato-EDTA e 15ul de GelRed™coloracdo em gel de acido nucleico a 120V por 70
minutos. A visualizac¢do dos fragmentos amplificados foi feita por transilumina¢ado do gel
em luz ultravioleta. O tamanho dos fragmentos amplificados foi comparado a um padrao
de peso molecular (LowRanger 100bp DNA Ladder- Norgen®) disposto no gel

juntamente com as amostras analisadas.

3. RESULTADOS

3.1.Sinais clinicos

Os sinais clinicos apresentados foram semelhantes em todas as aves e incluiam
inapeténcia, plumagem ericada, hiporexia, redu¢do da atividade, diarreia e morte. A
progressao da doenga foi de dois a dez dias e a mortalidade variou entre os criatérios de
5% a 33,3%. Todos os animais viviam em gaiolas individualizadas e eram alimentados

com mix de sementes e frutas.
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Os candrios dos casos 2, 3 e 4 eram provenientes de um criatério familiar
composto por 15 animais da mesma espécie, dez adultos e cinco filhotes. Quatro filhotes
morreram, mas apenas trés foram encaminhados para o exame de necropsia. O inicio da
mortalidade coincidiu com a introducdo de uma nova ave adulta e da mesma espécie no
local.

O bicudo-verdadeiro do caso 1 era proveniente de um criatério comercial
composto por 15 aves da mesma espécie. O animal foi medicado com enrofloxacina por
cinco dias, entretanto, nao houve melhora clinica. No més anterior um animal da mesma
espécie que vivia em uma gaiola ao lado morreu com os mesmos sinais clinicos. Os
animais dos casos 14 e 15 também receberam tratamento (toltrazuril), entretanto, nao
houve melhora clinica. Dos bicudos-verdadeiros dos casos 9, 10, 11, 12 e 13, foram
recebidos somente fragmentos de Orgdos (intestino, figado, pulmdes, coracdo e
proventriculo) fixados em formalina tamponada 10% para exame histopatoldgico, ndo foi

fornecido histérico clinicos e dados epidemioldgicos.

3.2.Patologia macroscopica

Um total de 12 aves (sete bicudos-verdadeiros, quatro canarios-belga e um trinca-
ferro) foram recebidas para exame post mortem completo e/ou foram enviados relatérios
macroscOpicos juntamente com os 6rgdos fixados em formalina 10%. Os achados
macroscopicos foram semelhantes em todos os animais. Todos os caddveres estavam em
estado leve, moderado ou acentuado de autdlise. Dez dos pdssaros estavam com condi¢do
corporal ruim, evidenciadas por uma quilha proeminente e misculo peitoral intensamente
atrofiado, enquanto os dois restantes estavam com condi¢@o corporal regular a boa.

No exame macroscopico de dois bicudos-verdadeiros (3/7), os segmentos de
duodeno e jejuno estavam com a parede difusamente branca e intensamente espessada
com estenose acentuada do limen intestinal (Figura 1A). Em quatro aves (4/7) havia
dilatacdo moderada a acentuada dos segmentos intestinais do duodeno e jejuno e em
menor intensidade do ileo, com hiperemia difusa e moderada da serosa (Figura 1B),
espessamento discreto da parede intestinal e contetido sanguinolento no limen.

Em apenas um dos candrios (1/4) foram visualizadas alteracdes macroscopicas
intestinais evidentes, a qual era caracterizada por distensdo difusa e moderada de todos

os segmentos intestinais, hiperemia difusa da serosa e limen preenchido por contetido
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sanguinolento (Figura 1C). Em dois candrios (2/4) o figado estava moderadamente
aumentado e difusamente vermelho-escuro (congestdo)(Figura 2B). Em uma dessas aves
(1/4) o figado apresentou areas multifocais a coalescentes branco-amareladas e fridveis
que se aprofundavam no parénquima (Figura 2C). O pulméo (3/4) estava ndo colapsado,
hipocreptante e difusamente vermelho. Adicionalmente, o baco de um candrio estava
moderadamente aumentado e vermelho-claro.

No trinca-ferro havia distensd@o de todos os segmentos intestinais, hiperemia
difusa e moderada da serosa, espessamento moderado da parede nos segmentos de
duodeno e jejuno e mucosa com dreas multifocais de hemorragia na forma de petéquias
(Figura 1D). O figado e o baco estavam discretamente aumentados e vermelho-escuros

(Figura 2A). O pulmao estava ndo colapsado, hipocreptante e difusamente vermelho.

C D

Figura 1. A. Imagem macroscépica de cortes transversais do intestino de um bicudo-
verdadeiro (caso 14). Parede intensamente espessada com estenose acentuada do limen
intestinal (tecido fixado em formalina). B. Imagem macroscépica de conjunto de 6rgaos
de um bicudo-verdadeiro. Duodeno intensamente distendido e difusamente hiperémico
(seta). C. Imagem macroscépica do intestino de um candrio (caso 4). Todos os segmentos

intestinais intensamente congestos. D. Imagem macroscopica do intestino de um trinca-



20

ferro (caso 5). Duodeno, parede intestinal moderadamente espessada e mucosa com

petéquias multifocais.

A C

Figura 2. A. Imagem macroscépica de um trinca-ferro (caso 5). Figado moderadamente
aumentado e difusamente congesto (seta). Duodeno moderadamente distendido e com
uma 4area segmentar de hiperemia na serosa (cabeca de seta). B. Imagem macroscépica
do figado de um canério (caso 2). Figado moderadamente aumentado e difusamente
congesto. C. Imagem macroscépica do figado de um candrio (caso 4). Figado
moderadamente aumentado e com dreas multifocais a coalescentes branco-amareladas a

cinzas e friaveis (necrose) (seta).

3.3.Histopatologia

As alteracdes no intestino foram semelhantes em 13 das 15 aves com variag@o na

intensidade e distribuicao de lesdes (Tabela 2) (Figura 3). Lesdes intestinais acentuadas



21

foram observadas em dez aves (10/13), e estavam localizadas nos segmentos de duodeno,
jejuno e ileo. Nestes casos houve substituicdo e desorganizacdo transmural da arquitetura
do 6rgdo, com perda da conformacdo das vilosidades e criptas intestinais por intenso
infiltrado inflamatério composto predominantemente por linfécitos e em menor
quantidade por macréfagos. Nestas aves, ocasionalmente o infiltrado inflamatério
ultrapassava a parede intestinal e estendia-se até a superficie serosa (Figura 4). Lesdes
leves a moderadas foram observadas em trés aves (3/13) e estavam localizadas
principalmente nos segmentos intestinais de duodeno e jejuno. Essas lesdes consistiam
em expansao moderada a acentuada da lamina prépria e substituicdo de criptas por
infiltrado inflamatério composto predominantemente por linfocitos e macrofagos e
deposicdo moderada de fibrina entremeada ao infiltrado. Nao havia infiltrado
inflamatoério transmural e nem perda da arquitetura das vilosidades. Em todas as seccoes
analisadas foram visualizadas, no interior de macréfagos e linfocitos, células epiteliais e
extracelulares, merozoitos de 2-3 um, arredondados, basofilicos e envoltos por um halo
claro (Figura 5).

Lesoes hepdticas foram observadas em nove aves (9/15) e foram caracterizadas
por dreas extensas e multifocais aleatorias de perda e substituicdo de hepatdcitos por
infiltrado inflamatério composto por linfécitos, macréfagos e em menor quantidade por
heterofilos. No citoplasma de macréfagos e extracelulares havia quantidade varidvel de
merozoitos. Em uma ave (1/9), associado ao infiltrado inflamatério, havia areas
multifocais a coalescentes de necrose (Figuras 6 e 7).

Em trés aves (3/15) foram observadas lesdes pulmonares de pneumonia intersticial
linfocitéria e histiocitdria difusa acentuada associada a merozoitos intra-histiocitarios e
extracelulares (Figura 8). Alteracdes histologicas cardiacas de miocardite e epicardite
linfo-histiocitaria foram observadas em duas aves (2/15) (Figuras 9 e 10). Na ave 5
(trinca-ferro), além de lesdes intestinais, hepdticas e cardiacas, havia esplenite e miosite
linfo-histiocitaria multifocal a coalescente moderada associada a merozoitos intra-

histiocitarios.
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Tabela 2. Classificacdo das lesdes histoldgicas intestinais de acordo com a intensidade.

Intensidade das Bicudo- Canario-belga Trinca-ferro
lesdes histologicas verdadeiro
intestinais
Acentuada 8 2 0
Moderada 1 0 |
Leve 1 0 0

15=

E= Bicudo-verdadeiro
Em Canario-belga

E Trinca-ferro

Lesdes histologicas

Figura 3. Grifico de distribui¢do de lesdes de acordo com as espécies acometidas.



Figura 4. Imagem microscépica de corte transversal do duodeno de um bicudo-

verdadeiro (caso 14) evidenciando espessamento intenso de Idmina prépria por infiltrado
inflamatério linfocitdrio que substitui o tecido normal e se estende até a camada serosa
(seta) (H&E 10x).



Figura 5. Imagem microscépica do duodeno de um trinca-ferro (caso 5). Lamina prépria

intensamente espessada por infiltrado inflamatério de linfécitos e macréfagos, associado
aintensa quantidade de merozoitos de Isospora spp. no interior de macréfagos e linfocitos

(setas) (H&E 40x)
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,

figado de um candrio (caso 4). Infiltrado inflamatério
linfocitdrio acentuado entre os corddes de hepatdcitos. Area focalmente extensa de

6. Imagem microscépica do
necrose de hepatdcitos associado com fibrina e restos celulares (estrela) (H&E 20x).

Figura
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Figura 7. Imagem microscépica do figado de um candrio (caso 4). Desorganizagdo da

arquitetura normal do 6rgdo e substitui¢do por infiltrado inflamatdrio linfo-histiocitario

associado a merozoitos de Isospora spp. intracitoplasmaéticos (seta) (H&E 60x).
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Figura 8. Imagem microscépica do pulmao de um candrio (caso 3). Septos dos capilares

aéreos moderadamente espessados por infiltrado inflamatério linfo-histioplasmocitario

(setas) (H&E 20x).
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Figura 9. Imagem microscépica do coracdo de um candrio (caso 2). Epicardio
intensamente espessado por infiltrado inflamatério linfo-histiocitdrio (setas) que se

estende discretamente para o miocardio (H&E 10x).



Figura 10. Imagem microscépica do coragdo de um trinca-ferro. Infiltrado inflamatério

linfocitério discreto entre dos cardiomidcitos. Evidenciado pela seta hd merozoitos de

Isospora spp. intralesionais (H&E 60x).

3.4.Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para o caso 5 (trinca-ferro) obteve-se resultado positivo (amplificagdo) para PCR
tanto para a subunidade cromossomica grande de RNA ribossomico do gene 23S (rRNA
23S) (Figura 11A) quanto para o gene mitocondrial citocromo ¢ oxidase subunidade 1
(Figura 11B). Esse resultado confirma a infecc¢io por Isospora spp. nesta ave, entretanto,
a andlise de sequenciamento genético € necessdria para evidenciar a espécie especifica

deste agente.
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Figura 11. A. Gel de eletroforese sob luz ultravioleta demonstrando uma banda positiva

para a subunidade cromossdmica grande de RNA ribossomico do gene 23S (TF: amostra).
B. Gel de eletroforese sob luz ultravioleta demonstrando uma banda positiva para o gene

mitocondrial citocromo ¢ oxidase subunidade 1 (TF: amostra).

3.5.Controle e prevencdo

Ap6s a confirmagdo do diagndstico, foi recomentado para os criatérios A, B e C
o tratamento do restante das aves, bem como um manejo sanitdrio e ambiental adequado.
Para as aves foi recomendado a utilizacao de toltrazuril por via oral durante 14 dias. Para
o ambiente foi recomentado higiene e desinfeccdo de todas as gaiolas, instalacdes e
utensilios, bem como evitar alojar muitos individuos e prover dgua e dieta de boa
qualidade. Durante o periodo de tratamento e apds nao morreu mais nenhuma ave nos trés

criatorios.

4. DISCUSSAO

A isosporose entérica € uma doenga comum em diversas ordens de aves,
entretanto, a isosporose sist€émica ocorre apenas em aves da ordem Passeriformes (Flach
et al., 2022). Esta € a maior e mais diversa ordem de aves, mais da metade de todas as
aves sao classificadas nesta ordem (Trupklewlcz et al., 2018). Embora haja muitos relatos
desta doenca em uma grande variedade de espécies, ainda hd lacunas a serem preenchidas
quanto a taxonomia e patogénese destes coccideos.

Desde os primeiros relatos deste parasita em 1909, hd um debate consideravel
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sobre como ele deveria ser classificado. Desde entdo, a isosporose sist€émica ja foi
atribuida a parasitas do género Haemoproteus, Toxoplasma, Atoxoplasma e
Lankesterella. Em 1950, Garnham propds o nome Atoxoplasma, pois considerou-se que
este nome abordava o fato de que o parasita se assemelhava ao Toxoplasma, mas nio era
Toxoplasma (Levine et al., 1982). Desde entdo, foi determinado que esses parasitos
pertencem a familia Eimeriidae e se assemelham a Isospora spp.

Ambos os oocistos contém dois esporocistos, cada um contendo quatro
esporozoitos (Box, 1975). Inicialmente alguns estudos indicaram que existiam espécies
de Isospora em que os ciclos de vida eram exclusivamente intestinais e outras espécies
diferentes com ciclos de vida que incluiam um estigio de merogonia extraintestinal
(manifestacdo sistémica) (Box, 1977). Entretanto, estudos moleculares recentes apontam
que as formas sexuais e assexuadas intestinais e 0s merozoitos extraintestinais podem ser
diferentes estagios do ciclo de vida de um mesmo organismo (Schrenzel et al., 2005). Os
fatores que determinam o estagio extraintestinal do parasito permanecem incertos, mas
podem estar relacionados com linhagens especificas desses coccidios, idade e diferentes
niveis de estresse fisioldgico a que essas aves sdao submetidas (Schrenzel et al., 2005).
Na natureza, esses parasitas sdo endémicos em niveis teciduais baixos (van Riper et al.,
1987, Flech et al., 2022), porém € provavel que os niveis teciduais estejam subestimados
devido a dificuldade em identificar os merozoitos circulantes (Middleton et al., 1983). A
isosporose sistémica tornou-se uma das principais causas de mortalidade em zooldgicos
e instalagdes de pesquisa que utilizam colOnias de aves passeriformes capturadas na
natureza (Rossi et al., 1997). O estresse de estar em cativeiro e as mds condi¢des sanitarias
foram identificadas como causas que contribuem para a alta morbidade nessas instalacdes
(McNamee et al., 1995, Flech et al, 2022). No presente relato, todos os animais avaliados
eram de cativeiro e provavelmente o estresse atribuido por estar nessas instalacdes
contribuiu para o avangado quadro clinico e morte desses animais.

Embora a isosporose sistémica tenha sido relatada em muitas espécies de
passeriformes, no Brasil os relatos ndo sdo frequentes e doenca nunca foi documentada
em bicudos-verdadeiros. O bicudo ou pintinho-de-bico-grande, Sporophila maximiliani,
€ considerado ameacado de extin¢do devido a rdpida reducao de sua populacio nativa em
geral, com amplas dreas de extirpacdo completa no sudeste do Brasil (BirdLife
International, 2023). Este passeriforme resiste a pressdes da captura intensiva, uma vez

que é muito apreciado como animal de estimacdo, sofrendo com comércio ilegal e
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também com a degradacao do seu habitat (Destro et al., 2012; Machado et al., 2015). Este
relato documenta casos de isosporose sist€émica causando doenca fatal em dez bicudos-
verdadeiros de cativeiro. Atualmente no Brasil hd programas de conservagao de bicudos-
verdadeiros ex-sifu, ou seja, ha programas que estabelecem areas protegidas para criacao
dessas aves em cativeiro prevendo sua reintroducdo na natureza (Machado et al., 2013).
Portanto, a isosporose sistémica deve ser considerada como uma doenga importante em
programas de conservacgdo ex-situ para essa espécie. Embora a maioria das linhagens de
parasitas sejam provavelmente especificas do hospedeiro, a transmissdo interespécies
pode ocorrer e merece considera¢ao no manejo de passeriformes, especialmente espécies
ameacadas de extincdo (Schrenzel et al., 2005).

A isosporose sist€mica pode acometer tanto aves jovens quanto adultas (Adkesson
et al., 2005). Estudos sugerem que estdgios extraintestinais desses cocideos sao altamente
patogénicos para aves jovens, com mortalidade chegando a 80% (Adkesson et al. 2005,
JamriSka et al., 2013). No presente caso ndo houve diferenga relevante do nimero de
casos em filhotes e adultos, 53% dos animais eram filhotes e 47% eram adultos.
Entretanto, os candrios 2, 3 e 4 eram provenientes de um mesmo criatério familiar, e nesse
local a mortalidade em filhotes foi de 80% (4/5). Adicionalmente, o inicio da mortalidade
coincidiu com a introdu¢cdo de uma ave adulta e da mesma espécie no local. Estudos
indicam que aves adultas podem ndo apresentar sinais clinicos e eliminar grande
quantidade de oocistos infectantes no ambiente (Maslin e Latimer 2009).

Nao foram realizados exames de pesquisa de oocistos nas fezes da ave adulta,
entretanto, € possivel que esse animal tenha sido a fonte de infec¢do para os filhotes. Além
da exposi¢do a animais infectados, a infeccdo e doenga podem ser influenciadas por outras
condi¢cdes de criacdo (por exemplo, aglomeracdo, saneamento abaixo do ideal com
acumulagdo de oocistos infectados e estresse) (Maslin e Latimer 2009). Os relatérios
epidemioldgicos obtidos para esse estudo foram incompletos, contudo, é possivel que
algum desses fatores de risco ou um conjunto deles esteja relacionado com a mortalidade
das outras aves.

O diagndstico de isosporore sist€mica baseia-se na localiza¢io do parasita dentro
de macréfagos e linfécitos em esfregacos de sangue, esfregacos de impressdao de 6rgdos
e biopsias de figado (Adkesson et al. 2005, Maslin e Latimer, 2009, Cushing et al., 2011).
A avaliacdo citologica de aspirados com agulha fina do figado em aves com

hepatomegalia também pode ser usado (Mainez e Juan-Sallés, 2016). Entretanto, esses
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procedimentos de diagndstico tém limitacdes, devido ao tamanho reduzido, a fragilidade
e a maior susceptibilidade ao estresse que estas aves apresentam (Sanches e Godoy,
2014). A identificacdo de oocistos esporulados nas fezes por flutuagdo de rotina pode ser
realizado, entretanto, esses oocistos sdo eliminados de maneira intermitente, o que pode
gerar resultados falso negativos (Terio e Adkesson, 2019).

A condicdo corporal de aves com isosporose sistémica pode variar de acordo com
o curso da doenca. Em casos em que o curso da doenca € mais longo a condi¢@o corporal
¢ ruim devido ao intenso acometimento intestinal, o que prejudica a absor¢do de
nutrientes (Terio e Adkesson, 2019). Estudos demonstraram uma ligacdo estatisticamente
significativa entre o0 aumento da espessura da lamina prépria do intestino causado pela
infiltracdo linfocitdria e o peso de pintassilgos infectados com isosporose sistémica
(Gosbel et al., 2020). A condi¢cdo corporal destes animais pode ser normal em casos
agudos da doenca (Terio e Adkesson, 2019), constatagdo que pode justificar a diferenca
de condi¢do corporal observada nos animais deste relato.

Em fringilideos e traupideos, as lesdes macroscOpicas mais consistentes sao
espessamento acentuado do duodeno, esplenomegalia, hepatomegalia e atrofia de tecido
adiposo e musculos esqueléticos (Terio e Adkesson, 2019). No presente caso foram
observadas variacoes na apresentacdo macroscopica dos intestinos avaliados. A
hiperemia da serosa e presenca de hemorragia na mucosa e no limen foram os achados
mais consistentes.

Dependendo da espécie hospedeira e do estdgio da infec¢do, a ocorréncia de lesoes
histolégicas podem ser mais varidveis entre os orgdos. No intestino, podem ser
encontradas lesdes de diferentes intensidades e localizacdes, desde lesdes moderadas a
leves com infiltrado inflamatério restrito a lamina prépria associado a necrose e
hemorragia (Oliveira et al., 2018; Terio e Adkesson, 2019) até lesdes graves com
infiltrado inflamatério predominantemente linfocitirio que se estende da lamina propria
até a serosa, semelhante ao linfoma (Cushing et al., 2011). Ainda ha divergéncias na
literatura com relacdo a natureza da lesdo intestinal acentuada. Nestes casos hd um desafio
diagnéstico para distinguir linfoma intestinal e enterite linfocitdria. A presenca do agente
intralesional e a auséncia de evidéncias conclusivas de transformacdo neoplésica dessas
células, como a clonalidade das células infiltrativas, suportam a teoria de que se trata de
lesdes inflamatorias.

Em &8/10 dos bicudos-verdadeiros deste relato foram observadas lesoes intestinais
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acentuadas constituidas por numerosos linfécitos e macréfagos transmurais e as lesdes
em outros 6rgdos foram escassas. Tendo em vista que este € o primeiro relato
documentado em bicudos-verdadeiros, pode ser que esta seja a apresentagdo mais comum
desta doenca nesta espécie. Em trinca-ferros essa doenca afeta principalmente o bago, o
figado e o intestino delgado, entretanto, lesdes em rins, coracio e pulmao também podem
ser encontradas (Oliveira et al., 2018). No presente caso os achados no trinca-ferro (caso
5) foram semelhantes com altera¢des em diversos 6rgaos e com predominio em intestino
delgado, figado, baco e coragdo.

Os protocolos de tratamento recomendados sao amplamente empiricos e variam
muito em eficdcia, pois os medicamentos afetam a produg¢do de oocistos, mas nao
influenciam nos estdgios intracelulares (Landolfi et al., 2020). Foi demonstrado que o
tratamento com toltrazuril € eficaz contra os estdgios intestinais da isosporose sistémica.
Entretanto, ainda ndo ha evidéncias de que os estigios extraintestinais do parasita sdo
eliminados totalmente pelo Toltrazuril (Jamriska et al., 2013). Ha relatos de melhora do
quadro clinico e sobrevivéncia de aves infectadas apds o tratamento com toltrazuril
combinado com a enrofloxacina (Campos et al., 2017). Dois animais deste relato
receberam tratamento com toltrazuril e nao houve melhora clinica, entretanto, nao foi

informado nos relatdrios clinicos se a dosagem e os dias de tratamento foram adequados.

5. CONCLUSOES

A associag@o de achados macroscopicos, microscopios € por PCR possibilitaram
o diagnéstico definitivo da ocorréncia de isosporose sistémica nas aves do presente
estudo. A isosporose sisttmica em bicudos-verdadeiros € uma doenca que afeta
principalmente o intestino delgado, no qual causa lesdo grave com infiltrado intenso de
linfécitos e macrdéfagos transmural. Seguido do intestino, o figado também ¢é
frequentemente acometido. Ainda ndo se sabe do impacto dessa doenga em populacdes
de bicudos-verdadeiros de vida livre. Entretanto, esse relato demonstra a importancia
dessa doenca em populagdes de cativeiro. As alteragdes histoldgicas nos candrios e no
trinca-ferro sdo semelhantes as relatadas anteriormente e candrios jovens sao

possivelmente mais sensiveis.
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