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“Blackbird - The Beatles”

Blackbird singing in the dead of night,

Take these broken wings and learn to fly.

All your life,

You were only waiting for the moment to arise.

Blackbird singing in the dead of night,

Take these sunken eyes and learn to see.

All your life,

You were only waiting for the moment to be free.

Black bird fly, black bird fly
Into the light of the dark black night.

Black bird fly, black bird fly
Into the light of the dark black night.

Blackbird singing in the dead of night

Take these broken wings and learn to fly.

All your life

You were only waiting for this moment to arise!

A beleza das aves que me conquistaram...
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RESUMO

O estado de saude da das aves pode ser utilizado como indicador de alteracdes
ambientais. Diferentes tipos de estresse fisicos, ambientais e antrépicos favorecem o
declinio das condicdes de saiude das aves reduzindo sua capacidade de sobreviver e
reproduzir. Uma das consequéncias da degradacdo ambiental e alteracdes antrdpicas dos
habitats € o desequilibrio das relagdes parasito-hospedeiro e alteracdes na estrutura da
comunidade de vetores, assim como a dispersdo dos parasitos e o surgimento de doencas
infecciosas, como a maldria. Os objetivos principais desta tese foram: (i) avaliar a relagdo
entre a prevaléncia de maléria e a saide das aves em dreas protegidas e urbanas em regides
de Cerrado dos estados de Minas Gerais e Tocantins, a fim de diagnosticar os fatores que
influenciam a dindmica vetor-parasito-hospedeiros nestes ambientes (Capitulo 1); e (ii)
avaliar se a prevaléncia de maldria avidria € dependente da temperatura ou da variacao da
riqueza em espécies em regido temperada (Portugal) e tropical (Brasil), utilizando como
modelo de estudo os hospedeiros Passer domesticus e de duas espécies de Turdus spp.
(Capitulo 2). O diagnéstico da maldria avidria foi obtido por métodos moleculares e
microscopia de esfregaco sanguineo das aves. A avaliagdo das condi¢des gerais de satide das
aves foi realizada através da andlise de parametros hematoldgicos: taxa de glicose,
concentracdo de hemoglobina, volume relativo de glébulos vermelhos (HCT) e contagem
diferencial de glébulos brancos (razao H/L), além do indice de massa corporal. Armadilhas
luminosas foram utilizadas para capturar os insetos e identificar os vetores locais. A
prevaléncia total encontrada nas aves do Cerrado de Minas Gerais e Tocantins foi de 24% de
infeccdo e ndo foi influenciada pelas variagdes sazonais (seca e chuva) ou de ciclo de vida
das aves (periodo reprodutivo, de muda das penas ou descanso). Quando os estados foram
avaliados conjuntamente, houve diferenga significativa na prevaléncia de aves nas dreas
preservadas (25,18%) em relacdo as areas urbanas (20,68%). O comportamento e ecologia
das aves influenciaram na prevaléncia de hemoparasitos. As aves que forrageiam do sub-
bosque ao chdao foram mais prevalentes que as aves que forrageam no dossel; aves
generalistas sdo mais prevalentes que aves exclusivas ou dependentes de mata; e quanto a
guilda tréfica, as aves frugivoras foram mais infectadas que as insetivoras; aves mais
pesadas foram mais parasitadas. Em relagdo a participacdo em bando misto, apenas em
Minas Gerais as aves que participam de bandos mistos foram mais prevalentes do que as que
ndo participaram. O tipo de ninho ndo influenciou a prevaléncia, assim como nenhum dos
fatores hematoldgicos foi capaz de explicar a parasitemia das aves. Em Tocantins, apenas o
tdxon (familia das aves) pode explicar as diferentes prevaléncias de hemoparasitos nas aves,
porém de maneira geral, com o aumento da abundancia de espécies foi observada
diminui¢cdo da prevaléncia de maldria avidria. A prevaléncia de maldria avidria no Brasil foi
de 35 % em T. leucomelas e de 25 % em P. domesticus. Em Portugal, a prevaléncia de
infeccao foi de 69 % em T. merula e de 47 % em P. domesticus. Tanto para Turdus, quanto
para P. domesticus, a prevaléncia e a intensidade de infeccdo foram significativamente
maiores em Portugal. Individuos infectados apresentaram a taxa de hemoglobina
significativamente menor que os nao-infectados. O conhecimento dos processos ecoldgicos
e interagdes complexas existentes na relacdo parasito-hospedeiro-vetor sdo necessarios para
direcionar as atividades de manejo na biologia da conservagdo, controle de doencas e
biosseguranga. Os resultados obtidos indicam que estes indices podem futuramente ser
implementados para avaliar a saide de aves silvestres em ambientes impactados (dreas
urbanas) vs. ambientes naturais (dreas protegidas) e utilizados, por exemplo, como
ferramenta na avaliacdo da viabilidade de reintrodu¢do de individuos de -cativeiro
apreendidos pelos orgdos fiscalizadores. A comparacdo da saide da avifauna silvestre
representa um caminho na abordagem de bioindicadores de integridade ambiental em regido
tropical.



INTRODUCAO GERAL

Aves como bioindicadores

O aumento crescente das demandas populacionais e industriais constitui uma ameaga
a diversidade bioldgica devido a pressao antrdpica sobre os recursos naturais. Os distirbios
provocados por alteragdes ambientais desencadeiam uma série de respostas nos sistemas
bioldgicos. A intensidade dessas respostas depende do tempo de exposi¢do ao estresse e do
potencial adaptativo das espécies ali presentes. Bioindicadores s@o organismos capazes de
responder a alteracdes no equilibrio do meio ambiente, através de alteragdes na distribui¢ao
das espécies, disfuncdes comportamentais, fisioldgicas e anatOmicas, ou no sucesso
reprodutivo, causado por um estresse (Frinzle, 2003).

O estresse em aves pode ser causado por poluicdo, fragmentacdo ou destruicdo de
habitats, introducdo de espécies exoticas, super-exploracdo de espécies, manipulacdo do
tamanho da ninhada, qualidade da dieta, presenca de ectoparasitos e endoparasitos, entre
outros (Becker, 2003). Estes fatores favorecem o declinio das condi¢des clinicas das aves e,
por conseguinte, diminuem sua capacidade de sobreviver e reproduzir. Um exemplo desse
declinio foi demonstrado por Horak ef al.(1998), em que os parametros hematoldgicos de
aves que vivem em ambientes rurais estavam em melhores condi¢cdes que o das aves em
areas urbanas e poluidas.

Aves sdo consideradas organismos indicadores de qualidade ambiental (Furness &
Greenwood, 1993; Frinzle, 2003) devido a diversos fatores tais como: capacidade
taxondmica de identificacdo das espécies; a biologia e ecologia das espécies sdo bem
conhecidas; algumas sdo cosmopolitas; possuem ciclo de vida longo, o que possibilita

monitoramentos em longo prazo; além de ocuparem muitas vezes o topo de cadeias



alimentares, possibilitando estudos de bioacumulacdo. Peakall & Boyd (1987) realizaram
estudos sobre os niveis do inseticida DDT (Dicloro-Difenil-Tricloroetano) em casca de ovos
€ penas e mostraram que esses parametros sao detectdveis por varios anos em organismos
taxidermizados de cole¢des e museus. Dessa forma, além de bioindicadores, as aves atuam
como organismos sentinelas que irdo monitorar os niveis de impacto prejudiciais a0 meio
ambiente, em escala temporal e espacial (Peakall & Boyd, 1987). Destaca-se assim, o
importante papel das aves na avaliagdo do estado de conservacdo ambiental de &reas

protegidas e impactadas.

Parametros hematologicos e biologicos em aves

A avaliagdo da saide de aves € realizada, na maioria das vezes, em espécies de
interesse econdmico, principalmente em aves de cativeiro e de criacdes para 0 consumo
humano. Portanto, o conhecimento sobre a saide de aves silvestres ainda € restrito. A
maioria dos trabalhos que envolvem saude de aves silvestres € realizada em ambientes
temperados (Eeva et al., 1997; Weddle, 2000; Fair & Ricklefs, 2002; Quillfeldt et al., 2004;
Shutler et al., 2004). Existem poucos relatos na literatura a respeito da saide de aves
silvestres nos tropicos, principalmente no Brasil (Machado-Filho et al., 2010; Belo et al.,
2010; Lobato et al., 2011).

O estado de saude das aves € uma forma de avaliar as condigdes ambientais, pois
estd diretamente relacionado a sua sobrevivéncia, crescimento e, conseqiientemente, ao
sucesso reprodutivo (Horak et al., 1998; Moreno et al.,1998). A avaliacdo do estado de
saude e nutricional das aves e sua imuno-competéncia (capacidade do sistema imune de
reagir a doencas) podem ser analisadas através de parametros fisioldgicos e bioldgicos. Estes

parametros podem ser avaliados por meio de exames hematolégicos, como a taxa de



hemoglobina e hematdcrito (para avaliacdo de anemia); contagem diferencial de leucdcitos
para o célculo da razdo de heterdfilos/linfécitos (morfotipos de glébulos brancos indicadores
de estresse); além do peso e medidas morfométricas. Esses métodos citados tém sido
amplamente utilizados como ferramenta de diagndstico complementar para monitorar as
funcOes organicas de espécies de aves domésticas e silvestres (Fairbrother et al.,1990; Ots &
Hoérak, 1996; Dawson & Bartolotti, 1997; Horak et al., 1998; Moreno et al.,1998; Moreno et
al., 2002; Clinchy et al., 2004; Williams, 2005, Kilgas et al., 2006).

As hemdcias das aves possuem uma peculiaridade em relacdo as hemdcias de
mamiferos, pois sdo nucleadas (Campbell, 1994). Obtida por métodos fotocolorimétricos
simples, a hemoglobina é o pigmento responsavel pela cor vermelha do sangue, estd contida
no eritrécito ou hemadcia (glébulo vermelho do sangue). O volume globular das hemécias,
quantificado pelo hematdcrito (HCT) estd intimamente relacionado ao tamanho e ao niimero
de glébulos vermelhos. Hematdcrito total, juntamente com os niveis de hemoglobina,
designam o indice médio da percentagem de hemoglobina por hemécia, e sao responsaveis
pelo aporte de oxigénio no sangue, estando diretamente relacionados com a capacidade
respiratdria (oxygen-carrying) (Coles, 1984). Carey & Morton (1976) estudaram aves de
rapina que vivem em altas altitudes, onde o ar € mais rarefeito e hd um aumento da demanda
de oxigénio, e observaram aumento dos niveis destes componentes respiratérios, em
comparagdo as aves que vivem em baixas altitudes. Quando estes elementos estdo em baixa
quantidade no sangue, o diagndstico caracteriza um quadro de anemia, e pode estar
relacionado a fatores de estresse, presenca de ectoparasitos hematdfagos, endoparasitos que
destroem ou danificam o funcionamento das hemdcias, infec¢Oes cronicas, lesdes e
traumatismos fisicos (Matos & Matos, 1988; Campbell, 1994; 1995).

Os leucdcitos das aves podem ser classificados em granuldcitos (originam-se na

medula 6ssea), representados pelos basofilos, eosindfilos e heterdfilos (similares aos



neutréfilos dos mamiferos), e pelos agranuldcitos ou mononucleares (mondcitos e
linfécitos), que sdo produzidos nos tecidos linféides: bacgo, timo e, em aves, na bolsa cloacal
(bursa de Fabricius) (Garcia-Navarro & Pachaly, 1994).

A razdo heterdfilos/linfocitos analisada no leucograma dos esfregacos sanguineos é
considerada um indicador de estresse de aves domésticas, pois o estresse acelera a secrecao
dos hormonios do cértex da supra-renal, influenciando na diminuicdo dos eosinéfilos e
linfécitos e no aumento dos heterdfilos (Post et al., 2003).Quanto maior a propor¢cdo de
heter6filos, maior pode ser o indice de estresse do animal, pois este leucdcito € o
responsavel pelo ataque bacteriano em processos inflamatdrios (Matos & Matos, 1988). Por
outro lado, o glébulo branco linfécito, deve estar em altas proporcdes, pois ele € responsdvel
pelo reconhecimento e fagocitose de patégenos, e sua auséncia indica imunossupressio, ou
seja, um organismo sujeito a infecgdes. Em sintese quanto maior o valor da razdo H/L maior
o nivel de estresse da ave (Campbell, 1994).

Estes indices hematoldgicos acima citados, somados a informac¢des morfoldgicas e
de peso das aves, possibilitam a percepcdo precoce de alteracdes fisioldgicas, causadas por
diversos fatores de estresse, possibilitando a implementacdo de medidas preventivas de
impactos que seriam posteriormente ainda mais prejudiciais. Ou seja, observa-se o efeito no
primeiro nivel de organizacdo (organismos), antes dos efeitos populacionais causados por

mortalidade ou insucesso reprodutivo.

Hemoparasitos de aves

O parasitismo exerce forte influéncia na dindmica e estrutura de comunidades

bioldgicas assim como a competi¢cdo ou a predacdo (Minchella & Scott, 1991, Hudson&

Greenman, 1998). Em aves, os efeitos negativos do parasitismo podem ser observados em



aspectos como diminui¢do do sucesso reprodutivo (Marzal et al., 2004), susceptibilidade a
doencas (Philips, 1990) e diminui¢do da sobrevivéncia (Zinkl, 1986). Os hemoparasitos ou
parasitos do sangue atuam como reguladores do tamanho de populacdes de hospedeiros e
podem até mesmo causar extingdes de espécies de aves (van Riper III et al., 1986; Feldman
et al., 1995), além de afetar a selecdo sexual, a coloragio da plumagem e,
consequentemente, o sucesso reprodutivo (Hamilton & Zuk, 1982; Pruett-Jones et al.,1990;
Kirkpatrick & Ryan, 1991; Ricklefs, 1992).

A maldria avidria € uma doenca infecciosa, transmitida por protozodrios parasitos
sanguineos que acometem aves de diversas espécies (Valkiunas, 2004). Estes parasitos
pertencem ao filo Apicomplexa, dentre os quais os gé€neros mais prevalentes em aves
pertencem a ordem Haemosporida: Haemoproteus, Plasmodium e Leucocytozoon (Julian &
Galt, 1980; Bennett et al., 1982; Hopinks et al., 1990; Garvin et al., 1993). Conforme
proposto por Pérez-Tris et al. (2005), o termo maldria avidria (hemosporideos ou
hemoparasitos avidrios) neste trabalho, refere-se a infec¢des por Plasmodium e/ou
Haemoproteus.

Os hemoparasitos podem ser transmitidos entre os hospedeiros a partir do repasto
sanguineo de vetores, com conseqiiente inoculagdo das formas infectantes, onde no sangue
das aves encontram-se as formas de trofozoito, esquizonte e gametdcito para Plasmodium, e
apenas gametocito para Haemoproteus(Valkiunas, 2005) (Figura 1). Os parasitos do género
Plasmodium sao transmitidos, na maioria das vezes, por mosquitos da familia Culicidae
(géneros Culex e Aedes) e raramente do género Anopheles, como é o caso da maldria
humana (Atkinson & Van Riper III, 1991). O género Haemoproteus tem sido documentado
em vdrias partes do mundo associado aos vetores das familias Ceratopogonidae (em especial

o género Culicoides) e Hippoboscidae (Greneret al., 1975); enquanto que Leucocytozoon é



veiculado principalmente por mosquitos das familias Simuliidae e Ceratopogonidae
(Marcondes, 2001).

Uma linhagem de parasito pode infectar multiplas espécies de hospedeiros
(Waldenstrom et al., 2002). Em particular, o Plasmodium pode ter um forte impacto
negativo em seus hospedeiros, especialmente se espécies de aves nativas forem expostas
pela primeira vez a algum parasito novo (Bensch et al., 2000). No Havai, a introducio de
uma nova linhagem de Plasmodium resultou em extingdes de diversas aves nativas
(Atkinson et al., 2000).

Aves infectadas por maldria podem apresentar uma fase cronica ou latente de
infec¢do, na qual a resposta imune reduz a parasitemia a niveis bastante baixos e as aves
sobreviventes apresentam, portanto, pouco ou nenhum sinal de infeccdo. Essas infeccdes
crOnicas, que acometem a grande maioria das aves, sdo dificeis de serem detectadas através
do exame de esfregacos sanguineos a menos que ocorra uma reativagdo da infecgao,
controlada por interagdes complexas entre a resposta imune do hospedeiro e o estresse
fisiolégico (Atkinson & van Riper III, 1991).

A técnica de PCR (polymerase chain reaction - reagdo em cadeia por polimerase)
usa o conhecimento da variacdo das seqiiéncias de DNA para detectar especificamente
linhagens diferentes de parasitos. A amplificacdo de uma seqiiéncia gendmica especifica
através de PCR para estudos epidemioldgicos € bastante conveniente por se tratar, na
maioria dos casos, de quantidades limitadas de amostras disponiveis. Além disso, pode
fornecer diagndsticos rdpidos e confidveis, mesmo quando uma determinada amostra
apresenta baixos niveis de parasitismo ou encontra-se infectada por mais de uma espécie de
parasito (Henning et al., 1999). E considerado um método muito eficiente e, associado a
microscopia 6ptica (M.O.) e aumenta a acurdcia da detectabilidade de infec¢des cronicas por

malaria (Feldman et al., 1995; Richard et al., 2002).



Figura 1. Esfregaco sanguineo corado (Giemsa) e visualizado em M.O. (aumento de 1.000
X), evidenciando (setas pretas) hemdcias de aves infectadas por diversas formas de
Plasmodium: trofozoito (A), trofozoito maduro (B), esquizonte (C) e um gametdcito de
Plasmodium ou Haemoproteus (D).

Influéncia do ciclo de vida na infecg¢do por hemoparasitos

O contexto ecolégico das interacdes parasito-hospedeiro pode influenciar na
transmissdo e persisténcia de doencas. A prevaléncia da maldria em populagdes naturais de
aves apresenta associacdes complexas com o ambiente (Cosgrove et al., 2008; Chasar et al.,
2009) e a influéncia da degradacdo do habitat sob os vetores e as doencas (Gratz, 1991).

Fatores abidticos, como mudangas climaticas e ambientais, e fatores bidticos, como a idade



do hospedeiro, o sexo e as densidades populacionais, podem influenciar a transmissao dos
parasitos e assim a prevaléncia da infec¢do (Wilson et al., 2001).

Sabe-se que os padroes de saide das aves oscilam na natureza segundo fatores
naturais, tais como a variagdo dos padrdes de saide para cada espécie; idade; sexo; ciclos
reprodutivos; clima (seca e chuva); estado nutricional; migra¢do; competicao e por fatores
antropicos (impactos ambientais diversos causados pela acdo do homem) (Moreno et al.,
1998; Horak et al., 1998). Dentre os fatores naturais, o ciclo de vida tais como o periodo
reprodutivo e a muda das penas das aves podem alterar significativamente as condi¢oes
fisiol6gicas das aves (Fairbrother et al.,1990; Dawson & Bartolotti, 1997).

As espécies de aves possuem um ciclo anual caracteristico onde os individuos
comegam a se reproduzir em periodos especificos do ano. A reproducdo € uma fase da vida
que provoca uma série de mudangas bioldgicas no individuo (Murphy, 1996). Muitas aves
comecam a muda (estacdo anual de substitui¢do periddica das penas) no final do periodo
reprodutivo, quando sua massa corporal e estoque de lipideos estdo proximos do minimo.
Como uma medida compensatdria, as aves diminuem sua atividade no periodo da muda e
aumentam o consumo de itens alimentares mais nutritivos, pois hd um alto gasto de energia
para a producao das novas penas (Murphy, 1996).

O conhecimento dos fatores que governam o ciclo reprodutivo e a muda de penas de
aves é de extrema importancia para os estudos de parasitologia (Snow & Snow, 1964;
Diamond, 1974; Prys-Jones, 1982; Voelker & Rohwer, 1998; Kratter ef al., 2001), uma vez
que estas atividades estdo relacionadas com as caracteristicas do ambiente local (Marini &
Duraes, 2001) e podem influenciar na parasitemia das aves (Wood et al. 2007).

Dentre os fatores ambientais, a sazonalidade das estacOes de seca e chuva podem
influenciar na prevaléncia de doencgas veiculadas por vetores (Lopez-Vélez & Moreno,

2005), uma vez que em periodos chuvosos, cria-se condicdes favordveis de umidade,



temperatura e disponibilidade de sitios de actimulo de dgua necessdrios para a proliferacdao

de mosquitos transmissores de hemosporideos, como a malaria (Alto &Juliano, 2001).

Influéncia das alteragoes ambientais sobre a saiide das aves

O processo de urbanizagdo, fragmentacdo e as mudangas climdticas estdao entre os
fatores responsdveis pela emergéncia e proliferacio de doencas infecciosas (Weiss &
Michael, 2004). Assim, o curso de uma epidemia e os niveis de endemismo de uma doenga
podem ser alterados. Dentro deste panorama, € de relevante importancia avaliar a inter-
relac@o entre os impactos advindos do estresse ambiental e as doencas infecciosas (Lafferty,
1997; Lafferty & Holt, 2003).

As alteragcdes climdticas podem influenciar de forma negativa a “satde” dos
ecossistemas em conseqii€éncia das alteragdes nos ciclos de chuva, derretimento das calotas
polares (provocando aumento do nivel do mar) e maior incidéncia de furacOes e desastres
climaticos (IPCC, 2001; IPCC, 2002). Todos estes fatores geram impactos negativos na
biodiversidade (Thomas et al., 2004; Bradshaw, 2006; Devictor et al., 2008; Schryver et al.,
2009), aumentando a incidéncia de enfermidades (Cumming, 2006), além de alterar o ciclo
bioldgico de diversas espécies de animais e plantas (Schryver er al., 2009) e causar a
retracdo e até mesmo extin¢do de espécies de distribui¢do restrita (endémicas) e aumento de
espécies invasoras (IPCC, 2007).

Outro impacto importante causado pelo aquecimento global das temperaturas e
urbanizagdo, que pode influenciar a dinamica de populacdes das aves, é o aumento da
ocorréncia de doencas causadas por vetores (Ricklefs, 2003). A medida que o ar aquece, sua
capacidade de reter vapor d’dgua aumenta e proporciona um ambiente propicio para a

reproducdo de mosquitos transmissores de doencgas (Lopez-Vélez & Moreno, 2005).
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A degradacdo do meio ambiente pode aumentar ou diminuir a prevaléncia do
parasito, na medida em que pode alterar a propor¢do de hospedeiros intermedidrios ou
definitivos. Wood & Cosgrove (2006) sugerem que um dos temas prioritdrios a ser abordado
no estudo destes parasitos se relacione aos efeitos da degradacdo do habitat na ecologia da

comunidade de parasitos.

Turdus spp. e Passer domesticus como objeto de estudo

Para a investigacdo dos parametros indicadores de saide em aves de ambientes
tropicais e temperados foram escolhidos o género Turdus spp. (T. leucomelas no Brasil e T.
merula em Portugal) e uma espécie de ave (Passer domesticus), como modelo de estudo,
uma vez que estas espécies/género sdo cosmopolitas, abundantes e ocorrem nos dois paises.

Passer domesticus (Linnaeus, 1758), o pardal comum ou pardal-doméstico é uma
ave da familia Passeridae, de origem Européia e Asidtica (Oriente Proximo) e habita hoje
boa parte da regido paledrtica, da Africa subsariana, Austrdlia e Nova Zelandia. Foi
introduzido na América em 1850 e chegou ao Rio de Janeiro em 1906, por Antonio B.
Ribeiro, que trouxe 200 individuos de Portugal para soltar no Campo de Santana, alegando
contribuir para a campanha de Oswaldo Cruz ao combate a doencas; os pardais eram
considerados inimigos naturais de alguns insetos transmissores de enfermidades (Sick,
2001). O pardal € um péssaro urbano e cosmopolita, que se adapta melhor ao ambiente das
cidades do que qualquer outra ave, e se reproduz com facilidade junto as edificag¢des. Por
i1ss0, o pardal-doméstico € um modelo adequado de estudo para avaliar efeitos de estresse
ambiental em dreas urbanas tanto em ambientes tropicais, quanto em ambientes temperados

(Figura 2).
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O género Turdus é constituido por aves da familia Turdidae, onde se classificam 66
espécies de tordos, melros e sabids. O grupo tem uma distribuicdo geografica bem ampla e
ocorre na Africa, na maioria das ilhas Atlanticas, Caribe, Américas e na totalidade da
Eurésia, incluindo Japao e Filipinas. O género Turdus esta, de forma geral, ausente da regido
da Australdsia, onde ocorrem apenas o melro-preto, introduzido na Austrdlia e Nova
Zelandia, e as muitas subespécies de T. poliocephalus, que habitam a Nova Guiné e ilhas
circundantes. Sdo aves com alimentacdo onivora e que se ajusta bem a habitats diversos,
desde as estepes da Sibéria a floresta tropical da Amazonia. Preferem zonas arborizadas mas
podem ocupar com sucesso ambientes urbanos (Sick, 2001).

Turdus leucomelas (Vieillot, 1818), conhecido popularmente como sabid-branco ou
sabid-barranqueiro (Figura 2), ¢ uma ave semiflorestal, vive a beira de matas, parques, matas
de galeria e mesmo em dreas urbanas. E um sabid com cerca de 22 centimetros, pesa entre
54 e 60 gramas, possui asas cor ferrugem e cabeca cinzento-oliviceo, a garganta €
esbranquicada e o bico escuro. Ocorre em alguns paises da América do Sul e em quase todo
o Brasil, principalmente nas regides central e meridional (Sick, 2001; Sigrist, 2006). E uma
ave bastante popular, reconhecida e admirada principalmente por seu canto melodioso.
Apesar de ndo estar ameacada, € alvo de cacadores por ser apreciada para gaiola (Frisch &
Frisch, 2005). Além disso, aves do género Turdus podem servir de modelo em estudos
comparativos da saide de aves em ambientes urbanos, impactados e em ambientes naturais,
e também no monitoramento de espécies capturadas pelo IEF ou IBAMA, antes de sua
reintroducgao.

Turdus merula (Linnaeus, 1758), ou melro (Figura 2),como conhecido em Portugal,
é uma ave com distribuicdo abundante por toda a Europa e Asia. O melro-preto, assim como
o T. leucomelas € onivoro, consumindo uma grande variedade de insetos, vermes e frutos. O

comprimento da espécie varia de 23,5 a 29 cm e um peso de 80 a 125 gramas, dependendo
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do sexo e das estagdes do ano. O melro-preto tem como preferéncia as florestas caducifélias
e vegetacdo rasteira densa, porém vém conquistando as cidades, sendo frequentemente
encontrado em jardins, campos de cultivo ou parques. Apesar do estatuto de “ndo

ameacada”, ha algumas ameacas a espécie, principalmente relacionadas a caga (Sick, 2001).
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Figura 2. Linhas de rede de neblina em matas de galeria préximas a corpos d’dgua (A e B);
captura de Passer domesticus (C e D); T. leucomelas (Brasil) (E) e T. merula (Portugal) (F).
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OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

Pesquisas internacionais vém buscando responder quais sdo os fatores responsdveis
pelas diferencas nas prevaléncias de parasitos em ambientes temperados vs. tropicais (Martin
et al., 2007; Ricklefs & Sheldon, 2007). Pouco se sabe sobre a transmissdo sazonal de
hemoparasitos em regides tropicais e subtropicais onde vetores permanecem ativos 0 ano
todo (Atkinson et al., 1988).

Estudos desta natureza em ambientes tropicais, principalmente em comunidades de
aves do Cerrado do Brasil Central, como no estado do Tocantins e Minas Gerais, sdo ainda
incipientes.

Os objetivos principais desta tese foram caracterizar as interacdoes entre
hemoparasitos, seus hospedeiros de aves e seus vetores em ecossistemas influenciados pela
urbanizagcdo ou pelo clima temperado vs. tropical e avaliar o potencial de parametros
morfoldgicos e hematoldgicos como bioindicadores do efeito da parasitemia nas aves. As
questdes especificas que foram levantadas foram: (i) quais fatores influenciam a prevaléncia
de hemosporideos em comunidades de aves do Cerrado brasileiro em ambientes urbanos e
preservados, e quais os fatores ecoldgicos que influenciam esta relagdo (capitulo 1); (ii)
compreender como os parametros parasitolégicos variam com as condi¢cdes ambientais
(clima) e diferencas na riqueza de espécies em ambientes tropicais e temperados (capitulo

2).
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Objetivos especificos:

Capitulo 1

Neste estudo, o objetivo geral foi ampliar o conhecimento da drea e testar as
previsdes das hipdteses, sendo que para isso 0s seguintes procedimentos foram avaliados: a
influéncia de varidveis ambientais, ecolégicas e o efeito da urbanizacdo nas taxas de
infestacdo de hemoparasitos avidrios, no Cerrado da por¢do central do estado do Tocantins e

de Minas Gerais, Brasil.

1. Determinar a prevaléncia de hemosporideos em aves silvestres que vivem em
ambientes preservados ou em ambientes urbanos no Cerrado.

2. Avaliar as caracteristicas bioldgicas (periodos reprodutivo, muda e de descanso das
aves) e sazonais (estacdes chuvosa e seca) que influenciam a prevaléncia de
hemosporideos em aves.

3. Correlacionar a prevaléncia de maldria avidria a caracteristicas bioldgicas e de
ecologia de aves, considerando: (i) grupo taxondmico do hospedeiro (familia); (ii)
peso; (ii1) guildas tréficas; (iv) participagdo em bandos mistos; (v) tipo de ninho; (vi)
tipo de habitat preferencial; (vii) estrato vegetacional de forrageio.

4. Avaliar componentes fisiologicos que caracterizam o "fitness" de saide das aves em

populacdes sob maior pressdo de parasitos.
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Capitulo 2

Foram investigadas as associagdes entre a prevaléncia de hemoparasitos e satde de
aves comparando dados em clima tropical (Brasil) vs clima temperado (Portugal) para
compreender se ha efeito do aumento da temperatura global sobre a saude de Passer

domesticus e Turdus sp.

1- Comparar a prevaléncia de hemoparasitos de Passer domesticus € Turdus sp. em
ambientes tropicais e temperados.

2- Verificar se os parametros hematolégicos das aves infectadas pelo parasito serdo
alterados em relacdo as nado-parasitadas, devido aos danos dos mesmos na saide das
aves.

3- Avaliar se hd variacdes sazonais na prevaléncia de hemoparasitos e nos parametros

hematoldgicos nos trépicos e no ambiente temperado.
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MATERIAIS E METODOS

O esforco amostral total das coletas foi de aproximadamente 9.000 horas/rede.

Areas de Estudo no Brasil

O bioma Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, localizado em uma grande
area do Brasil Central, constituido por fitofisionomias bem distintas, formando um mosaico
de vegetacdo. Trata-se de uma 4rea cuja geologia, vegetacdo e fauna formam um
ecossistema Unico no planeta, sendo um importante centro de endemismo e de
biodiversidade ainda muito pouco explorado cientificamente (Ribeiro & Walter, 1998).

Apesar do seu tamanho e importancia, o Cerrado é um dos ambientes mais
ameagados do mundo. Dos mais de 2 milhdes de km? de vegetagdo nativa original, restam
apenas c. 22% e a expansao de atividades agropecudrias pressiona cada vez mais as dreas
remanescentes. Considerada um hotspot de biodiversidade, o Cerrado desperta especial

atencdo para a conservacao dos seus recursos naturais (Myers et al., 2000).

Parque Estadual do Itacolomi (MG)

O parque foi criado pela Lei n° 4465 de 19 de junho de 1967, ocupando uma area de
aproximadamente 7000 h4; situa-se no Estado de Minas Gerais, a sudeste de Belo Horizonte
(Figura 3), entre os municipios de Ouro Preto e Mariana 20° 26' 24"S e 43° 28' 11" W,
abrangendo toda a Serra do Itacolomi, uma das componentes da Cadeia do Espinhaco.

O clima da regido é caracterizado como de altitude, relativamente Umido, com
nevoeiros freqiientes e ventos. A distribuicdo pluviométrica concentra de outubro a marco,

sendo a precipitacdo média anual de 2018 mm. A temperatura média é de 21°C, com
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méxima de 33°C e minima de 4°C. A geomorfologia predominante é um solo arenoso claro,
associado ao quartzito, e um outro tipo de solo argiloso, onde predominam os latossolos
vermelho-amarelos. O relevo presente na maioria da drea estudada é do tipo montanhoso,
com grandes declividades topogréficas e altitudes variando de 700 até 1772 m sendo este o
ponto mais elevado, o Pico do Itacolomi, cuja presenga foi referéncia geografica para os
bandeirantes durante o século XVIIL.

O Parque Estadual do Itacolomi € constituido por dois tipos bésicos de vegetacdo: os
Campos Cerrado e as Matas Estacionais Semideciduais, cada um deles apresentando
variacdes de acordo com o solo, disponibilidade de dgua, altitude e relevo. Os Campos
formam a maior proporcdo da drea do Parque, entremeadas com areas de matas, formando

capOes de extensdo variavel (IEF, 2007).

Parque Estadual do Rio Preto (MG)

O parque estd localizado no municipio de Sao Gongalo do Rio Preto, MG (Figura 4),
18°10°47” S, 43° 21°0” W, a 355 Km a nordeste de Belo Horizonte e a 57 Km de
Diamantina, na regido do Alto Jequitinhonha, onde predominam as fitofisionomias Cerrado
e Campos Rupestres. Possui cobertura vegetal nativa de: campos de altitude, campos
rupestres, Cerrados, cerraddes e matas de altitude, tipologias vegetais que cobrem mais de
99,5% da area. Na area do Parque, as altitudes variam entre 750 e 1825m, sendo que as
maiores altitudes se encontram nas serras da Mata dos Crioulos e do Gavido. A diversidade
floristica, a abundancia de recursos hidricos e as peculiaridades geoldgicas propiciam uma
fauna bastante rica (IEF, 20006).

Criado em junho de 1994, com uma darea total de 10.755 ha, o parque abriga a

nascente do Rio Preto, declarado em 1991, como rio de preservacdo permanente, além de
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varios outros cursos de d4gua que juntos representam grande importancia hidrolégica para a
regido, pertencente a grande bacia do Rio Jequitinhonha.

A caracteristica topografica real¢ada pelas altitudes elevadas exerce forte influéncia
no clima, que € marcado por temperaturas cujas médias anuais giram em torno dos 18°C. A
média das méiximas € de aproximadamente 27,8°C em janeiro, onde concentra a maior
quantidade de chuva (307 mm); enquanto a média das minimas encontra-se proximo dos
11°C em julho. O inverno € seco, tendo sido julho o més de menor indice pluviométrico
registrado (Silva & Carmo, 2002).

A regido do Parque estd inserida no conjunto geografico conhecido como Serra do
Espinhaco. Geologicamente, a regido ¢é composta predominantemente por rochas
quartziticas, que conferem a paisagem formas de relevo bastante caracteristico (Silva &

Carmo, 2002).

Parque Estadual do Lajeado (TO)

Localizado na Serra do Lajeado, a c. 25 km da cidade de Palmas, foi criado pelo
governo estadual, através da Lei no. 1.244 em maio de 2001 e conta com 9.931 hectares de
Cerrado estrito censo, localizado nas coordenadas 10° 00°00”’S e 48° 15°27”°W, no estado do
Tocantins. E a maior drea de Cerrado preservado do entorno da capital. Em sua volta, para
proteger uma 4rea maior, foi criada a Area de Protecio Ambiental (APA) da Serra do
Lajeado, também de responsabilidade estadual, a cargo da agéncia de meio ambiente do
estado, a Naturatins.

O clima predominante na regido € do tipo C2wA’a’, caracterizado pela ocorréncia de

duas estacdes, uma estacdo seca, de maio a setembro, e uma estagdo chuvosa, de outubro a
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abril, sendo umido e subimido com moderada deficiéncia hidrica no inverno (Colenet al.,

2007).

O Instituto Ecolégica (TO)

O Instituto Ecolégica (IE) € uma ONG brasileira com sede em Palmas (TO), pioneira
na drea de mudancgas climdticas. Fundado no ano 2000, tem a missdo de atuar na diminui¢ao
dos efeitos das mudancas climdticas através de pesquisa cientifica, conservacdo do meio
ambiente e apoio ao desenvolvimento sustentdvel de comunidades na regido do entorno da
Ilha do Bananal, ao sudoeste do Estado do Tocantins. No ambito global, o IE é reconhecido
internacionalmente pela metodologia do Carbono Social, que evoluiu para um padrdao de
certificacdo de créditos de carbono. O Centro de Pesquisas em Biodiversidade Tropical do
instituto estd inserido no bioma Cerrado no municipio de Palmas, distrito de Taquarucu, e
sua drea de preservacdo contribui com a diminuicdo do efeito das mudangas climéticas
através de um programa voltado para conservagdo de dreas nativas, plantios de recuperagao,

educagdo ambiental, incentivo e comercializacao de produtos sustentaveis (IEF, 2007).

Areas urbanas (zonas iimidas do baixo Mondego) em Portugal

Paul (Alagados) de Taipal

Pequeno paul (4rea alagada) de altitude de 3 a 25 m, densamente coberto de
vegetacdo aquatica, localizado no vale do Baixo Mondego, a oeste de Coimbra (Montemor-
0-Velho) com as coordenadas 40° 10" 47.3"N. 08° 41' 23.7" W (Figura 5). Zona timida de

importancia internacional inscrita na lista de Sitios da Conven¢do de Ramsar. O paul
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constitui uma drea de alagamento por ndo ter drenagem devido as obras de regularizacdo e
em parcelamento do Baixo Mondego, quando o cultivo do arroz e a drenagem foram
abandonados. O coberto vegetal é constituido por bunho (Scirpus lacustris) e canigo
(Phragmites australis). O estrato arboreo é formado por salgueiros (Salix spp.) e amieiros
(Alnus glutinosa). A area de entorno € caracterizada por uma ocupacao predominantemente
agricola, incluindo alguns arrozais e pequenas dreas com ocupacdo florestal. O paul
apresenta diversas zonas de dgua livre, embora haja tendéncia para o aparecimento de
canico. Este sitio tem importancia pela diversidade de aves aqudticas, sobretudo de patos
invernantes, onde se destaca a presenga de efetivos importantes de pato-colhereiro (Anas
clypeata) a nivel nacional. O paul é também bastante importante pela passagem outonal de
passeriformes migradores, de que sdo exemplo o rouxinol-dos-cani¢os (Acrocephalus
scirpaceus), a felosa-dos-juncos (Acrocephalus schoenobaenus), o rouxinol-grande-dos-
canicos (Acrocephalus arundinaceus), a cigarrinha-ruiva (Locustella luscinioides), a
cigarrinha-malhada (Locustella naevia), a felosa-poliglota (Hippolais polyglotta), a felosa-
musical (Phylloscopus trochilus) e o pisco-de-peito-azul (Luscinia svecica). Tem um
registro de presenca de mais de 125 espécies de aves. Verifica-se alguma perturbacdo no

local, devido a proximidade da auto-estrada.

Paul (Alagados) de Madriz

E uma zona dmida de cerca de 89 ha, com altitude de 8 - 15m e de coordenadas40°
07' 45.1" N, 08° 37' 59.2" W (Figura 5). Area com fatores geograficos, extensdo e cobertura
vegetal adequados a fixacdo e desenvolvimento de diversas comunidades de aves, que
utilizam esta drea quer como local de nidificacdo quer como refligio de inverno ou para

repouso e alimentacdo durante as migracdes. Constitui um importante local de migracdo
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outonal de passeriformes, tais como felosa-dos-juncos, felosa poliglota e felosa-musical,
sendo também local de nidificacio de aves de canical, nomeadamente garca-pequena
(Ixobrychus minutus), e rouxinol-grande-dos-canicos e cigarrinha-ruiva. A vegetacdo
aquédtica predominante é constituida por canico e bunho, ocorrendo também tabua (Typha
latifolia, Typha angustifolia). O paul € rodeado por pinhal. Estd situado no conselho de
Soure (freguesias de Alfarelos e de Vila Nova de Ancos), imediatamente a Sul da povoagao
do Casal do Redinho. A drea do paul foi ocupada no cultivo intensivo de arroz, tendo essa
pratica sido abandonada a partir de 1967, subsistindo atualmente algumas édreas de cultivo a
jusante, para além da via férrea. A proliferacdo de erva-pinheirinha (Myriophyllum spp.) e a

eutrofizac@o s@o as principais ameagas no paul.
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Figura 5. Mapa do Brasil evidenciando a localizacdo das dreas de estudo no estado do
Tocantins. AUP: Capital-Palmas; PEL: Parque Estadual do Lajeado.
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CAPITULO 1

Prevaléncia de malaria em comunidades de aves em
ambientes urbanos x protegidos:

a urbanizacdo influencia a satiide das aves?
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RESUMO

Uma das principais consequéncias da degradacdao ambiental e alteracdes antrdpicas
dos habitats estd no desequilibrio das relacdes parasito-hospedeiro e alteragdes na estrutura
da comunidade de vetores, assim como a dispersdo dos parasitos e o surgimento de doencas
infecciosas, como a maldria. O objetivo principal deste estudo foi avaliar a relacdo entre a
prevaléncia de maldria e a saide de aves em ambientes protegidos e urbanos no Cerrado dos
estados de Minas Gerais e Tocantins, a fim de diagnosticar os fatores que influenciam a
dindmica vetor-parasito-hospedeiros nestes ambientes. O diagnostico da maléria avidria foi
obtido por métodos moleculares e microscopia de esfregaco sanguineo. A avaliagdo das
condicOes gerais de saide das aves foi realizada através da andlise de parametros
hematoldgicos: concentracdes de hemoglobina, hematdcrito, andlise diferencial de glébulos
brancos (razdo H/L) e indice de condi¢do corporal. A prevaléncia total encontrada em
ambientes preservados foi de 24% de infec¢do e ndo foi influenciada pelas variagdes
sazonais (seca e chuva) ou bioldgicas das aves (periodo reprodutivo, de muda das penas ou
descanso). Quando os dois Estados foram avaliados conjuntamente, houve diferenca
significativa na prevaléncia de aves em ambientes preservados (25,18%) em relagcdo a
ambientes urbanos (20,68%). O comportamento e ecologia das aves influenciaram na
prevaléncia de hemoparasitos. As aves que forrageiam o sub-bosque até o chdo
apresentaram prevaléncia maior que aves que forrageiam no dossel; aves generalistas sdo
mais prevalentes que aves exclusivas ou dependentes de mata. Quanto a guilda tréfica, aves
frugivoras sd@o mais infectadas que as insetivoras. Aves mais pesadas também sao mais
parasitadas. Em relacdo a participacdo em bando misto, apenas em Minas Gerais aves que
participam de bando misto foram mais prevalentes do que as ndo gregarias. O tipo de ninho
ndo influenciou a prevaléncia, assim como nenhum dos fatores hematolégicos foi capaz de
explicar a parasitemia das aves. Nas amostragens realizadas no estado de Tocantins, apenas
o taxon (familia das aves) pode explicar as diferentes prevaléncias de hemoparasitos, porém,
de maneira geral, com o aumento da abundancia de espécies foi observada diminuicdo da
prevaléncia de maldria avidria. O conhecimento dos processos ecoldgicos e das complexas
interacdes parasito-hospedeiro-vetor sao necessarios para direcionar as atividades de manejo
nos diversos campos de conservacdo, incluindo o controle de doengas e biosseguranca.
Baseados em nossos resultados e na literatura, sugerimos que futuras pesquisas devam ser
realizadas tendo em foco a descricdo de alteracdes dos padrdes de risco de infeccdo de
doencas em ambientes com diversidade de espécies distintas, identificando os mecanismos
responsaveis pelos modelos epidemioldgicos de aves silvestres.

Palavras-chave: ecologia de doengas, Cerrado, conservacao, diversidade, parametros
ecoldgicos, parametros parasitolégicos.
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INTRODUCAO

Alteracdes ambientais, sejam naturais ou por interven¢do humana, alteram o balango
ecoldgico e o contexto sob os quais os hospedeiros ou os vetores e parasitos se desenvolvem
e transmitem doencas (Patz, 2000). A manuten¢do da “satde dos ecossistemas” e a redugdo
do impacto antropogénico, além de trazer beneficios na conservacdo da biodiversidade,
podem agregar valor na reduciao de doengas zoondticas emergentes prejudiciais a populacdo

humana (Begon et al., 2007).

O processo de urbanizagdo crescente e desordenado, somado a falta de saneamento
adequado nas grandes metrépoles, pode contribuir para o acimulo de 4guas paradas e
aumento das temperaturas em dreas urbanas, devido a impermeabilizacdo do solo. Todos
esses fatores sdo favordveis a proliferacdo de insetos vetores de doencas, principalmente
dipteros, que potencialmente infectam a fauna silvestre e as populagdes humanas que vivem
nas proximidades dos centros urbanos, com diversas doencas parasitdrias, entre elas, a
maléria (Primack & Rodrigues, 2001).

A maldria avidria € uma doenca infecciosa, transmitida por protozodrios parasitos
sanguineos que acometem aves de diversas espécies (Valkiunas, 2004). Estes parasitos
pertencem ao filo Apicomplexa, dentre os quais os gé€neros mais prevalentes em aves
pertencem a ordem Haemosporida: Haemoproteus, Plasmodium e Leucocytozoon (Julian &
Galt, 1980; Bennett et al., 1982; Hopinks et al., 1990; Garvin et al., 1993). Conforme
proposto por Pérez-Tris et al. (2005), o termo maldria avidria (hemosporideos ou
hemoparasitos avidrios) aqui neste trabalho, refere-se a infec¢des por Plasmodium e/ou

Haemoproteus.

Os hemoparasitos podem ser transmitidos entre os hospedeiros a partir do repasto

sanguineo de vetores, com consequente inoculagdo das formas infectantes, onde no sangue
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das aves encontram-se as formas de trofozoito, esquizonte e gametdcito para Plasmodium, e
apenas gametdcito para Haemoproteus (Valkiunas, 2005). Os parasitos do género
Plasmodium sao transmitidos, na maioria das vezes, por mosquitos da familia Culicidae
(géneros Culex e Aedes) e raramente do género Anopheles, como é o caso da maldria
humana (Atkinson & Van Riper III, 1991). O género Haemoproteus tem sido documentado
em vdrias partes do mundo associado aos vetores das familias Ceratopogonidae (em especial
o género Culicoides) e Hippoboscidae (Grener et al., 1975); enquanto que Leucocytozoon é
veiculado principalmente por mosquitos das familias Simuliidae e Ceratopogonidae
(Marcondes, 2001).

Do ponto de vista ecoldgico, a presenca de parasitos sanguineos afeta a estrutura e a
dinamica temporal e espacial das comunidades silvestres (Holmes & Price, 1986; Mccallum
& Dobson, 1995; Loye & Carroll, 1995). Apesar de serem importantes para a biologia da
conservagdo por influenciarem diretamente a saide de aves silvestres, os parasitos de
maldria avidria raramente sdo analisados sob esta Otica. Entretanto, deve-se ressaltar que
alguns estudos ja confirmaram o papel dos parasitos como reguladores do tamanho de
populagdes de hospedeiros e até como possiveis causadores de extingdo de determinadas
espécies (Van Riper III et al., 1994; 1996; McCallum & Dobson, 1995; Lafferty & Holt,
2003). Em geral, observa-se que os individuos mais parasitados podem ser mais susceptiveis
aos predadores e menos hdbeis para estabelecer territérios (Schrader er al., 2003). No
Hawaii, por exemplo, a presenca de maldria e seu vetor limitam a distribui¢cdo de muitas
espécies nativas de pdssaros, regulando o tamanho de suas populagdes e atuando como
fortes agentes de selecdo (Kilpatricket al., 2006).

A prevaléncia e intensidade de infeccdo de parasitos em comunidade de aves,
todavia, também pode ser influenciada pela biologia, ecologia e comportamento do

hospedeiro (Rézsa, 1997; Clayton & Walter, 2001), assim como por fatores naturais como
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sazonalidade e umidade (Valentim et al., 2012). Estudos ecoldgicos avaliando a participagao
em bandos mistos e a composicdo de guildas tréficas avidrias foram realizados no Brasil sob
diferentes abordagens e em diferentes ambientes (Aleixo, 1997; D’angelo-Netoet al.,1998;
Machado,1999; Develey & Peres 2000; Maldonato-Coelho & Marini, 2003). Porém,
nenhum destes estudos realizados em ambientes tropicais comparou as caracteristicas
ecoldgicas das aves a prevaléncia de hemoparasitos.

O estresse ambiental pode prejudicar as condi¢des clinicas das aves ao tornd-las mais
susceptiveis a infec¢do, uma vez que o sistema imunoldgico desses animais pode nio dispor
de energia suficiente para exercer uma defesa efetiva (Rigby & Moret, 2000) e, por
conseguinte, diminuir sua capacidade de sobreviver e reproduzir (Becker, 2003). A
avaliacdo do estado de saide das aves pode servir como fonte de informacgdo sobre as
condi¢des ambientais, pois estd diretamente relacionada a sobrevivéncia, crescimento e,
consequentemente, com o seu sucesso reprodutivo (Horak et al., 1998; Moreno et al.,1998).

Dentre as formas de avaliar o estado de saide das aves, além da investigacdo de
hemoparasitos, podem ser utilizados os parametros fisioldgicos, avaliados por meio de
exames hematoldgicos os quais analisam: as concentracdes de hemoglobina (Hb) e
hematdcrito - HCT (volume relativo de glébulos vermelhos) para avaliacao de anemia; razao
de heterdfilos/leucdcitos - H/L (morfotipos de glébulos brancos indicadores de estresse);
além do indice de condi¢do corporal ou IMC (relacdo entre o peso e medidas morfométricas
do tarso). Estes indices hematoldgicos t€ém sido amplamente utilizados para monitorar as
funcdes organicas de espécies de aves domésticas e silvestres (Gavett, 1986; Fairbrother et
al,1990; Dawson & Bartolotti, 1997; Norte et al., 2008; Muller et al., 2011) e possibilitam o
diagndstico de alteragdes fisioldgicas em aves, causadas por diversos fatores de estresse.

Van Wyk et al. (1998) defendem o uso de varidveis hematoldgicas ndo s6 para investigar a
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biologia e fisiologia de aves silvestres, mas também para obter indicacdes da associacdo
entre alteracOes fisioldgicas e condi¢des ambientais.

Sendo assim, o objetivo geral deste estudo foi avaliar a influéncia de varidveis
ambientais, ecoldgicas e o efeito da urbanizac@o nas taxas de infestagcdo de hemoparasitos
avidrios, no Cerrado da por¢do central dos Estado do Tocantins e de Minas Gerais, Brasil.

Para isso, foram testadas as previsdes das hipoteses:

Hipétese 1: A presenca de vetores é diferente entre ambientes preservados e
urbanos influenciando na ocorréncia de hemoparasitos.

Previsao: Espera-se que a presenca de vetores em ambientes urbanos seja maior
devido a presenca de rios poluidos e dguas paradas, locais propicios a proliferacao de suas
larvas. Desta forma, espera-se maior ocorréncia de hemoparasitos em ambientes urbanos
devido a maior abundancia esperada de vetores.

Hipoétese 2: As diferentes fases do ciclo de vida das aves e sazonalidades ambientais
podem influenciar a susceptibilidade a prevaléncia de hemoparasitos.

Previsao: As aves podem apresentar imunocompeténcia reduzida no periodo
reprodutivo em decorréncia do estresse e esforco no investimento de energia durante a
ovoposicdo e cuidado parental, tornando-as mais susceptiveis a infec¢do parasitoldgica.
Além disso, durante a estagdo chuvosa e quente, mais propicia a proliferacdo de mosquitos,

espera-se maior prevaléncia de hemosporideos.

Hipoétese 3: Existe relacdo entre as varidveis biologicas e ecologicas das aves e a
infeccdo por hemoparasitos.

Previsao: Espera-se encontrar uma prevaléncia maior de hemoparasitos em aves de
maior peso (maior chance de ser encontrada pelo vetor), em aves da guilda dos onivoros

(mais generalistas), em aves que participam de bando misto (agregacao facilita encontro dos
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vetores e transmissdo vertical), em aves generalistas (que transitam em dreas de mata e
abertas), em aves cujo formato do ninho (aberto, em forma de tigela) fique mais exposto ao
ataque dos vetores e por fim, em aves que forrageiam em estrato vegetacional médio ou

baixo (por estarem em alturas mais expostas a capacidade de vdo da maioria dos vetores).

Hipoétese 4: Aves infectadas por hemoparasitos terdo varidveis hematologicas e
morfologicas de saiide diferenciadas.

Previsdo: Espera-se que os parametros morfolégicos e hematolégicos das aves
infectadas por parasitos sejam alterados e deficitarios em relagdo as nao-parasitadas, devido

aos danos dos mesmos a saude das aves.

MATERIAIS E METODOS

Areas de Estudo

O estudo foi conduzido entre fevereiro de 2008 e fevereiro de 2010, em periodos
reprodutivos, de mudas das penas e de descanso das aves. As amostragens das comunidades
de aves no Cerrado foram realizadas em ambientes preservados e em ambientes urbanos nos

estados de Minas Gerais e Tocantins.

Ambientes Preservados

Parque Estadual do Lajeado (TO): Localizado na Serra do Lajeado, a 25 km da

cidade de Palmas, foi criado pelo governo estadual, através da Lei no. 1.244 em maio de

34



2001 e conta com 9.931 hectares de Cerrado estrito censo, localizado nas coordenadas 10°
00°00”S e 48° 15°27”W, no estado do Tocantins. E a maior drea de Cerrado preservado no
entorno da capital. Em sua volta, para proteger uma drea maior, foi criada a Area de
Protecdo Ambiental (APA) da Serra do Lajeado, também de responsabilidade estadual, a
cargo da agéncia de meio ambiente do estado, a Naturatins.

O clima predominante na regido € do tipo C2wA’a’, caracterizado pela ocorréncia de
duas estacdes, uma estacdo seca, de maio a setembro, e uma estagdo chuvosa, de outubro a
abril, sendo timido e subtimido com moderada deficiéncia hidrica no inverno (Colen et al.,

2007).

O Instituto Ecologica (TO): o Instituto Ecoldgica (IE) é uma ONG brasileira com
sede em Palmas (TO), pioneira na drea de mudancas climéticas. Fundado no ano 2000, tem a
missdo de atuar na diminui¢do dos efeitos das mudancas climdticas através de pesquisa
cientifica, conservacio do meio ambiente e apoio ao desenvolvimento sustentavel de
comunidades na regido do entorno da Ilha do Bananal, ao sudoeste do Estado do Tocantins.
No ambito global, o IE € reconhecido internacionalmente pela metodologia do Carbono
Social que evoluiu para um padrao de certificacdo de créditos de carbono. O Centro de
Pesquisas em Biodiversidade Tropical do instituto estd inserido no bioma Cerrado no
municipio de Palmas, distrito de Taquarugu, e sua drea de preservacdo contribui com a
diminuicdo do efeito das mudangas climdticas através de um programa voltado para
conservacdo de dreas nativas, plantios de recuperacdo, educacdo ambiental, incentivo e

comercializacdo de produtos sustentiveis.

Parque Estadual do Rio Preto (MG): Esta localizado no municipio de Sao Gongalo
do Rio Preto, inserido no complexo da Serra do Espinhaco, entre as coordenadas geograficas

18° 07°2.6” S e 43° 20’ 51.7°W, com atitude variando de 750 a 1620m (IEF, 2004). O

35



Parque foi criado em 1 de junho de 1994 através do Decreto no. 35.611. A 4rea do Parque de
10.755 hectares abriga as nascentes do Rio Preto, um dos mais importantes da regido. O
Parque Estadual do Rio Preto possui como cobertura vegetal nativa os campos de altitude, os
campos rupestres, os Cerrados, os cerraddes e as matas de altitude, tipologias vegetais que
cobrem mais de 99,5% da drea. O regime climdtico € tipicamente tropical, Cwb na
classificacdo de Koppen, a precipitacio média anual entre 1250 e 1350 mm e temperatura

média anual entre 18-20 °C (IEF, 2004).

Parque Estadual do Itacolomi (MG): O PEIT situa-se nos municipios de Ouro
Preto e Mariana, entre as coordenadas geograficas 20° 22° 30°’-20° 30’ 00”’S e 43° 32 30”-
43° 22’ 30”W, abrangendo toda a Serra do Itacolomi, pertencente a Cadeia do Espinhago. O
Parque tem uma drea aproximada de 7000 hd, sendo o ponto mais elevado o pico do
Itacolomi, com 1772 m, cuja presenga foi referéncia geografica para os bandeirantes durante
o século XVIII (Castafieda, 1993). O PEIT esta situado no extremo sul da Cadeia do
Espinhaco, oeste dos dominios da mata atlantica, na zona de transi¢do com o Cerrado. Sua
vegetacdo ¢ composta por floresta estacional semidecidual, floresta de galeria e campo

rupestre, este com as fitofisionomias de campos quartziticos e campos ferruginosos (Messias

etal.,, 1997).

Ambientes urbanos

Regiao Metropolitana de Palmas (TO): Localizada na regidao central do estado, a
cidade de Palmas foi fundada h4 18 anos e possui populacdo de 223.817 mil habitantes e
uma das mais elevadas taxas de crescimento urbano do pais (IBGE, 2010). O processo de

degradacdo ambiental € acelerado, sendo um 6timo laboratério para estudar os efeitos da
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urbanizagdo sobre comunidades naturais. Nesta capital as amostras foram coletadas em
areas verdes antropofizadas dentro da cidade de Palmas (préximo ao Rio Pratinha) e

no Parque Municipal Cesamar.

Parque Municipal Cesamar (TO): Foi criado como Unidade de Conservacdo no
plano diretor de Palmas através da lei No. 1406 de 16 de dezembro de 2005. Estad a margem
direita do Rio Tocantins,a uma altitude média de 230 metros, na Mesorregido Oriental do
Tocantins e na Microrregido do Porto Nacional. O Parque das Aguas Cesamar Lizaro da
Silveira ocupa uma drea de 156 hectares as margens do Ribeirdo Brejo Comprido, afluente
direito do Rio Tocantins. Maior parque urbano de Cerrado na cidade de Palmas (TO), com

piscinas naturais, cascatas e lago para atendimento ao publico e importante area de lazer.

Regido Metropolitana de Belo Horizonte (MG): A capital de Minas Gerais,
fundada ha 110 anos é uma metrépole com 2,3 milhdes de habitantes (IBGE, 2010). A Bacia
do Rio das Velhas sofre degradacdo ambiental devido a atividades humanas relacionadas a
deflorestamento, mineracdo, siderurgia e adensamento populacional. Na drea mais
impactada hd poluicdo dos coérregos urbanos, problemas na coleta de lixo, drenagem urbana,
que também gera dificuldades no controle das zoonoses e dos vetores de doencas, além da
ocupagdo desordenada nas cidades. Nesta capital as amostras foram coletadas na Estacao
Ecolégica da Universidade Federal de Minas Gerais e e no Museu de Histéria Natural

e Jardim Botanico da UFMG.

Estacao Ecolégica da Universidade Federal de Minas Gerais (MG): Esta area faz
parte do Campus-Pampulha da Universidade Federal de Minas Gerais, fundada em 07 de

setembro de 1927, e abrange uma darea total de 114 hectares, localizada em 19° S, 43° W.
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Esta drea estd preservada ha pelo menos 50 anos. Sua drea de 60 ha compreende uma por¢ao

de Mata Subcaducifdlia e outra de Cerrado.

Museu de Histéria Natural e Jardim Botanico da UFMG: O Museu de Histdria
Natural da UFMG tem a uma drea de 64 ha ocupada por Floresta Estacional Semidecidual.
A drea original era mais do que o dobro da atual, fazendo parte da antiga Fazenda Boa Vista.
Esta preservada desde a implantacdo da cidade no inicio do século XX, e parte de sua

vegetacao atual € de drvores frutiferas e ornamentais (espécies nativas) cultivadas.

Varidveis ambientais e ecologicas

Sazonalidade Ambiental: Como varidvel ambiental considerou-se a precipitacdo
(meses de seca e chuva). As épocas de seca e chuva foram consideradas de acordo com os
dados de pluviosidade do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET: www. inmet.gov.br)
Os periodos de coletas foram: seca (precipitacdo inferior a 200 mm/més), e chuva
(precipitagdo superior a 200 mm/més). Além desta classificacdo, os dados foram
comparados de acordo com as Normais Climatolégicas disponiveis para cada més e local de
coleta (periodos entre 1961-1990) (Tabela 1).

As varidveis bioldgicas e ecoldgicas das aves foram: ciclo de vida (periodo
reprodutivo, muda das penas e descanso), grupo taxondmico do hospedeiro, peso total das
aves, guilda tréfica, participagdo ou ndao em bandos mistos, tipo de habitat, e estrato

vegetacional de forrageio.

Ciclo de vida: O periodo reprodutivo e de muda das penas das aves foram
considerados quando as aves capturadas encontravam-se com placa incubatéria ou muda

simétrica das primdrias, respectivamente, de acordo com o Manual de Campo (IBAMA,
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1994). O periodo de descanso foi considerado quando as aves ndo se encontravam em

nenhuma das atividades acima relacionadas.

Grupo taxonomico (familia): Somente os tdxons (aves) com mais de 10 individuos
amostrados foram avaliados, visto que sub ou superestimativas de prevaléncia estdo

relacionadas ao nimero de amostras insuficientes (Marshall, 1981).

Peso total das aves: As aves foram acondicionadas em sacos e pesadas utilizando
balancas de mola (dinamometro) de 0,1 g de precisdo. Posteriormente o saco de coleta

também era pesado e subtraido o peso da ave.

Guildas tréficas: O termo guilda representa um grupo de espécies que explora
recursos ambientais de maneira semelhante, sem considerar a classificacdo taxondmica deste
grupo (Root, 1967). Alguns autores trabalham com guildas alimentares agrupando espécies
que apresentam a mesma dieta (Poulin et al.,1992). Algumas categorias de guildas (como
carnivoros ou nectivoros) ndo foram utilizadas, uma vez que dentre as espécies da
comunidade deste estudo ndo haviam aves especialistas nestes itens alimentares. Desta
forma, a dieta aqui considerada foi a predominante, pois esta pode ser modificada de acordo

com a oferta sazonal (Ridgely & Tudor, 1989; Sick, 2001):

frugivoro (fru);

onivoro (oni);

® insetivoro (ins);

granivoro (gra).
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Bando misto: Quando duas ou mais espécies se associam em grupos para forragear
juntas um mesmo recurso sdo consideradas como um bando misto (Powell, 1979). A
classificacdo foi de acordo com Aleixo (2007), Machado (1999), Develey & Peres (2000),
Maldonado-Coelho &Marini (2003). Foram consideradas duas classes quanto a participacao
em bandos mistos:
e participagdo regular ou esporddica (sim);

¢ nenhuma participacdo ou auséncia de registros (nao).

Tipo de ninho: de acordo com o tipo de constru¢do de ninhos feito pelas aves, 2001;
Sigrist, 2006; http://www.wikiaves.com.br/), estes sdo classificados como:
¢ ninhos abertos, tipo tigela (a);
e fechados, com pequena abertura principal e as vezes dividido em galerias (f);

e cavidade de troncos ou barrancos (c).

Habitat: as aves foram classificadas de acordo com Ridgely & Tudor (1989), Sick,
(2001) e Sigrist, (2006) e as classificacdoes foram ajustadas a partir de observacdes em
campo, de acordo com a composi¢do da comunidade de aves amostrada:
e aves com a predomindncia de permanéncia ou dependéncia de dreas de mata, mata de
galeria ou capoeira densa (ma);
e aves generalistas que transitam tanto em ambiente florestal quanto bordas de mata e

dreas abertas (ge);

e aves com predomindncia de permanéncia ou dependéncia de d4reas abertas ou

campestres (ca).
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Sitio de forrageamento no estrato vegetacional: O estrato da vegetacdo utilizado
pelas aves para obtencdo dos itens alimentares foi adaptado de D’angelo-Netoet al. (1998).
As classificagdes foram ajustadas a partir de observagdes em campo, de acordo com a
composi¢ao da comunidade de aves amostrada:
e Espécies que forrageiam preferencialmente no dossel (D);
e Espécies que foragiam em troncos, no estrato médio da vegetacao (T);

e Espécies que foragiam do sub-bosque até o chio ou serrapilheira (S).

Captura das aves em campo

As aves foram capturadas utilizando 10 redes de neblina (malha de 35 mm), abertas
desde o inicio da manha (aproximadamente 6:00hs) até o meio-dia (12:00hs) e vistoriadas a
cada 30 minutos. As aves foram acondicionadas em sacos de pano e os espécimes anilhados
com anilhas metdlicas fornecidas pelo Centro de Pesquisa para a Conservagdo de Aves
Silvestres [(CEMAVE)/ Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBio)] . Foram mensurados dados biométricos como tarso e peso corporal, e coletadas
amostras de sangue, como descrito a seguir. Apds estes procedimentos as aves foram

liberadas préximo ao local de captura.

Captura dos insetos vetores

Os mosquitos vetores foram capturados no utilizando armadilhas luminosas (Modelo

HP) instaladas no campo as 18hs e recolhidas 12 horas depois. Em cada local foram

instaladas trés armadilhas, mantidas em campo durante cinco dias. Mosquitos foram
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separados em familia e foram depositados na colecdo de insetos do Laboratério de

Biodiversidade da UFOP.

Coleta das amostras de sangue para andlise

Foram utilizadas agulhas de insulina descartdveis (BD 30 x 3mm) para a extracdo de
sangue da veia braquial de uma das asas de cada ave capturada. A quantidade de sangue
coletada dependeu do peso individual das aves e foi extraido apenas 10% do volume total de
sangue (sendo que este correspondeu a aproximadamente 7% do seu peso total) (Sutherland
et al., 2004). Em campo foram preparados trés esfregacos sanguineos por ave em laminas de
vidro secas ao ar, fixadas com metanol e depois coradas com uma solucdo de GIEMSA em
dgua tamponada (pH 7,2 - 7,4) a uma dilui¢do de 1:10. Com apenas uma gota de sangue a
concentracdo plasmatica de glicose foi medida utilizando aparelho BREEZE 2 (Bayer

Group).

Anadlise laboratorial dos parametros hematologicos

Em laboratério, os esfregacos sanguineos foram analisados em microscopia Optica
(M.O.) para verificacdo da presenca de hemoparasitos no sangue das aves, além da
quantificacdo e classificacio dos glébulos brancos. Foram examinados 200 campos
microscopicos de cada esfregaco em lamina (aumento de 1000 X, objetiva de imersdo), sedo
que para cada individuo foram confeccionadas duas laminas.

Uma fracdo da amostra de sangue (ca de 50 pL) foi armazenada em tubos

microcapilares de vidro contendo anticoagulante heparina, lacrados em uma das
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extremidades com massa selante e outra fracdo armazenada em eppendorfs de 1,5 mL. As
amostras foram mantidas a 4°C em geladeira por no maximo 5 horas até seu processamento.

Os microcapilares contendo amostras de sangue heparinizadas foram centrifugados a
3200 rpm, durante 10 minutos, onde foi separado o plasma (com os glébulos brancos) das
células vermelhas do sangue e determinada a porcentagem total de hematécrito (HCT),

presente nas amostras.

Diagnostico molecular e M.O. da infec¢dao por hemoparasitos (maldria)

Extracio de DNA

A extracdo de DNA a partir de sangue armazenado em solucdo de lise foi realizada
de acordo com as especificagdes do fabricante do Kit Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega® MA, EUA). O DNA do sangue armazenado em alcool 70% foi extraido por
fenol-cloroférmio, segundo Sambrook (2001). As amostras foram armazenadas a 4°C até o

momento da amplificacao.

Diagnéstico Molecular por PCR

O screening para a presenca de Plasmodium/Haemproteus no sangue das aves foi
feito por PCR de acordo com Fallon et al. (2003). Esta reagao amplifica 195 pb de um
fragmento do gene mitocondrial ssu rRNA, conservado entre os dois géneros de parasitos.

As sequéncias dos iniciadores utilizados foram:

343F — 5 - GCTCACGCATCGCTTCT - 3’
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496R — 5’ - GACCGGTCATTTTCTTTG - 3°

Na reacdo de amplificagdo, cada tubo recebeu entre 50 e 100 ng do “DNA-molde”
que inclui o DNA da ave e do parasito juntos, 10 mM Tris HCI, pH 8,5, 50 mM KCI;
(PHONEUTRIA®); 2.0-2.5 mM MgCI12; 200 uM dNTP; 0.5 U Tag DNA polimerase
(PHONEUTRIA®); 0.4mM de cada iniciador, com volume final de 15 pl. O programa da
amplificacio se da por uma desnaturacdo inicial do DNA a 94°C por 2 minutos, seguido de
35 ciclos de 94°C por 1 minuto, seguida de anelamento a 62°C por 1 minuto e extensdo a
72°C por 1 minuto e 10 segundos, terminando em uma extensao final a 72°C por 3 minutos.

Como controle positivo foi utilizado DNA gendmico de Plasmodium gallinaceum
obtido de pintinhos infectados experimentalmente e gentilmente cedidos pelo Laboratério de
Entomologia Médica do Centro de Pesquisa René Rachou - CPqRR, Belo Horizonte. E
como controles negativos foram utilizadas amostras de DNA obtidas de pintinhos mantidos
livres de infec¢do, gentilmente cedido pela Escola de Veterindria da Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte.

Os produtos das reacdes foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE) 6%, ndo desnaturante, em tampao TBE 1X. Os géis de poliacrilamida foram fixados
em solucdo de dlcool etilico 10% e acido acético 0,5%, corados em solucdo de nitrato de
prata e os fragmentos de DNA de 195 pb (contando com os primers) evidenciados quando
em solucdo reveladora de hidroxido de sédio e formaldeido (Sanguinetti et al., 1994). Os
dados obtidos por PCR foram comparados aqueles obtidos por observacdao microscépica de
esfregacos sanguineos. Amostras que apresentaram discordancia de resultados foram
reavaliadas pelos dois métodos.

O diagnostico final da prevaléncia de Plasmodium/Haemoproteus foi realizado

através da associacdo dos resultados obtidos do exame dos esfregacos sanguineos e dos
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resultados das andlises de PCR (ssu rRNA). A prevaléncia de Plasmodium/Haemoproteus
foi calculada pela proporcao de individuos em cada populacdo de cada espécie infectados

pelo parasito.

Analises Estatisticas

A fim de classificar as dreas de coleta de acordo com a composi¢ao de espécies da
comunidade de aves do Cerrado de Minas Gerais e Tocantins, foi realizada uma anéalise
multivariada de cluster utilizando o indice de similaridade Jaccard no programa Past.

A prevaléncia de hemoparasitos entre ambientes preservado e urbano foi modelada
utilizando “General Linear Models” (GLM), com distribuic¢ao de erros binomial.

O teste de Qui-quadrado com correcio de Yates foi realizado para verificar
diferencas entre as ocorréncias de Hemoparitos para os diferentes periodos do ciclo de vida
de acordo com as caracteristicas bioldgicas e ecoldgicas das aves.

O efeito dos fatores fixos sazonais ambientais (seca e chuva); ciclo de vida (periodo
reprodutivo, muda e descanso); ou fatores bioldgicos e ecolégicos das aves (tdxon, peso,
guilda, participagdo em bando misto, tipo de ninho, habitat, e estrato de forrageamento); sob
a prevaléncia de hemoparistos foi averiguado através da simplificacdo de modelos lineares
generalizados (GLM). Testes a posteriori (Post-Hoc) de Tukey foram utilizados quando
necessario.

Para avaliar o efeito da infec¢do nos parametros hematolégicos de satide das aves,
andlises de Regressdo Linear foram utilizadas para identificar fatores preditivos de infeccao,
expressos como 1 (infectados) e O (ndo-infectados) para examinar separadamente as
interacdes entre cada varidvel de saide das aves (Hematdcrito, glicose, peso) em relacdo a

propensao de estar infectada.
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Em todas as andlises foi utilizado o programa R Development Core Team (2011), e
adotado um nivel de significincia de 5%. Os dados foram testados quanto aos pressupostos

de normalidade (Shapiro teste) e para a homogeneidade das variancias (Bartlett teste).

RESULTADOS

Dados climdticos e sazonais no periodo de estudos

As aves foram coletadas em periodos reprodutivo, de muda das penas e descanso; e
nas estacdes de seca e chuva, em ambientes preservados e urbanos dos estados de Minas
Gerais e Tocantins. Foram capturados 672 individuos, pertencentes a 18 familias e 107
espécies diferentes. Dados de temperatura média mensal de cada coleta e umidade relativa
do ar em cada local foram amostrados (Tabela 1). O periodo de muda das penas ocorreu
sempre na estagdo de chuva, o periodo de descanso na estacdo seca e o periodo reprodutivo

nas estacdes de chuva em Tocantins e de seca em Minas Gerais.
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Tabela 1. Temperatura média (°C), Umidade relativa do ar (%), estagdo do ano e periodo de
coleta em cada més do ano de 2008 e 2009, em Minas Gerais MG urb= ambiente urbano de
Belo Horizonte (MG), e os seguintes ambientes preservados: MGi=Parque Estadual do
Itacolomi e MGp= Parque Estadual do Rio Preto; e em Tocantins as coletas em ambientes
urbanos e preservados foram realizadas nas mesmas estagdes e periodos.

Més/Ano Temperatura Umidade Estacdo  Periodo Local
Maio/08 20.5 60 Seca Descanso MG urb
Jul/08 25.5 50 Seca Descanso TO (urb +p)
Ago/08 22.0 55 Seca Descanso MG urb
Set/08 19.0 70 Seca Reproducao MG i
Out/08 19.0 65 Seca Reproducao MG p
Nov/08 27.5 70 Chuva Reprodugao TO (urb +p)
Fev/09 23.5 70 Chuva Muda MG urb
Mar/09 26.5 80 Chuva Muda TO (urb +p)
Abril/09 22.5 65 Seca Descanso MG urb
Jun/09 16.5 80 Seca Descanso MG i
Fev/10 21.0 60 Chuva*  Muda MG p

Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia (INMET).

*Seca atipica, uma vez que a normal climatoldgica (61-90) indica precipitacdo média de
200mm para este periodo e choveu menos que 50mm.

Insetos Vetores

Nao foi possivel a comparacdo das abundancias dos mosquitos nas duas regides
coletadas, uma vez que o nimero de armadilhas, ano de coleta e nivel da identificacdo
taxondmica foram diferentes. Desta forma apenas serd apresentado aqui resultados
qualitativos e exploratdrios.

Foram coletados mosquitos em 2008 e 2009 e os individuos foram identificados até
familia. Dos 757 mosquitos coletados, foram identificados 151 Culicidae, 269

Ceratopogonidae, 15 Simuliidae e 322 Pshycodidae (Lutzomyia spp) (Tabela 2).
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Tabela 2. Numero de individuos e familias de Diptera encontrados em cada drea amostrada.

Pres Urb Pres Urb

Familias TO TO MG MG TOTAL
Culicidae 33 72 39 7 151
Ceratopogonidae 103 118 26 22 269
Simuliidae 14 0 0 1 15
Psychodidae 88 151 12 71 322
TOTAL 238 341 77 101 757

Andlises da prevaléncia de hemoparasitos

De acordo com os resultados da anélise de similaridade da comunidade de aves entre
os ambientes preservados e urbanizados, foi observada uma nitida separacao entre os estados
e entre os ambientes (Figura 1). As comunidades de aves do Tocantins e de Minas Gerais
formaram dois grupos separados e dentro de cada regido os ambientes preservados e urbanos

também formaram grupos separados.
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Figura 1. Cluster de Similaridade (Jaccard) comparando a composi¢cdo de espécies de aves
das dreas amostradas. Areas urbanas: MG urb= drea urbana de Belo Horizonte (MG) e TO
urb= dreas urbanas de Palmas (TO), e as seguintes dreas preservadas em Minas Gerais:
MGI=Parque Estadual do Itacolomi e MGP= Parque Estadual do Rio Preto; e em Tocantins:
TOO= Ong Ecoldgica e TOL= Parque Estadual do Lajeado.

Minas Gerais

Foram capturados em Minas Gerais 448 individuos, pertencentes a 17 familias e 107
espécies, e foi encontrada uma prevaléncia de hemosporideos de 22,15%. Dentre eles,
18,57% de prevaléncia em ambientes urbanos e 23,94% em ambientes preservados. Em
Minas Gerais, porém, a prevaléncia de hemoparasitos ndo pdde ser explicada pela
associacdo das aves a ambientes preservados e urbanos (Hipdtese 1), nem mesmo pelos
padrdes sazonais ambientais (estacdo seca e chuvosa) ou ciclo de vida das aves (periodo

reprodutivo, de muda das penas ou de descaso) (Hipétese 2).
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Em relacdo aos parametros bioldgicos e ecoldgicos da comunidade de aves (Hipotese
3), a prevaléncia foi maior em aves que forrageiam do sub-bosque ao chdo em comparagdo
com aves que forrageiam do sub-bosque ao dossel (X*=6.93, p <0,01) (Figura 2). O habitat
preferencial também influenciou na parasitemia, pois aves generalistas apresentaram
prevaléncia maior do que aves dependentes da mata (X*=8.57, p = 0,01) (Figura 3). Aves
que participam de bandos mistos apresentaram maior prevaléncia do que as que ndo
participam (X*=4.78, p < 0,05) (Figura 4). Outras caracteristicas bioldgicas das aves como
peso do individuo e tipo de ninho nao puderam explicar as diferencas na prevaléncia de

Hemoparasitos.
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Figura 2. Intensidade de infeccdo de hemoparasitos em fun¢do do estrato de forrageamento
das aves em Minas Gerais: sub-bosque, dossel ou estrato médio.
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Figura 3. Intensidade de infeccdo de hemoparasitos em funcdo do habitat preferencial das
aves (CA= campestre, GE= generalistas, MA= mata) em Minas Gerais.

0.4

[&]

0.34

0.24

Intensidade meédia de inf

0.14

0.0<

Bando misto

Figura 4. Intensidade de infeccio de hemoparasitos em fungdo da participagdo (Sim) ou
(Nao) das aves em bando misto em Minas Gerais.
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Os tdxons (familia) apresentaram diferencas nas prevaléncias sendo que Turdidae e

Vireonidae apresentaram prevaléncias maiores (Figura 5).
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Figura 5. Intensidade de infeccao de hemoparasitos em fun¢ao do nivel taxondmico (familia)
das aves em Minas Gerais.

Tocantins

Em Tocantins foram capturados 224 individuos, pertencentes a 18 familias e 77
espécies, com uma prevaléncia total de hemosporideos de 26,5%, sendo que 21,63% em
ambientes urbanos e 29,36% em ambientes preservados, porém esta diferenca ndo foi
significativa.

Em Tocantins, apenas o tidxon pode explicar as diferentes prevaléncias de

hemoparasitos nas aves, que foram maiores nas familias Galbulidae e Emberezidae (Figura 6).
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Figura 6. Intensidade de infeccao de hemoparasitos em fun¢ao do nivel taxondmico (familia)
das aves em Tocantins.

Minas Gerais + Tocantins

As espécies com menos de 10 individuos coletados foram eliminadas das andlises,
desta forma unindo os dois Estados, foram utilizados 672 individuos dos quais 24% estavam
infectadas por hemoparasitos. Como nao houve diferencas nas prevaléncias comparando a
comunidade de Minas Gerais com a de Tocantins, foram utilizadas as mesmas andlises para
comparar as comunidades dos dois estados juntas. Houve diferenca significativa na
prevaléncia de aves dos ambientes preservados (25,18%) em relacdo aos ambientes urbanos
(20,68%), sendo a maior prevaléncia encontrada nas aves de ambientes preservados (Fj g5 =

4.33, p <0,05).
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Nao foram encontradas diferencas significativas nos padrdes sazonais entre a
prevaléncia das aves em época de seca e chuva, ou entre os periodos reprodutivos, de
mudadas penas ou de descanso das aves.

As aves que forrageiam do sub-bosque ao chdo continuaram sendo mais prevalentes
que as de dossel (Fj296 =4.03, p < 0,05) e aves generalistas foram mais prevalentes que
aves exclusivas de mata (Fj 239 = 3.06, p < 0,05). Em relac@o a participacdo em bando misto
ou tipo de ninho, ndo foram encontradas diferencgas significativas na prevaléncia.

No entanto, em relacio a guilda tréfica, aves frugivoras apresentaram maiores
prevaléncia do que as insetivoras (Fj3p0 = 3.52, p =0,01). Aves mais pesadas também
estavam mais parasitadas (X2 =8.61,p<0,01).

Nenhum dos fatores hematolégicos foi capaz de explicar a parasitemia das aves,
quando a comunidade foi analisada separadamente por Estados ou quando analisadas juntas.
Foi realizada uma regressao logistica para avaliar se aves com alteragdes nos parametros
sanguineos eram mais propensas a infec¢do por hemoparasitos, mas nenhuma diferenca
significativa foi evidenciada.

Foi avaliado também se além do grupo taxonOmico, a abundancia de individuos em
cada familia influenciava na prevaléncia de hemoparasitos e este resultado foi significativo
(X2 =4.70, p < 0,05), com o aumento da abundancia (nimero de individuos em cada familia)

de aves, a prevaléncia diminui (Figura 7).
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Figura 7. Regressdo Logistica da prevaléncia de hemoparasitos e abundancia
(nimero de individuos em cada familia) de aves. Os circulos representam os
ambientes preservados e tridngulos ambientes urbanos.
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DISCUSSAO

A prevaléncia total encontrada (24%) foi maior que em outros estudos que trataram
de comunidade de aves do Cerrado de ambientes tropicais. Fecchio et al. (2007) verificaram
que apenas 6,9% da comunidade de aves do Cerrado proximo a Brasilia estavam infectadas
por hemosporideos. No mesmo local, Fecchio et al. (2011) encontraram que 10,7% das aves
estavam infectadas por Haemoproteus ou Plasmodium, e que em ambientes mais Secos €
com menor pluviosidade como no Cerrado, a prevaléncia é menor, provavelmente devido a
dificuldade dos vetores em encontrarem as condi¢cdes de umidade necessdrias para
proliferarem. Os resultados do presente trabalho foram apoiados pelos resultados
encontrados por Belo ef al. 2011 em aves do Cerrado de Tocantins (também no Parque
Estadual do Lajeado), onde 29,3% da comunidade foi infectada por hemoparasitos quando a
infeccao foi detectada apenas por PCR, tendo aumentado para 42,2% quando associaram a
microscopia optica. Tanto no estudo acima citado quanto em nosso estudo, as coletas foram
realizadas em Unidades de Conservacdo com presenca de grandes rios, cujas matas de
galeria, assim como outras fitofisionomias florestais, sdo ambientes que fornecem as
condi¢Oes minimas para o desenvolvimento dos insetos vetores. Durrant et al. (2006), por
exemplo, trabalhando em florestas tropicais nas Guianas, encontram uma prevaléncia de
hemosporideos de 42,1% em 195 aves de 53 espécies diferentes, sendo que 64,8% de
Plasmodium e 35,2% de Haemoproteus. Ribeiro et al. (2005) encontraram uma prevaléncia

de 39,6% em comunidade de aves em fragmentos de Floresta Atlantica de Minas Gerais.
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Relacdo entre a prevaléncia e o os fatores ambientais e sazonais

Neste estudo foram encontrados resultados que indicaram uma diferenca da
prevaléncia entre os ambientes urbanos e preservados apenas quando os resultados de Minas
Gerais e Tocantins foram analisados juntos, sendo que a maior prevaléncia foi encontrada
nos ambientes preservados. Outros autores, entretanto, encontraram maior prevaléncia de
Plasmodium spp. em éreas degradadas (34,1%) em Camardes, na Africa, em comparagio
com ambientes preservados (24,3%) (Chasar et al., 2009). Belo et al (2011) também
encontraram uma prevaléncia de maldria avidria em comunidade de aves em Tocantins,
maior em ambientes urbano (56,2%, n=108) que preservado (42,2%, n=76).

Valkiunas (2005), porém, relata que ha diminui¢do da probabilidade de infec¢ao por
hemoparasitos com o aumento da pressdo antrépica. O autor relata que aves (Fringilla
coelebs) que vivem em cidades sdo 2,4 vezes menos infectadas que em seus habitats
naturais, provavelmente devido a quantidade de inseticidas utilizados nos grandes centros,
que diminuem consideravelmente as populacdes de vetores. Evans et al. (2009) observou
também maior prevaléncia em dreas rurais(76%) que em dreas urbanas (61%).
Provavelmente ambientes rurais (ou protegidos), propiciam condi¢des mais favordveis para
um maior nimero de individuos atingirem a idade adulta, o que explicaria maior prevaléncia
nos ambientes protegidos, uma vez que os adultos apresentam maior probabilidade de
encontro com o vetor e estar infectados que os ninhegos (Norte et al., 2009). Outra possivel
razdo seria que dreas urbanas (com predominio de dreas pavimentadas, pouco solo exposto e
cursos d’4dgua canalizados), poderiam estar contribuindo para a diminui¢do de dareas
favoraveis para a reproducdo de mosquitos vetores, assim como acontece em habitats
fragmentados ou perturbados conforme relatado por Tella et al. (1999). Bonier et al. (2007)

mostram ainda que caracteristicas de plasticidade e flexibilidade fisioldgicas,
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comportamentais e ecoldgicas de aves urbanas garantem uma maior tolerdncia ambiental,
predispondo-as a ter mais sucesso que aves de ambientes rurais, mais sensiveis a
perturbacdes do habitat.

Em relacdo a outras varidveis ambientais, como por exemplo, os periodos de seca e
chuva, esperava-se encontrar uma maior prevaléncia durante o periodo chuvoso, uma vez
que este propiciaria uma maior disponibilidade de pocas e reservatdrios tempordrios de dgua
para a proliferacdo dos vetores (Valentim et al., 2012). Estes resultados podem refletir as
escolhas dos locais de coletas terem sido sempre proximas a cursos d’dgua, principalmente
em locais dentro das matas de galeria, tanto em ambiente urbano, quanto preservado. Desta
forma, a disponibilidade de cursos d’dgua para a proliferacdo dos vetores seria mantida ao
longo de todo o ano.

Assim como no nosso estudo, Fecchio er al. (2007) também nio encontraram efeito
do ciclo de vida na prevaléncia de hemosporideos em aves do Cerrado da regido de Brasilia.
Esse resultado indica que a depressdao do sistema imune esperada durante o esforco do
periodo reprodutivo visto em estudos realizados em ambientes temperados (p.ex.
Weatherhead & Bennett, 1991; Hatchwell et al., 2000; Deviche et al., 2001) pode ndo ser
tdo importante para influenciar a prevaléncia de hemoparasitos nas aves em ambientes

tropicais.

Relagdo entre a prevaléncia e os fatores bioléogicos e ecoligicos das aves

Alguns parametros biolégicos e comportamentais das aves explicaram as diferencas
na prevaléncia. A maior prevaléncia nas aves que forrageiam no sub-boque pode ser
explicada pelo ritmo circadiano dos vetores, que pode ser modificado pelas condi¢des locais

(Kettle et al., 1995). Segundo Kettle et al. (1995), em ambiente florestal a atividade dos
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vetores ¢ maior ao nivel do solo do que na copa das arvores. Em florestas tropicais os
Culicidae apresentam um padrdo de atividade continua proximo ao solo do nascer ao por do
sol, enquanto que no dossel ocorre um padrdao bimodal com maior atividade durante a noite.
Esse fato pode explicar a maior prevaléncia em aves que forrageiam préximo ao chao e sub-
bosque, uma vez que os mosquitos estdo em atividade continua e homogénea dia e noite
neste estrato.

Aves que participam de bandos mistos apresentaram maior prevaléncia e isso ja foi
relatado por Ribeiro et al. (2005) e Fecchio et al. (2011), que encontraram uma correlagdo
positiva entre a prevaléncia de hemosporideos e aves que participavam de bandos mistos na
Mata Atlantica de Minas Gerais e no Cerrado de Brasilia, respectivamente. Este fato é
explicado provavelmente pela agregacdo das aves, pois este tipo de comportamento propicia
uma maior facilidade de encontro do hospedeiro por parte dos vetores devido a atracdo pela
liberagdo mais concentrada de di6xido de carbono (Marquardt ef al., 2004). Poulin et al.
(1991) ja descrevia padrdao semelhante onde aves sociais, gregdrias ou que nidificam em
coldnias sdo mais parasitadas por ectoparasitos devido a proximidade e contato fisico entre
os membros do grupo.

A maior prevaléncia de aves generalistas em relacdo ao habitat, ou seja, que
transitam entre ambientes florestais e dreas abertas podem ser explicadas pelo aumento das
chances de encontro hospedeiro-vetor (Marquardt et al., 2004). Estes individuos poderiam
se expor a diferentes comunidades de vetores de hemoparasitos, tipicas de ambiente de mata
ou campestre. Marini & Couto et al. (1997) observaram maior prevaléncia de ectoparasitos
em aves de borda de mata em um fragmento em Minas Gerais, além de menor sobrevivéncia
didria de ninhegos. Allan et al. (2003) testaram a densidade de infec¢do de carrapatos em
fragmentos de mata com diferentes tamanhos e observaram que nos fragmentos menores as

aves eram quatro vezes mais infectadas do que nas dreas maiores. Esse resultado pode,

59



provavelmente, estar relacionado ao maior efeito de borda em fragmentos de dreas menores.
Aves tipicas de borda de mata foram classificadas aqui neste estudo como generalistas,
sendo portanto esta uma possivel explicacdo para os nossos resultados.

Aves frugivoras foram mais parasitadas do que as insetivoras e isso talvez possa ser
explicado pela maior exposi¢do aos vetores. Espécies frugivoras permanecem mais tempo
manipulando os frutos, pousadas nas plantas que estdo frutificando, enquanto que aves
insetivoras normalmente capturam insetos durante o voo. Alguns autores apontam que aves
onivoras sdo mais parasitadas (Belo et al., 2011). Outros estudos apontam os insetivoros
como mais prevalentes (Ribeiro et al., 2005). Grandes frugivoros como Trogonidae,
Cotingidae, e algumas espécies de sairas (Thraupidae), sdo aves que dependem de uma
grande disponibilidade de frutos ao longo do ano e sdo capazes de se deslocarem por
grandes distancias a procura de drvores com frutificacdes abundantes e nutritivas, mas que
muitas vezes ocorrem numa baixa densidade no ambiente (Motta-Jinior, 1990). Assim,
ampliam a extensdo da drea de forrageamento, ficando portanto mais expostas a diferentes
comunidades de vetores. Os insetivoros especializados, como os Dendrocolaptidae, também
ocupam territérios extensos na busca por alimento, porém esta familia ndo foi abundante nas
coletas do presente estudo.

Provavelmente, o peso é um bom preditor de prevaléncia de hemoparasitos em
comunidades de aves, devido a maior liberacdo de di6xido de carbono que atrai os vetores,
além de uma maior superficie corporal para que eles se estabelecam e se alimentem
(Atkinson & van Riper, 1991). Aves de maior peso foram mais infectadas por
hemoparasitos. As pistas de localizagdo dos mosquitos s@o visuais (cor e formato do corpo)
e quimicas (diéxido de carbono e 4cido latico) (Marquardt et al., 2004). Valkiunas (2005)

evidenciaram este comportamento em aves da familia Turdidae, que sdao mais prevalentes
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entre os passeriformes provavelmente pelo seu maior tamanho e peso comparados a outros
pertencentes a mesma ordem.

Em relagdo a maior prevaléncia de certas familias em cada Estado, este fato pode
estar relacionado a preferéncia de hospedeiros. Por exemplo, mosquitos do género Simulium
sdo especialistas em mamiferos e aves. Existem especificidades vetor-hospedeiro bem
particulares, por exemplo, S. euryadminiculum é atraido por secrecdo da glandula uropigial
de um tnico hospedeiro, uma ave aqudtica norte-americana (Gavia immer). Algumas
espécies sdo especificas de grupos taxondmicos, como patos ou de comunidades de aves do
dossel, ou hospedeiros de um tamanho particular (ex: de grandes mamiferos). Outros como
S. venustum sdo generalistas e S. damnosum € atraido pelo suor humano (Marquardt et al.,
2004).

Em um estudo de revisdo, Keesing et al. (2006) mostram claramente que a questao
chave da prevaléncia de uma infeccdo emergente estd relacionada a riqueza e abundancia de
hospedeiros e seu impacto na populacdo de vetores e parasitos. Essas investigacdes sugerem
que o aumento da diversidade de espécies pode reduzir o risco de uma doenca por regular a
abundancia de importantes espécies de hospedeiros (por exemplo, por competicio ou
mesmo predacdo) ou redistribuindo (efeito de dilui¢do) as probabilidades de alimentag@o dos
vetores no caso de doenga por eles veiculadas (menores taxas de encontro com o hospedeiro
potencial). A menor prevaléncia em fun¢do do aumento da abundancia das familias de aves
pode ser explicada pelo sistema das doengas de multiplos hospedeiros, como a maldria.
Nesse sistema parasito-multiplos vetores-multiplos hospedeiros, o adicionamento de
espécies menos competentes como reservatorio (ou hospedeiro) pode diminuir a
probabilidade de encontro entre o patégeno e espécies focais. A explicacdo da possivel
reducdo do nimero de contatos entre individuos susceptiveis e infectados proporcionado

z

pelo aumento de espécies hospedeiras s6 € valido assumindo que a transmissdo entre
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espécies € menor que dentro das espécies e em casos de mecanismos de doencgas frequéncia-

dependente (Keesing et al., 2006)

Espécies "ndo-hospedeiras" entretanto, podem também influenciar indiretamente a
dindmica das doencas. Nesse caso, o incremento da riqueza de espécies pode surtir efeito
contrério, amplificando a fonte de infeccdo. Um exemplo desse sistema seria 0 aumento do
nimero de espécies que sdo recurso para os hospedeiros potenciais, que tanto pode aumentar
a sobrevivéncia de espécies infectadas ou propiciar a sua recuperagao (Keesing et al., 2006).
Por outro lado, se por acaso a aumento ocorre no nimero de predadores, estes podem tanto
se alimentar preferencialmente de individuos infectados, mais vulnerdveis, quanto diminuir
a movimentacao das presas, diminuindo assim o contato com os propagulos do patégeno. Ou
seja, o efeito do incremento de espécies pode tanto diluir, quanto amplificar o risco de
doencas, dependendo da “estrutura ecoldgica” da doenca, dos seus vetores e hospedeiros
dentro do sistema de infeccdo. Em resumo, o risco de doengas pode ser reduzido em teoria
pela manipulacio da abundancia de espécies-chave (manejo de reservatdrios), mais do que
adicionando espécies aleatoriamente. Porém em sistemas agricolas essa estratégia pode
funcionar melhor do que em sistemas naturais, onde ainda sd@o escassos os conhecimentos
para subsidiar esta avaliacdo de forma mais acurada.

Um dos temas prioritdrios a ser abordado no conhecimento dos processos ecolégicos
e interagOes complexas existentes nos ecossistemas € relacionar os efeitos da degradagdo
ambiental com a ecologia de comunidades de parasitos. Tais estudos sao necessdrios para
direcionar as atividades de manejo nos diversos campos de conservacio, extrativisSmo
sustentdvel, controle de doencas e biosseguranca (Begon et al., 2007). O estudo de
parasitismo esta relacionado aos efeitos deste desequilibrio na relacdo hospedeiro-parasito-

vetor. Os indices hematoldgicos e sua associagdo com a presenca de maldria avidria podem
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contribuir para a conservacdo de aves ao serem utilizados como ferramenta para subsidiar a
avaliacdo do estado de conservagao ambiental.

Os resultados obtidos neste estudo corroboram a literatura e, assim sugere-se que
futuras pesquisas devam ser realizadas tendo em foco a descricdo de alteragdes dos padrdes
de risco de infeccdo em ambientes com diversidade de espécies distintas, identificando os
mecanismos responsdveis pelas mudancas de risco e esclarecendo mecanismos adicionais

em modelos epidemioldgicos de aves silvestres.
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CAPITULO 2

Satde e prevaléncia de malaria aviaria em ambientes tropical
e temperado: Turdus spp. (Turdidae) e Passer domesticus

(Passeridae) como modelos de estudo
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RESUMO

As mudangas climéticas globais podem elevar as temperaturas entre 1,4 € 5,8 °C nos
proximos 100 anos. Estas alteracdes irdo influenciar a conservagdo da biodiversidade, a
incidéncia de doencgas veiculadas por vetores e mudancas no ciclo de vida de muitos animais
e plantas. O aumento de doengas veiculadas por vetores, como a maldria avidria, € uma
realidade neste cendrio futuro e pode afetar a dindmica das populacdes de aves. O objetivo
principal deste estudo foi avaliar se a prevaléncia de maldria avidria é dependente da
temperatura ou da riqueza de espécies, comparando regides tropical (Brasil) e temperada
(Portugal) em que os hospedeiros se encontram. Foram colhidas amostras de sangue de
Passer domesticus e de duas espécies de Turdus spp., comuns a ambos paises investigados
para avaliar a prevaléncia de maldria e relacionar com o estado de saide das aves.
Diagnéstico da maldria avidria foi obtido através do uso de técnicas moleculares (PCR) e
microscopia 6ptica. Os parametros de saide avaliados foram: taxa de glicose, concentra¢ao
de hemoglobina, volume relativo de glébulos vermelhos (HCT) e contagem diferencial de
glébulos brancos (razdo H/L), além do indice de massa corporal. Armadilhas luminosas
foram utilizadas para capturar os insetos e identificar os vetores locais. A prevaléncia de
maldria avidria no Brasil foi de 35 % em T. leucomelas e de 25% em P. domesticus. Em
Portugal, a prevaléncia de infec¢do foi de 69% em T. merula e de 47% em P. domesticus.
Tanto para Turdus, quanto para P. domesticus, a prevaléncia e a intensidade de infec¢do
foram significativamente maiores em Portugal. Individuos infectados apresentaram a taxa de
hemoglobina significativamente menor que os nao-infectados. Este resultado provavelmente
estd associado com uma maior disponibilidade e riqueza de hospedeiros em ambientes
tropicais, havendo um efeito de “dilui¢dio” na prevaléncia destes parasitos. Embora a
variacdo da prevaléncia entre as duas regides ndo possa ser explicada apenas pelo fator
temperatura, o aquecimento global interage ainda com outros “drivers” da extin¢do de
espécies, como fragmentagdo e perda de hébitats, super-exploracao e introdugdo de espécies.
Todos estes fatores, associados aos danos causados por hemoparasitos na satde das aves
refletem uma necessidade de implementacdo deste tipo de diagnéstico em medidas de
conservacgao de espécies de aves, aplicado a outros ecossistemas.

Palavras-chave: pardal comum, Turdus spp., hemoparasitos, maldria avidria, saide de aves
silvestres.
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INTRODUCAO

O clima é um dos principais fatores que controla a distribuicdo geografica dos
biomas, o funcionamento dos ecossistemas e a taxa de crescimento das plantas e animais
(Moutinho, 2006). As mudancas climdticas globais sdo hoje consideradas uma ameaca
global para a saide humana e dos ecossistemas. Grande parte destas alteracdes que
provocam os aumentos globais de temperatura é causada pelas emissdes antropogénicas de
gases poluentes, que retém calor e favorecem o efeito estufa (Schryver et al., 2009). Este
evento comecgou a se intensificar apds a Revolucdo Industrial no final do século XIX, com o
aumento significativo da concentragdo de dioxido de carbono (CO,y e metano (CH4) na
atmosfera, devido a queima de combustiveis fdsseis e mudancas no uso do solo,
principalmente, desmatamento e queimadas (Ghini et al., 2008). Durante o ultimo século, a
temperatura global aumentou 0,7 °C e estima-se que até o ano 2100 aumente ainda mais,
entre 1,4 °C em um cendrio mais otimista, com a estagnacio das emissoes de CO,, e 5,8 °C
em um cendrio pessimista, na auséncia do controle destes gases (IPCC, 2001; 2007).

Alguns estudos que simulam os possiveis cendrios decorrentes do aumento da
temperatura global prevéem impactos negativos sobre a biodiversidade (Bradshaw &
Holzapfel, 2006; Devictor et al., 2008; Schryver et al., 2009), como o aumento de doencgas
veiculadas por vetores (Cumming, 2006; Jones et al., 2008), além de alterar o ciclo
bioldgico de diversas espécies de animais (Schryver et al., 2009) e plantas (Ghini, 2008) e
causar até mesmo extincao de espécies (Thomas et al., 2004; Sekercioglu, 2008).

Segundo Barbraud & Welmersklrch (2006) e Donnelly et al.(2009), as aves sdo um
dos grupos mais vulnerdveis as mudancas climdticas. Um dos principais impactos causado
pelo aquecimento global das temperaturas e que pode influenciar a dinamica de populagdes

das aves € o aumento da ocorréncia de doengas parasitdrias transmitidas por insetos vetores
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(Cosgrove et al., 2008). Este fato deve-se ao aumento da temperatura e alteragdes dos ciclos
hidrolégicos, que podem criar condi¢des favordveis para a proliferacdo de mosquitos
transmissores de hemosporideos, como a maldria (Lopez-Vélez & Moreno, 2005).

Estas alteracOes climdticas e ambientais causadas por intervencdo humana tém
alterado e destruido habitats, desestruturando comunidades biolégicas e o funcionamento de
ecossistemas. Dentro deste panorama, é de relevante importincia avaliar o impacto do
estresse ambiental no equilibrio da relacdo hospedeiro-parasito-vetor (Lafferty & Holt,
2003).

A maldria avidria € uma doenca infecciosa, transmitida por protozodrios parasitos
sanguineos que acometem aves de diversas espécies (Valkiunas, 2004). Estes parasitos
pertencem ao filo Apicomplexa, dentre os quais os gé€neros mais prevalentes em aves
pertencem a ordem Haemosporida: Haemoproteus, Plasmodium e Leucocytozoon (Julian &
Galt, 1980; Bennett et al., 1982; Hopinks et al., 1990; Garvin et al., 1993). Conforme
proposto por Pérez-Tris et al. (2005), o termo maldria avidria (hemosporideos ou
hemoparasitos avidrios) neste trabalho, refere-se a infec¢des por Plasmodium e/ou
Haemoproteus.

Os hemoparasitos podem ser transmitidos entre os hospedeiros a partir do repasto
sanguineo de vetores, com consequente inoculagdo das formas infectantes, onde no sangue
das aves encontram-se as formas de trofozoito, esquizonte e gametdcito para Plasmodium, e
apenas gametocito para Haemoproteus(Valkiunas, 2005) (Figura 1). Os parasitos do género
Plasmodium sao transmitidos, na maioria das vezes, por mosquitos da familia Culicidae
(géneros Culex e Aedes) e raramente do género Anopheles, como é o caso da maldria
humana (Atkinson & Van Riper III, 1991). O género Haemoproteus tem sido documentado
em vdrias partes do mundo associado aos vetores das familias Ceratopogonidae (em especial

o género Culicoides) e Hippoboscidae (Greneret al., 1975); enquanto que Leucocytozoon é
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veiculado principalmente por mosquitos das familias Simuliidae e Ceratopogonidae
(Marcondes, 2001).

Dentre as formas de avaliar o estado de saide das aves, além da investigacdo de
hemoparasitos, podem ser utilizados os parametros fisiologicos, avaliados por meio de
exames hematoldgicos os quais analisam: as concentracdes de hemoglobina (Hb) e
hematdcrito - HCT (volume relativo de glébulos vermelhos) para avaliacao de anemia; razao
de heteréfilos/leucécitos - H/L (morfotipos de gldbulos brancos indicadores de estresse);
além do indice de condi¢do corporal ou IMC (relacdo entre o peso e medidas morfométricas
do tarso). Estes indices hematoldgicos t€ém sido amplamente utilizados para monitorar as
funcdes organicas de espécies de aves domésticas e silvestres (Gavett, 1986; Fairbrother et
al,1990; Dawson & Bartolotti, 1997; Norte et al., 2008; Muller et al., 2011) e possibilitam o
diagndstico de alteragdes fisioldgicas em aves, causadas por diversos fatores de estresse.
Van Wyk et al. (1998) defendem o uso de varidveis hematoldgicas, ndo sé para investigar a
biologia e fisiologia de aves silvestres, mas também para obter indicacdes da associacdo
entre alteracOes fisiologicas e condi¢des ambientais.

A maioria dos trabalhos sobre o efeito do aumento das temperaturas globais e
maléria avidria foi realizado na América do Norte e Europa (Martin et al., 2004; 2007,
Ricklefs & Sheldon, 2007; Marzal et al., 2011; Lachish et al., 2011). O Brasil é considerado
um pais-chave para estudos de impactos de alteragdes climdticas globais (Moutinho, 2006).
Sua megadiversidade, associada ao fato da existéncia de raros trabalhos que avaliam os
impactos das mudangas climdticas em ambientes tropicais, principalmente na América
Latina (Peterson & Shaw, 2003; Marengo, 2004; Nobre et al., 2005; Marini et al., 2009),
torna este estudo de comparagdo entre os ambientes tropicais e temperados, inovador.

Nesse estudo foram investigadas as associa¢des entre a prevaléncia de hemoparasitos

e saude de aves comparando dados em clima tropical (Brasil) com uma regidao de clima
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temperado (Portugal). Dentro deste objetivo principal, as seguintes hipdteses foram

formuladas:

Hipoétese 1: A prevaléncia de hemoparasitos varia entre os ambientes tropicais e
temperados.

Previsdo: Espera-se que a prevaléncia de hemoparasitos em ambientes tropicais seja
maior em relagdo aos ambientes temperados, devido as elevadas temperaturas e pluviosidade

nestas regides, propicias a proliferacdo dos vetores destes hemoparasitos.

Hipotese 2: Existe um efeito da infeccdo por hemoparasitos nos pardmetros
hematologicos de satide das aves

Previsdo: Espera-se que os parametros morfolégicos e hematolégicos de aves
infectadas pelo parasito estejam alterados em relacdo as ndo-parasitadas, devido aos danos

na saude das aves.

Hipotese 3: Hd uma influéncia da estabilidade climdtica na prevaléncia de
hemoparasitos e nos parametros hematologicos de satide das aves.

Previsdo: Devido ao clima estdvel nos tropicos (que propicia a persisténcia dos
vetores e dos parasitos ao longo do ano), espera-se que ndo haja variacdes sazonais na
prevaléncia de hemoparasitos e nos parametros hematoldgicos (resposta similar do sistema
imune ao longo do ano) nos trépicos, porém esta variacio deve ocorrer no ambiente

temperado.
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MATERIAIS E METODOS

Areas de Estudo

Foi utilizado como modelo deste estudo o pardal comum (Passer domesticus),
presente em ambos os paises e duas espécies do género Turdus: T. leucomelas, no Brasil e T.
merula em Portugal. No Brasil, as amostragens foram realizadas entre fevereiro de 2008 e
dezembro de 2009, na regido urbana de Belo Horizonte e em dreas preservadas no estado de
Minas Gerais (Parque Estadual do Rio Preto e Parque Estadual do Itacolomi). Em Portugal
as amostragens foram realizadas entre mar¢co e novembro de 2010 na regido urbana de

Coimbra e em dreas preservadas (Areas Protegidas do Baixo Mondego).

Dados climadticos e sazonais no periodo de estudos

A fonte dos dados meteoroldgicos no Brasil foi o Instituto Nacional de Metereologia
(INMET: www. inmet.gov.br) e em Portugal foram utilizados dados de termo-higrometro de
campo e do Boletim Climatolégico Anual produzido pelo Ministério da Ciéncia, Tecnologia

e Ensino Superior/Instituto de Meteorologia, I. P. Lisboa- Portugal (www.meteo.pt).

Captura das aves em campo

As aves foram capturadas utilizando 10 redes de neblina (malha de 35 mm), abertas
desde o inicio da manha (aproximadamente 6:00hs) até o meio-dia (12:00hs) e vistoriadas a
cada 30 minutos. As aves foram acondicionadas em sacos de pano e os espécimes anilhados
com anilhas metdlicas fornecidas pelo Centro de Pesquisa para a Conservagdao de Aves

Silvestres (CEMAVE) e licengas concedidas pelo Instituto Chico Mendes de Conservagao
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da Biodiversidade (ICMBio) no Brasil, e pela Central de Anilhagem Portuguesa
(CEMPA/ICNB), em Portugal. Foram mensurados dados biométricos como tarso, peso
corporal e coletadas amostras de sangue como descrito a seguir. Apds estes procedimentos

as aves foram liberadas proximo ao local de captura.

Indice de massa corporal

A avaliagc@o da condi¢do corporal foi feita por intermédio de um indice de massa
corporal (IMC) ou “Body Condition”, calculado a partir do residuo da equacdo de regressao
linear da massa corporal com o comprimento do tarso (Dubiec et al., 2005, Friedl & Edler,
2005). O IMC, por ser a diferenca entre a massa medida e a tedrica, fornece a estimativa da
quantidade de massa acumulada pelos individuos em relacdo ao padrio tedrico da amostra,

podendo ser considerado um indicador de reservas energéticas.

Captura dos insetos vetores

Os mosquitos vetores foram capturados no Brasil, utilizando armadilhas luminosas
(modelo HP) instaladas no campo as 18:00hs e recolhidas 12 horas depois. Em cada local
foram instaladas trés armadilhas, mantidas em campo durante cinco dias. Mosquitos foram
separados em familia e foram depositados na colecdo de insetos do Laboratério de
Biodiversidade da UFOP. Em Portugal, as armadilhas utilizadas foram tipo CDC, instaladas
uma unidade em cada dia de coleta em uma zona umida préxima de Coimbra, sendo que
cada campanha de coleta tinha duracdo de 2 dias. Os mosquitos foram identificados até

espécie.
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Coleta das amostras de sangue para andlise

Foram utilizadas agulhas de insulina descartaveis (BD 30 x 3mm) para a extracdo de
sangue da veia braquial de uma das asas de cada ave capturada. A quantidade de sangue
coletada dependeu do peso individual das aves, e foi extraido apenas 10% do volume total
de sangue (sendo que este corresponde a aproximadamente 7% do seu peso total)
(Sutherland et al., 2004). Em campo foram preparados trés esfregacos sanguineos por ave
em laminas de vidro secas ao ar, fixadas com metanol e depois coradas com uma solugdo de
GIEMSA em 4gua tamponada (pH 7,2 - 7,4) a uma dilui¢cdo de 1:10. Com apenas uma gota
de sangue a concentragdo plasmatica de glicose foi medida utilizando aparelho BREEZE 2

(Bayer Group).

Andlise laboratorial dos parametros hematologicos

Em laboratério os esfregacos sanguineos foram analisados em microscopia Optica
(M.O.) para verificagdo da presenga de hemoparasitos no sangue das aves e para
quantificagdo e classificacdo dos glébulos brancos (razdo Heterdfilos/Linfocitos - H/L).
Foram examinados 200 campos microscopicos de cada esfregaco (aumento de 1000 X,
objetiva de imersao).

Uma fracdo da amostra de sangue (ca. de 50 pL) foi armazenada em tubos
microcapilares de vidro contendo anticoagulante heparina, lacrados em uma das
extremidades com massa selante, e outra fragcdo armazenada (ca de S0uL) em eppendorfs de
1,5 mL. As amostras foram mantidas a 4°C em geladeira por no maximo 5 horas até seu

processamento.
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Os microcapilares contendo amostras de sangue heparinizadas foram centrifugados a
3200 rpm, durante 10 minutos, onde foi separado o plasma (com os glébulos brancos) das
células vermelhas do sangue e determinada a porcentagem total de hematécrito (HCT),
presente nas amostras.

A concentracdo de hemoglobina (Hb) foi medida num espectrofotometro portatil
(HEMOCUE Hb 201) que Ié comprimento de onda 540 nm, segundo técnica descrita por

Campbell (1988 e 1994).

Diagnéstico molecular e M.O. da infeccdo por hemoparasitos (maldria)

Extracao de DNA

A extracdo de DNA a partir de sangue armazenado em solucgdo de lise foi realizada
de acordo com as especificagdes do fabricante do Kit Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega® MA, EUA). O DNA do sangue armazenado em dlcool 70% foi extraido por
fenol-cloroférmio segundo Sambrook (2001). As amostras foram armazenadas a 4°C até o

momento da amplificacao.

Diagnéstico Molecular por PCR

O screening para a presenca de Plasmodium/Haemproteus no sangue das aves foi
feito por PCR de acordo com Fallon et al. (2003). Esta reacdo amplifica 195 pb de um
fragmento do gene mitocondrial (ssu rRNA), conservado entre os dois géneros de parasitos.

As sequéncias dos iniciadores utilizados foram:

343F — 5 - GCTCACGCATCGCTTCT - 3’
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496R — 5’ - GACCGGTCATTTTCTTTG - 3’

Na reacdo de amplificacdo, cada tubo recebeu entre 50 e 100 ng do “DNA-molde”,
10 mM Tris HCI, pH 8,5, 50 mM KCI; (PHONEUTRIA®); 2.0-2.5 mM MgCl12; 200 uM
dNTP; 0.5 U Tag DNA polimerase (PHONEUTRIA®); 0.4mM de cada iniciador, com
volume final de 15 pl. O programa da amplificacdo se d4 por uma desnatura¢do inicial do
DNA a 94°C por 2 minuto, seguido de 35 ciclos de 94 °C por 1 minuto, seguida de
anelamento a 62°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto e 10 segundos, terminando
em uma extensao final a 72 °C por 3 minutos.

Como controle positivo foi utilizado DNA gendmico de Plasmodium gallinaceum
obtido de pintinhos infectados experimentalmente e gentilmente cedidos pelo Laboratério de
Entomologia Médica do Centro de Pesquisa René Rachou - CPqRR, Belo Horizonte. E
como controles negativos foram utilizadas amostras de DNA obtidas de pintinhos mantidos
livres de infec¢do, gentilmente cedido pela Escola de Veterindria da Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte.

Os produtos das reagdes foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE) 6%, ndo desnaturante, em tampao TBE 1X. Os géis de poliacrilamida foram fixados
em solucdo de dlcool etilico 10% e acido acético 0,5%, corados em solucdo de nitrato de
prata e os fragmentos de DNA de 195 pb (contando com os primers) evidenciados quando
em solucdo reveladora de hidroxido de sédio e formaldeido (Sanguinetti et al., 1994). Os
dados obtidos por PCR foram comparados aqueles obtidos por observacao microscépica de
esfregacos sanguineos. Amostras que apresentaram discordancia de resultados foram
reavaliadas pelos dois métodos.

O diagnostico final da prevaléncia de Plasmodium/Haemoproteus foi realizado

através da associacdo dos resultados obtidos do exame dos esfregacos sanguineos e dos
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resultados das andlises de PCR (ssu rRNA). A prevaléncia de Plasmodium/Haemoproteus
foi calculada pela propor¢cdo de individuos em cada populacdo de cada espécie/regido

infectados pelo parasito.

Intensidade de infeccao

A intensidade de infec¢do, assim como a fase do ciclo reprodutivo do Plasmodium
(Trofozoito, Esquizonte, Gamonte) ou de Haemoproteus (Gametdcitos), também foi
mensurada através da andlise dos esfregacos sanguineos em M.O. A intensidade de infecc¢ao
refere-se ao ndmero de células infectadas encontradas em 10.000 células nio-infectadas de

cada individuo e calculada a intensidade média dividindo pelo nimero de aves infectadas.

Analises Estatisticas

A prevaléncia de hemoparasitos entre ambiente tropical e temperado foi modelada
utilizando “General Linear Models” (GLM), com distribui¢do de erros binomial, para cada
uma das varidveis resposta: Regido (temperada ou tropical) e separadamente por espécie (P.
domesticus ou Turdus spp.). Para determinar qual fator influencia a intensidade de infecc¢do
em cada regido e em cada espécie foi utilizado o mesmo modelo (GLM), porém com
distribuicdo de erros Poisson (devido a distribuicdo de erros destes dados ndo se
apresentarem como uma fun¢do normal).

Para avaliar o efeito da infec¢do nos parametros hematoldgicos de satide das aves,
foram realizados testes-T (ou Wilcox para dados com distribuicdo ndo-normal) para

examinar separadamente as interacOes entre cada varidvel de saude das aves (HCT, glicose,

Hb, IMC, razdo H/L) em relagdo as aves infectadas ou nao infectadas.
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Para verificar se houve influéncia sazonal na prevaléncia de hemoparasitos em
ambientes tropical e temperado, andlises de regressdo logistica foram utilizadas para
identificar fatores preditivos de infeccao por hemoparsitos, expressados como 1 (infectados)
e 0 (ndo-infectados), por individuo de ave amostrada em periodo reprodutivo ou niao-
reprodutivo, incluido desta vez como variavel preditiva.

Em todas as andlises foi utilizado o programa R Development Core Team (2011), e
adotado um nivel de significincia de 5%. Os dados foram testados quanto aos pressupostos

de normalidade (Shapiro teste) e para a homogeneidade das variancias (Bartlett teste).
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RESULTADOS

Foram coletados ao todo 103 individuos de T. leucomelas e 40 de Passer domesticus
na regido tropical (Brasil) e 102 individuos de 7. merula e 66 de Passer domesticus na

regido temperada (Portugal).

Dados climadticos e sazonais no periodo de estudos

As aves foram coletadas em periodos reprodutivo e nao-reprodutivo do seu ciclo de
vida. Os dados meteoroldgicos de temperatura média mensal de cada coleta e umidade
relativa do ar no Brasil e em Portugal sdo apresentados nas tabelas 1 e 2 respectivamente.

A temperatura média e precipitacio média anual no Brasil e em Portugal (Tabela 3)
mostram que o ano de 2010 em Portugal foi atipico, superando em 20% a precipitacdo de
acordo com a normal climatolégica (70-2000) e 0,25°C acima da temperatura média

prevista.
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Tabela 1. Temperatura média (°C), Umidade relativa do ar (%) e periodo de coleta em cada
més do ano de 2008 e 2009, nos estados de Minas Gerais, onde Nao-Rep=periodo nao
reprodutivo.

Més/Ano  Temperatura Umidade Periodo Local
Maio/08 20.5 60 Nao-Rep MG
Ago/08 22.0 55 Nao-Rep MG
Set/08 19.0 70 Reproducgdo MG
Out/08 19.0 65 Reproducgdo MG
Fev/09 23.5 70 Nao-Rep MG
Abril/09 22.5 65 Nio-Rep MG
Jun/09 16.5 80 Nao-Rep MG
Fev/10 21.0 60 Nao-Rep MG
Fonte INMET

Tabela 2. Temperatura média (°C), Umidade relativa do ar (%) e periodo de coleta em cada
més do ano de 2010, em Portugal, onde Nao-Rep=periodo nao reprodutivo.

Ano 2010 Temperatura Umidade Periodo
Mar 12.0 73 Nao-Rep
Abril ND ND Reprodugao
Maio 18.5 80 Reproducio
Junho 19.0 90 Reproducio
Julho 21.0 75 Reproducio
Ago 22.5 72 Nao-Rep
Set 19.5 79 Nao-Rep
Out 16.5 85 Nao-Rep
Nov 09.5 84 Nao-Rep
Fonte I.P.
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Tabela 3. Temperatura média (°C), Precipitacio média (mm de chuva) anual nos estados de
Minas Gerais (MG) em 2008 e 2009, e em Portugal (PT) em 2010.

MG PT
Ano °C Mm °C Mm
2008 19.5 1695 ND ND
2009 19.5 1685 ND ND
2010 ND ND 15.5% 1063*
Fonte INMET e L.P.

* Ano atipico em Portugal

Insetos Vetores

Nao foi possivel a comparagdo das abundancias dos mosquitos nas duas regides
coletadas, uma vez que o nimero de armadilhas, anos de coleta e nivel da identificacdo
taxondmica foram diferentes. Desta forma apenas serd apresentado aqui resultados
qualitativos e exploratdrios.

Em Portugal, no total de 567 individuos coletados no ano de 2010, sé foram
capturados mosquitos da familia Culicidae e apenas 14 eram da subfamilia Anophelinae,
dentre eles: Anopheles algeriensis (n=1), A. maculipennis (n=8), A. claviger (n=4) e A.
plumbeus (n=1). Houve predominancia nitida da subfamilia Culicinae (principalmente Culex
pipiens, n=322 e C. theileri n=195) e apenas 36 individuos de Ochlerotatus caspius
(Culicinae).

No Brasil foram coletados mosquitos em 2008 e 2009 e os individuos foram
identificados até familia. Dos 757 mosquitos coletados, foram identificados 151 Culicidae,

269 Ceratopogonidae, 15 Simuliidae e 322 Pshycodidae (Lutzomyia spp).
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Anadlise da prevaléncia de hemoparasitos

O estagio evolutivo em que representantes dos géneros Plasmodium/Haemoproteus
se encontravam em cada amostra foi diagnosticado através do exame dos esfregacos
sanguineos. Os individuos de P. domesticus capturados no Brasil e positivos para malaria
apresentaram apenas a forma evolutiva de trofozoito (Tabela 4). Em Portugal, dentre os 31
individuos infectados, 20 apresentavam apenas a forma trofozoitica e 11, as formas
evolutivas de trofozoito + merozoito + gametdcito.

Dos 36 individuos infectados de Turdus capturados no Brasil, 29 apresentavam
apenas trofozoitos e apenas sete apresentaram trofozoito + gametdcito. Nas amostras de
Portugal, na maioria das laminas parasitadas (n=47) apenas a forma de trofozoito foi
encontradas. Em 23 individuos, todas as outras formas evolutivas foram detectadas. Dentre

elas merozoitos (em 13 individuos) e gametdcitos (em 16 individuos).
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Tabela 4. Tamanho amostral e fase do ciclo evolutivo de Plasmodium sp. nas laminas de
esfregaco sanguineo de individuos do género Turdus e Pardais em ambiente tropical (Brasil)
e temperado (Portugal).

Tropical (BR) Temperado (PT)
Ciclo evolutivo
Pardais  Turdus Pardais  Turdus
N amostral 40 102 66 103
Infectados 8 36 31 70
Trofozoito 8 29 27 47
Merozoito 0 0 5 13
Gametocito 0 7 6 16

No Brasil, a prevaléncia de infeccdo por Plasmodium/Haemoproteus em T.
leucomelas foi de 35% e em P. domesticus foi de 25%. Em Portugal, a prevaléncia de
infeccao em 7. merula foi de 69% e 47% em P. domesticus (Figura 1). Tanto para Turdus,
quanto para Passer, a prevaléncia foi maior em Portugal (F=33.43, df=304, p< 0,05).
Quando analisados os dados das duas regides em separado em relacdo ds espécies, apenas
em Portugal Turdus é mais prevalente que P. domesticus (F=7.05, df=305, p<0,05).

A intensidade de infeccdo também foi maior em Portugal (F=25.67, df=142, p <

0,01) e maior em Turdus em relagdo aos pardais (F=15.50, df=141, p < 0,05) (Figuras 2 e 3).
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Figura 1. Prevaléncia de infeccao por Plasmodium/Haemoproteus em aves do género Turdus
sp. € Passer domesticus em ambiente tropical (Brasil) e Temperado (Portugal).

Nas andlises de esfregaco sanguineo, além de Plasmodium sp., foi encontrada
microfildria, outro hemoparasita. Dos 102 individuos de 7. leucomelas capturados no
Brasil, seis deles estavam infectados por microfilaria; em Portugal, dos 103 individuos de 7.
merula capturados, apenas um individuo estava infectado. Dentre os 106 individuos de P.
domesticus capturados, apenas um apresentava infec¢do por microfildria, tanto no Brasil

quanto em Portugal.
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Figura 2. Intensidade de infeccdo por Plasmodium sp. em aves do género Turdus em
ambiente Tropical (BR) e temperado (PT).
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Figura 3. Intensidade de infec¢do por Plasmodium sp. em Passer domesticus em ambiente
Tropical (BR) e temperado (PT).
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Parametros hematologicos e de saiide das aves

A infeccdo de hemoparasitos ndo alterou significativamente os valores de IMC
(Indice de Massa Corporal). Dos parimetros hematolégicos analisados, a concentra¢io de
Glicose, os valores de % de Hematocrito (HCT) e razdo H/L (Heteréfilos/Linfocitos) ndo
variaram significativamente entre individuos parasitados e nao-parasitados. A concentragao
de Hemoglobina (mensurada apenas em Portugal) foi afetada pela presenca de parasitos.
Individuos infectados apresentaram a taxa de hemoglobina menor que os nio-parasitados (t=
3.389, df=156.421, p<0.01).

Em relacao as espécies (Passer domesticus ou Turdus sp.), os parametros
hematoldgicos variaram apenas para os pardais onde a taxa de glicose (W= 8961, p<0.05)
foi mais alta em pardais do Brasil. Por outro lado, os pardais em Portugal apresentaram a
razdo H/L (Hetero6filos/Linfécitos) menor (W= 1410.5, p<0.01) e o Hematdcrito (HCT) foi

mais alto em relacdo aos pardais do Brasil (W= 8111.5, p<0.05) (Tabelas 5 e 6).

Tabela 5. Nimero de individuos de P. domesticus, média e desvio padrao dos parametros
hematolégicos e de saiide em ambiente tropical (BR) e temperado (PT), onde IMC= Indice
de Massa Corporal, GLI=Taxa de Glicose no sangue, H/L= Razao de Heteréfilos/Linfécitos,
HCT=Hematocrito e Hb= Taxa de hemoglobina.

Indices Tropical (BR) Temperado (PT)
hematoldgicos

N Média + DP N Média + DP

IMC 40 -0,07 + 1,12 65 0,04 + 0,91
GLI 39 374,46 + 94,48 61 326,32 + 79,15

HCT 38 48,81 + 4,87 58 53,10 + 6,15

Hb ND ND 65 17,06 + 3,55

H/L 32 1,15+ 1,10 60 0,43 + 0,38
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Tabela 6. Numero de individuos do género Turdus sp., média e desvio padrdo dos
parametros hematoldgicos e de saide em ambiente tropical (BR) e temperado (PT); onde
IMC= Indice de Massa Corporal, GLI=Taxa de Glicose no sangue, H/L= Razdo de
Heter6filos/Linfécitos, HCT=Hematdcrito e Hb= Taxa de hemoglobina.

Indices Tropical (BR) Temperado (PT)
hematolégicos
N Média + DP N Média + DP
IMC 81 0,01 + 0,99 102 -0,003 + 0,99
GLI 71 317,87 + 64,49 94 326,84 + 69,49
HCT 50 47,62 +9,79 99 50,43 + 6,95
Hb ND ND 101 13,67 +2,03
H/L 93 0,33 + 0,53 94 0,23 + 0,26
Efeito do ciclo de vida

A prevaléncia de infec¢io por hemoparasitos em 7. leucomelas no Brasil ndo
foi influenciada pelo periodo do ciclo de vida em que a ave se encontrava (reprodutivo ou
nao reprodutivo), apesar dos resultados do teste apontar uma tendéncia a uma maior
prevaléncia no periodo reprodutivo (F=3.18, df=99, p=0,07). Em Portugal, no entanto, 7.
merula apresentou uma prevaléncia maior no periodo ndo-reprodutiva (F=20.06, df=97, p <
0,01).

Em relagdo aos parametros hematologicos das aves em Portugal os valores de
HCT foram mais elevados no periodo ndo-reprodutivo (F=14.77, df=46, p < 0,05) e no
Brasil a razao H/L foi maior no periodo reprodutivo (F=11.74, df=89, p < 0,01).

Para P. domesticus nao foi possivel avaliar o efeito do ciclo de vida, uma vez
que estes foram coletados apenas no periodo nao-reprodutivo tanto no Brasil quanto em

Portugal.

93



DISCUSSAO

Prevaléncia de hemoparasitos entre os ambientes tropical e temperado.

A diferencga na prevaléncia de malaria nas aves nos ambientes tropical e temperado
era esperada de acordo com nossas hipéteses iniciais. Foi encontrada uma maior prevaléncia
nas aves da regido temperada. Provavelmente a maior riqueza e abundincia de aves em
ambientes tropicais tenha um efeito de diluicdo da prevaléncia nestes ambientes. Um
aumento da biodiversidade poderia diluir o papel de um determinado hospedeiro eficiente
como fonte de infeccio de um mosquito, porque os vetores poderiam se alimentar de
hospedeiros alternativos (menos eficientes na transmissao da maldria), levando a um menor
nimero de mosquitos infectados. Ou seja, 0 aumento da riqueza e abundancia em espécies
pode diminuir o risco de doenca através do “efeito de diluicao” (Keesing et al., 2006). Além
disso, a susceptibilidade e a habilidade de cada hospedeiro em controlar infeccdes
(resisténcia) sdo unicas em cada individuo e este fator espécie-especifico estaria agindo
como um fator limitante para a disseminacdo destes parasitos nos tropicos. De fato,
considerando ainda o balanco das diferencas na resposta imune entre cada espécie, (Martin
et al., 2004) estas predi¢cdes podem explicar esta hipdtese.

Apenas o parametro latitudinal de temperatura entre ambientes tropical x temperada
parece ndo ser um bom parametro para avaliar o papel dos vetores na transmissdo da maldria
avidria. Entretanto, ndo hd um consenso entre os autores que investigaram tal fato, pois
existem relatos a favor e contra esse parametro. Por exemplo, Ricklefs (1992) e Valkiunas et
al. (2003) encontraram prevaléncia maior em aves de regido temperada comparada a regidao
tropical. Martin et al. (2007), usando técnicas moleculares (PCR), encontrou o mesmo
padrao de maior prevaléncia em ambientes temperados para pardais, porém somente no

inicio da periodo reprodutivo a prevaléncia de malaria foi maior na regido temperada.
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Ricklefs & Sheldon (2007), entretanto, ndo encontraram diferenca na prevaléncia de
hemosporideos em espécies do género Turdus spp. em ambiente tropical (na América
Central, utilizando 47 individuos de 7. gray) e temperado (na América do Norte, utilizando
40 individuos de T. migratorius). Porém, corroborando com os nossos resultados, estes
mesmos autores encontraram uma intensidade de infeccdo mais baixa em ambientes
tropicais.

Mendes et al. (2005), todavia, encontraram maior prevaléncia de malédria em aves
limicolas encontradas em habitat de dgua doce (tropical) em relacdo a ambientes costeiros
em clima temperado. Este dado, porém, pode estar relacionado a necessidade do vetor de
encontrar ambientes com dgua doce e temperatura adequada para a reproducdo (Alto &
Juliano, 2001), o que ndo ocorre freqlientemente em ambientes costeiros. Durrant et al.
(2006) também encontraram uma maior prevaléncia de hematozodrios e haplotipos
(linhagens) de cada um deles (Plasmodium e Haemoproteus) em comunidades de aves em
ambiente tropical (Guianas) em relaciao ao temperado (Uruguai). Porém, quando examinados
separadamente (em infeccdes ndo mistas), a prevaléncia de Plasmodium nao foi diferente
entre as regides, mas a prevaléncia de Haemoproteus foi maior no ambiente temperado.

Diversos outros fatores, como selecdo de habitat, estratégias de forrageamento,
agregacdo, migracdo e caracteristicas intrinsecas da historia de vida das espécies, podem
estar influenciando a parasitemia em aves (Mendes et al., 2005). Assim, € provavel que a
presenca ou auséncia do parasito, dependa da presenca ou auséncia de espécies hospedeiras
adequadas, e menos dos atributos particulares dos habitats. Quando analisamos as espécies
separadamente, Turdus sp. foi mais prevalente que P. domesticus apenas em Portugal. No
Brasil, ndo houve diferenca na prevaléncia ente as duas espécies. Apesar de P. domesticus
estarem mais infectados em ambiente nativo (Portugal) que em ambiente onde ele foi

introduzido (Brasil), para as espécies nativas de ambos locais (Turdus sp) houve maior
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prevaléncia em clima temperado. Este fato contradiz os resultados encontrados por Marzal
et al. (2011), baseados na hipétese “The enemy release hypothesis”, que prediz que aves
invasoras (como o pardal) podem ser menos afetadas por inimigos naturaiS no novo
ambiente, se comparadas aos seus competidores nativos. Os individuos do género Turdus
também apresentaram maiores taxas de infec¢do por microfildria que os pardais no Brasil.
Além da riqueza e abundincia de espécies, outros fatores podem promover esta
diferenca encontrada entre as populacdes de cada ambiente. Fatores climdticos podem
influenciar o grau de parasitemia em cada local. Os vetores de hemoparasitos requerem um
minimo de condi¢des de temperatura e umidade para completarem o ciclo de vida (Hoop &
Foley, 2001). Apesar de Portugal apresentar temperaturas médias e pluviosidade inferiores
ao Brasil, ambientes temperados apresentam uma maior variagdo térmica ao longo do ano.
Assim, estacdes bem definidas, com elevacdes de temperaturas concentradas apenas no
verdo, propiciam um aumento das populacdes dos vetores nesse periodo (Valentim et al.,
2011). De acordo com Valkiunas, (2005), além da presenca do vetor, suas exigéncias
ecologicas e densidades populacionais sao fundamentais para viabilizar a transmissdo do
parasito. Assim, de acordo com nossos dados, podemos inferir que em ambientes tropicais,
onde chuva e calor estdo mais distribuidos ao longo do ano, haveria condi¢des para a
manutencdo de populagdes ativas dos vetores, que poderiam infectar os hospedeiros ao
longo de todo o ano, o que explicaria, nas nossas amostras, a presenca de apenas as formas
mais recentes de infec¢do (trofozoitos), que sdo mais dificilmente detectiveis. Nos
esfregacos de lamina das amostras de Portugal, foram encontradas todas as formas

evolutivas na maioria das amostras.
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Efeito da infeccdo por hemoparasitos nos parametros hematologicos de saiide das

aves

O indice de massa corporal ndo foi um bom indicador para avaliar a relacdo entre
parasitemia por Plasmodium e condi¢dao de saide das aves, conforme ja relatado por outros
autores em relacdo a infestacdo por ectoparasitos (Storni et al., 2005). Aves com baixo IMC
ndo apresentaram maior propensdo a serem infectados por hemoparasitos. Schultz et al.
(2010) também ndo encontraram nenhuma relacdo entre parasitemia de hemoparasitos e
diminui¢io nos indices de massa corporal em Ploceus capensis na Africa do Sul. O mesmo
foi observado para as medidas de glicose no sangue. Estes dois fatores podem estar mais
relacionados com a disponibilidade de alimento ao longo do ano e ao periodo reprodutivo
(Scharader et al., 2003) ou a lesdes hepaticas e septicemia, do que a infec¢do cronica por
agentes maldricos (Atkinson & van Riper III, 1991). Hatchwell et al. (2000), entretanto,
constataram uma diminui¢do do IMC com o aumento da parasitemia por outro grupo de
hemoparasita (Leucocytozoon), em 82 individuos de Turdus merula.

Os parametros hematoldgicos de satde das aves foram alterados pela infeccdao por
hemoparasitos. A concentragdo de hemoglobina foi menor em aves infectadas por malaria
quando comparadas as aves ndo-infectadas, indicando que o parasito causa danos as
hemadcias do hospedeiro infectado. Com a diminui¢do de hemoglobina, o agente maldrico
diminui também a capacidade do sangue de carrear oxigénio, levando a uma possivel
diminui¢do do “fitness” reprodutivo das aves (Norte et al., 2008). Outros autores mostram a
importancia da hemoglobina no periodo reprodutivo, quando h4 aumento da energia gasta no
esforco reprodutivo durante a incubacio de ovos e cuidado com a prole (Sanz et al., 2004;
Owen & Moore 2006, Lobato ef al., 2011). Esta mesma tendéncia nao foi observada nos

valores de hematdcrito (HCT). Este resultado pode estar relacionado a uma liberacao rapida
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de células vermelhas imaturas na circulacdo, em resposta a diminui¢do da capacidade de
transporte de oxigénio, porém com o teor de hemoglobina baixo (Campbell, 1994). Sugere-
se, portanto, que o indice Hb possa ser um indicador mais sensivel dos efeitos negativos da
infec¢do por haemosporideos.

Outro estudo constatou uma pior condicao corporal e menor taxa de hemoglobina em
aves infectadas por Plasmodium, e maior indice H/L (estresse) naquela infectadas por
Haemoproteus (Norte et al., 2009). A porcentagem de H/L, no entanto, foi mais alta no
Brasil, indicando um possivel estresse justamente onde a prevaléncia e intensidade de
infeccdo eram menores em relacio a Portugal. Apesar deste fato ser contraditério, fatores de
estresse fisioldgicos, hormonais ou ambientais podem reativar um estado cronico de
parasitemia (Atkinson & Van Ripper, 1991). Além desse indice (H/L), no Brasil outros
indices também mostraram uma provavel condicdo de estresse das aves coletadas em
ambiente tropical, evidenciado nas maiores taxas de glicose e menores porcentagens de

HCT.

Relagao entre a prevaléncia de hemoparasitos, os pardmetros hematolégicos de

satide das aves e as fases do ciclo de vida

Estudos em aves silvestres livres tornam a identificacdo dos fatores especificos que
conduzem as mudangas temporais e espaciais em parasitemia uma tarefa dificil. Estes
padrdes sdo dificeis de serem detectados devido a sub-amostragem de aves com infeccao
aguda, que sdo aquelas que poderiam mostrar um efeito da infec¢do na depressdo das
condig¢des corporais e fisioldgicas (Valkitinas, 2005).

No Brasil ndo foi encontrada diferenca na prevaléncia de hemoparasitos entre os

periodos reprodutivo e ndo-reprodutivo, provavelmente porque o clima estdvel nos tropicos
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promove a persisténcia de parasitos e seus vetores ao longo do ano, fazendo com que ndo
haja diferenca entre os periodos do ciclo de vida. Além disso, foi visto que o sistema imune
das aves em ambiente tropical é similar ao longo do ano, e provavelmente mais forte que o
sistema imune de aves temperadas, apenas no inicio da periodo reprodutivo (Martin et al.,
2007).

Apesar de apenas marginalmente significativo, houve uma tendéncia clara de uma
maior prevaléncia no periodo reprodutivo no Brasil para T. leucomelas. Diversos autores
demonstram que no periodo reprodutivo a prevaléncia aumenta, devido a uma competi¢ao
do sistema imune com o gasto energético durante a reproducido (Atkison et al., 1988;
Hatchwell et al., 2000; Gravin et al., 2003; Cubas, 2007). O periodo reprodutivo (durante a
primavera e verdo) também coincide com a maior atividade dos mosquitos. Marzal et al.
(2005), demonstraram experimentalmente que, administrando o medicamento anti-maldrico
em aves durante o periodo reprodutivo, hd um aumento no sucesso de eclosao dos ovos e no
sucesso dos ninhegos em sair do ninho, comparados com o controle.

Nosso estudo, porém revelou que em ambiente temperado a prevaléncia foi maior no
periodo ndo-reprodutivo para 7. merula. Este resultado pode estar sendo mascarado pelo
pouco refinamento na divisdo da sazonalidade climatica em ambientes tropicais, uma vez
que nestes locais as diferencas sazonais sdo mais nitidas. Martin et al. (2007), por exemplo,
observaram uma variagdo sazonal na prevaléncia de hemoparasitos em aproximadamente 50
pardais coletados em cada ambiente tropical (Panamd) e temperado (EUA). Neste estudo
eles puderam concluir que apenas durante o inicio da periodo reprodutivo, a prevaléncia de
hemoparasitos foi maior em ambiente temperado.

Ricklefs & Sheldon (2007), porém também nao encontram diferencas no padrdao de
prevaléncia de hemosporideos entre periodo reprodutivo e nao-reprodutivo em Turdus spp.

estudados tanto em ambientes temperados quanto tropicais.
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Consideracoes Finais

Para predizer o curso de uma epidemia, € importante entender totalmente a dindmica
de transmissdo da doenca. Para isso € imprescindivel entender os vdrios componentes
bioldgicos das populacdes de mosquitos que afetam a razdo de transmissdo de doencas
transmitida por vetores. Dentre estes fatores que compdem o modelo de transmissdo de
doencas, a capacidade vetorial € um dos principais componentes. Esta, por sua vez, é
dependente da densidade populacional do vetor em relacio ao hospedeiro (razdo de
reproducdo, nascimento e mortalidade), probabilidade do vetor sobreviver um dia e se
alimentar de um hospedeiro (indice de hospedeiro preferencial x frequéncia de alimentacao),
duracdo do periodo de incubacdo (sendo que a distribui¢ao ao longo do ano dos estdgios de
desenvolvimento € dependente da temperatura ambiente) (Marquardt et al., 2004).

Os resultados das andlises dos parametros de prevaléncia e saide das aves ndo nos
permite inferir sobre o que vai acontecer caso haja aumento da temperatura nos ambientes
com clima temperado. Ao avaliarmos os resultados de estudos similares podemos encontrar
algumas pistas que fortalecem as nossas idéias iniciais. Uma delas, e talvez a mais
importante, diz respeito a ecologia dos vetores. Provavelmente, em regides tropicais, a
sazonalidade dos periodos de seca e chuva pode ser mais importante para os vetores que as
temperaturas. Em clima temperado, algumas espécies podem adiar o desenvolvimento do
ciclo reprodutivo em fungdo da temperatura, por exemplo, a mudanga de estagio de ovo para
larval pode durar dois dias em temperatura entre 22-24 °C e até 12 dias em temperaturas
entre 10-12 °C, ou mesmo diapausar por todo o inverno. Isso tem reflexo nas taxas de
parasitemia, que diminuem no inverno € hd um pequeno aumento no inicio da primavera, em
resposta a progressao do ciclo reprodutivo das aves. Este processo assegura que os parasitos

estardo em sua forma acessivel no sangue periférico das aves, em sincronia com o
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aparecimento dos vetores na primavera e quando os ninhegos estdo mais susceptiveis a
infeccao (Kettle, 1995).

Em clima tropical, entretanto, com sazonalidade de temperatura menos distinta (ou
nitida), as espécies podem prolongar o periodo reprodutivo ao longo de todo o ano,
refletindo em pouca variagdo do tamanho populacional dos adultos (Kettle, 1995).

Assim, com os aumentos globais de temperatura, pode ser que haja uma extensdo da
“janela” de oportunidade dos vetores se desenvolverem no inverno temperado e
possivelmente acarretar futuros aumentos nas taxas de infec¢do das aves nestes locais.

Em um artigo de revisao, Jones et al. (2007) enfatizam que doengas transmitidas por
vetores sdo responsaveis por 22,8% dos eventos de doengas infecciosas emergentes e que
este valores t€ém aumentado para 28,8% na ultima década. Este aumento corresponde a
anomalias climéticas ocorrendo desde 1990, sustentando a hipéteses de que mudangas no
clima podem conduzir ao surgimento de doencgas que t€ém vetores dependentes de alteracdes
nas condi¢cdes ambientais, tais como precipitacio e temperatura. No entanto, esta
controversa questdo exige novas andlises para testar relacdes causais entre a emergéncia de
doencas infecciosas e eventos de mudanga globais. Neste mesmo artigo foi visto que a
riqueza de espécies hospedeiras é um preditor mais significativo para o surgimento de
doencas zoondticas de origem da vida silvestre que fatores como a densidade populacional,
latitude ou pluviosidade (como observado para emergéncia de doencas ndo relacionada a
vida silvestre). O padrdo de eventos de doencgas transmitidas por vetores ndo se
correlacionou com nenhuma das varidveis ambientais examinadas neste estudo, embora
tenha sido notado que a varidvel climética utilizada nesta andlise (chuva) ndo representou
fenomenos de mudancas climéticas.

Estas associacdes devem ser interpretadas com cautela, uma vez que as doencas

podem ser causa ou consequéncia de mas condi¢des corporais.
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Doencas infecciosas emergentes sdo predominantemente zoonoses (60,3%) e a
maioria delas (71,8%) origindrias de animais silvestres, as quais vém crescendo
significativamente ao longo do tempo, impulsionadas principalmente por fatores soécio-
econOmicos e ambientais (Jones et al., 2007). Service (1991) propde como medida extrema
de zooprofilaxia de doencas humanas veiculadas por vetores o aumento de espécies
hospedeiras alternativas, proximas a ambientes urbanos. Por enquanto, a preservacdo de
fragmentos grandes de dreas continuas de vegetacdo, que podem suportar uma maior
diversidade de espécies, interagdes e processos ecoldgicos, parece ser a Unica estratégia
plausivel.

Finalmente, nossa andlise sugere que a redu¢do do impacto ambiental das atividades
antropicas e os esfor¢os para conservar e proteger dreas ricas em diversidade da vida
silvestre podem ser ainda mais valorizados, uma vez que a manutencdo da biodiversidade

pode estar correlacionada a reducao do risco de futuras doengas zoondticas.
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CONCLUSOES E PESPECTIVAS FUTURAS

Capitulo 1: Em estudos de comunidades, as interacOes entre parasitos e seus
hospedeiros podem ser definidas por uma rede de parametros, muitas vezes antagbnicos.
Determinar o padrao geral ecolégico dessas interagdes pode ajudar a compreender e prever a
propagacdo de parasitos e doencas em geral (Graham et al., 2009).

Todas estas varidveis avaliadas no primeiro capitulo desta tese (peso, estrato de
forrageamento, nivel de agregagdo social, tipo de ninho, dieta, hdbitat) estdo associados com
a exposi¢do dos hospedeiros aos vetores e, portanto, puderam explicar, em certa medida, a
variacdo na prevaléncia de parasitos no sangue em comunidades de aves do Cerrado de
Minas Gerais e Tocantins.

Podemos concluir que aspectos da histdria natural e fatores ecoldgicos do hospedeiro
podem ser responsdveis por sua exposicao diferencial aos vetores e que esses parametros
podem, portanto, serem capazes de indicar variagdo interespecifica na prevaléncia de
parasitos do sangue nas comunidades de aves.

A influéncia da riqueza e composi¢cdo da comunidade de espécies de aves na
prevaléncia de infeccdo de hemoparasitos pode ser um ponto de partida na compreensao da
complexa relacdo entre vetor-hospedeiro-parasito em aves silvestres.

Capitulo 2: Utilizando as espécies de Turdus spp. e Passer domesticus como modelo
de estudo, podemos constatar que a prevaléncia de maldria € maior em ambientes
temperados que tropicais e que tais fatores foram responsaveis por alteragdes nos parametros
hematoldgicos destas aves.

Este estudo demonstrou também que a maldria avidria pode comprometer o estado de

saude das aves e que em ambiente temperado esse efeito € maior.
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Assim, como conclusdo final, sugere-se que ha uma necessidade de implementacao
deste tipo de diagndstico, como medida preventiva e de conservagdo de aves em outros

ecossistemas tropicais e temperados.
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