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RESUMO

Muitas pesquisas em diferentes regides do mundo vém demonstrando a prevaléncia e a
ocorréncia de hemoparasitos aviarios em diversos hospedeiros vertebrados. No entanto,
pouco € conhecido sobre a ocorréncia de hemoparasitos como Plasmodium spp. e
Haemoproteus spp. na regido amazoénica brasileira. A regido do Médio Solimdes, no
Estado do Amazonas, € uma &rea de reproducédo e nidificacdo de algumas espécies de
aves aquaticas migratorias, como Rynchops niger, Sternula superciliaris e Phaetusa
simplex, que formam coldnias reprodutivas mistas e com altas densidades. Essas aves
migratorias uma vez parasitadas por hemoparasitos podem representar uma fonte
potencial de infeccdo para demais aves suscetiveis, em diferentes regides do Brasil e das
Ameéricas, devido a grande abrangéncia das rotas de migracdo desses animais. Nessa
direcdo, o objetivo deste trabalho foi determinar a ocorréncia e a diversidade de espécies
e/ou linhagens de Plasmodium e Haemoproteus em R. niger e P. simplex na Reserva de
Desenvolvimento Sustentavel Mamiraud, Médio Solimdes, Amazonas, Brasil a partir da
observacao microscopica de esfregacos sanguineos e amplificacdo e sequenciamento do
gene mitocondrial citocromo b. Um total de 173 aves foram capturadas. A partir da
analise dos esfregacos sanguineos foi observada uma ocorréncia de 17,34% de aves
infectadas por Plasmodium/Haemoproteus. Na analise molecular 6,36% das aves foram
positivas. A associacdo de microscopia com PCR identificou 30 amostras positivas
(17,34%). Foram obtidas seis sequéncias sendo identificadas trés linhagens distintas,
duas de Plasmodium e uma de Haemoproteus. A linhagem de Haemoproteus sp.,
encontrada em quatro individuos adultos da espécie R. niger em Mamiraua, possui
sequéncia 100% compativel com Haemoproteus macrovacuolatus descrito em um
anseriforme na Colémbia. Considerando-se que doencas parasitarias, como a malaria
aviaria podem ser responsaveis por um numero consideravel de extingbes de espécies
silvestres, a avaliacdo desses parametros torna-se uma importante ferramenta para o
diagnostico de saude ambiental e para a elaboracdo de programas de manejo de recursos
naturais e de conservacdo da biodiversidade em areas tropicais.

Palavras-chave: Malaria aviaria. Plasmodium spp. Haemoproteus spp. Amaz6nia
brasileira. Charadriiformes. Aves migratorias.



ABSTRACT

Many studies conducted worldwide have demonstrated both prevalence and occurrence
of avian hemoparasites in several vertebrate hosts. However, little is known about the
occurrence of hemoparasites such as Plasmodium spp. and Haemoproteus spp. in the
Brazilian Amazon. The region of the Medium Solimdes river, in the Amazonas state, is
an area of reproduction and nesting of a variety of species of migratory aquatic birds
such as Rynchops niger, Sternula superciliaris and Phaetusa simplex, which form
reproductive mixed colonies with high population densities. These migratory birds
parasitized by hemoparasites may represent a potential source of infection to other
susceptible birds of the different regions of Brazil and America due to the large range of
the migration routes of these animals. This study aimed to determine the prevalence and
diversity of species and/or lineages of Plasmodium and Haemoproteus in the R. niger
and P. simplex species in the Reserve of Sustainable Development Mamiraua, Medio
Solimdes, Amazon, Brazil based on the microscopic observation of blood smears and
sequencing of the cytochrome b mitochondrial gene. A total of 173 birds were captured.
From the blood smears analysis was observed an occurence of 17,34% of infected
birds by Plasmodium/Haemoproteus. In the molecular analysis 6,36% of birds were
positives. The combination of microscopy with PCR identified 30 positive samples
(17,34%). Six sequences were obtained being three different lineages identified, two of
Plasmodium and one of Haemoproteus. The Haemproteus lineage described and
detected in four adults of species R. niger in Mamiraua has 100% sequence compatible
with Haemoproteus macrovacuolatus described in a anseriforme in Colombia.
Considering that parasites diseases, such as the avian malaria, could be responsible for
a significant number of extinctions of wild species, so the evaluation of these
parameters becomes an important tool in the diagnosis of environmental health and for
the development of programs for the management of natural resources and biodiversity
conservation in tropical areas.

Keywords: Avian malaria. Plasmodium spp. Haemoproteus spp. Brazilian Amazon.
Charadriiformes. Migratory birds.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doencas infecciosas e saude ambiental

Ha décadas as acbes antrOpicas, como poluicdo, desmatamento e sobre-
exploragdo de recursos naturais, tém causado mudangas ambientais e climéticas. Essas
alteracOes globais estdo sendo apontadas como as maiores ameacgas a conservacdo da
biodiversidade, pois exercem influéncia negativa no balanco ecold6gico ao afetar
diretamente as interacdes bioldgicas entre hospedeiros vertebrados, vetores e parasitos,
possibilitando a transmissdo e disseminacdo de doencas (McCALLUM & DOBSON
1995; PATZ, 2002; CUNNINGHAM et al., 2003).

A saude ambiental tem sido discutida com base em conceitos da Medicina da
Conservacao, termo introduzido por Kock (1996) para descrever a saude em um
contexto ecoldgico. Esse tipo de abordagem procura conectar a salde animal a saude
humana e de ecossistemas, relacionando-as as mudancas ambientais que se caracterizam
pelas influéncias de agdes antropicas. Contudo, mesmo antes da denominacgao proposta
por Kock, esse tipo de abordagem ja caracterizava a linha de pesquisa de diversos
trabalhos e ainda é ponto de discussdo em trabalhos mais recentes que avaliam o
impacto das doengas infecciosas em populacfes de animais silvestres, de vida livre ou
cativeiro, buscando um melhor entendimento sobre as interagdes parasito-hospedeiro e
suas consequéncias em nivel de ecossistemas (GRENFELL & DOBSON, 1995;
ANDERSON & MAY, 1978; VAN RIPER Il et al., 1986; VAN RENSBURG et al.,
1987; SCOTT, 1988; HOCHACHKA & DHONDT, 2000; HUDSON et al., 2002). As
discussbes levantadas questionam o quanto e como as doencas infecciosas podem
interferir nas dindmicas populacionais de seus hospedeiros, gerando impactos na
sobrevivéncia, reproducdo e mobilidade dos animais (PULLIN & KNIGHT, 2001).

Sabe-se que as infecgbes sdo definidas pela presenca de microparasitos
(protozoarios, bactérias, virus) e de macroparasitos (helmintos). No entanto, somente a
presenca de um agente infeccioso ndo determina um estado de doenga. As condigcOes
que determinardo diferentes desfechos em uma infeccdo (cura, doenca aguda e morte,
infeccdo cronica, doenca subclinica ou assintomatica) possuem influéncias

multifatoriais muito complexas relacionadas ao hospedeiro (imunidade individual e da
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populacdo, exposicdo ao parasito, estresse, sexo, genética, densidade populacional), ao
parasito (cepa, viruléncia), ao ambiente onde ocorre essa interacdo e todos esses fatores
em relacdo ao tempo (STALLONES, 1972; YORKE et al., 1979; OMS, 1998; HIRSH
& ZEE, 2003).

Uma infeccdo pode determinar uma doenca clinica, que afeta diretamente a
sobrevivéncia do hospedeiro, como por exemplo, mamiferos infectados pelo virus
rabico (Lyssavirus), que apresentam doenca grave do sistema nervoso central, sendo
geralmente fatal, atingindo uma taxa de letalidade préxima de 100% em alguns
hospedeiros (HISRSH & ZEE, 2003). No entanto, alguns parasitos podem infectar seus
hospedeiros sem lhes causar um dano direto, imediato ou aparente. Algumas infeccbes
apresentam-se de forma subclinica, com sinais praticamente ou totalmente
imperceptiveis em uma observacdo in situ. Algumas dessas infeccfes silenciosas podem
comprometer, em longo prazo, o sucesso reprodutivo e de sobrevivéncia das espécies
hospedeiras, interferindo na estabilidade estrutural de populagdes ou metapopulactes
acometidas (ANDERSON & MAY, 1978; VAN RENSBURG et al., 1987; SCOTT,
1988; SANTA CRUZ et al., 2000a). Por isso, doencas infecciosas em populacbes
silvestres sdo apontadas como responsaveis por perdas importantes da biodiversidade
em diferentes regides, levando a extin¢des locais e globais (HUGHES, 1991;
CUNNINGHAM & DASZAK, 1998; DASZAK & CUNNINGHAM, 1999;
GILLESPIE & CHAPMAN, 2004). Essa perda de biodiversidade causada por doencas
infecciosas pode levar a grandes impactos em ecossistemas (KEESING et. al, 2010).

A partir da hipdtese de que doencas infecciosas podem ser responsaveis por um
namero consideravel de extingdes de espécies silvestres (McCALLUM & DOBSON,
1995) e pela manutencdo de distarbios fisioldgicos subclinicos recorrentes nessas
populacdes, principalmente nas regides tropicais e subtropicais, a avaliacdo da
ocorréncia de infecgdes torna-se uma importante ferramenta para o diagnéstico de satde
ambiental e para a elaboracdo de programas de manejo de recursos naturais e de
conservacdo da biodiversidade (SCOTT 1988; MELTZER, 1993; OSOVSKY et al.,
2000; NEVES, 2010). Nesse contexto, torna-se de grande importancia o estudo sobre os
parasitos sanguineos de aves domésticas e silvestres, por serem considerados excelentes
modelos tedricos e empiricos de estudos sobre a interacdo parasito-hospedeiro, por
apresentarem ampla distribuicdo e por exercerem grande impacto no fitness dos

hospedeiros, alterando as dindmicas populacionais ao longo do tempo (BENNETT et
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al.,1982a; HAMILTON & ZUK, 1982; LOYE & ZUK, 1991: CLAYTON & MOORE,
1997).

1.2. Hemoparasitos de aves

Entre os parasitos sanguineos de aves estdo descritos alguns filarideos,
nematodeos que parasitam tecidos e cavidade peritoneal de seus hospedeiros, liberando
suas larvas, as microfilarias, na circulacdo periférica; protozoarios flagelados
(Trypanosoma spp.); e hemosporideos intracelulares do filo Apicomplexa
(GARNHAM, 1966; VALKIONAS, 2005).

Entre os hemoparasitos frequentemente encontrados em aves silvestres, de vida
livre e de cativeiro, estdo os hemosporideos. Esses parasitos compdem a subordem
Haemosporina, sendo mais prevalentes os géneros Haemoproteus, Plasmodium e
Leucocytozoon (JULIAN & GALT, 1980; DANILEWSKY, 1885; HOPINKS et al.,
1990; VALKIUNAS, 2005), encontrados em diferentes hospedeiros que, além das aves,
incluem répteis e mamiferos. Os protozoarios do filo Apicomplexa caracterizam-se pela
presenca de um complexo apical formado por diversas organelas relacionadas a adeséo
e invasdo as ceélulas hospedeiras: micronemas, roptrias, anéis polares, conoide e
microtUbulos subpeliculares (PERKINS, 1990).

Entre esses trés géneros de hemosporideos, destacam-se Plasmodium e
Haemoproteus, por incluirem espécies de importancia global devido as suas
distribuicbes cosmopolitas e aos altos indices de morbidade e de mortalidade
expressados em populacdes de aves silvestres (ATKINSON et al., 1995; FRIEND &
FRANSON, 1999; ATKINSON et al., 2000; WALDENSTROM et al., 2002). As
espécies de Haemoproteus e de Plasmodium sdo geograficamente mais distribuidas,
com registros em diferentes lugares do mundo, com exce¢cdo da Antértica, onde as
baixas temperaturas limitam a presenca dos vetores (FRIEND & FRANSON, 1999). No
entanto, as constantes mudancas climaticas tém possibilitado o aumento da area de
ocorréncia desses parasitos e de seus vetores mesmo em regifes com temperaturas
negativas. De fato, a ocorréncia de transmissdo de Plasmodium spp. entre espécies de
aves residentes e migratorias em duas regides do Alaska ja foi evidenciada. Nesse
estudo, foram feitas predi¢Oes que estimam a expansdo da zona de risco para o limite
norte do Circulo Polar Artico até o ano de 2080 (LOISEAU et al., 2012).
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Dados sobre infecgdes por espécies de Leucocytozoon (BERESTNEFF, 1904)
sd80 esparsos e esse género de hemosporideos € pouco reportado nas regides
neotropicais, quando comparado aos géneros Haemoproteus e Plasmodium
(VALKIUNAS, 2005). Um dos poucos estudos sobre a ocorréncia em regido
neotropical foi realizado na regido andina da Coldémbia, no Parque Natural Chingaza
(LOTTA et al., 3013). No Brasil, ndo existem dados publicados sobre a transmissao
desse hemoparasito.

A deposicdo de hemozoina ou pigmento malarico (produto da degradacdo da
hemoglobina pelo parasito) em érgdos como bago e figado, e a anemia sdo duas
caracteristicas envolvidas na patologia da infeccdo por Plasmodium spp. e
Haemoproteus spp., 0 que classifica as espécies de ambos 0s géneros como agentes
etiolégicos da maléria aviaria (SCHRENZEL et al., 2003; VALKIUNAS, 2005).

Segundo Valkiiinas (2005), o termo malaria deveria ser utilizado somente para a
doenca causada por espécies de Plasmodium, por serem 0s Unicos parasitos a realizar
reproducdo assexuada (esquizogonia) dentro de eritrécitos na circulacdo periférica,
caracteristica perdida durante a evolucdo dos demais hemosporideos (PERKINS &
SCHALL, 2002; MARTINSEN et al., 2008). Atualmente, pesquisadores tém discutido
criticamente a definicdo baseada em caracteristicas morfoldgicas, bioldgicas e
evolutivas na classificacdo dos hemosporideos aviarios. Novas informacdes sobre as
sequéncias genéticas desses parasitos contrapdem-se a sistematica classica e as relacdes
entre 0s géneros reconhecidos atualmente. Analises filogenéticas baseadas no DNA
mitocondrial e nuclear demonstraram que as caracteristicas morfoldgicas e a historia de
vida ndo indicam necessariamente parentesco entre 0s parasitos hemosporideos
(PERKINS & SCHALL, 2002; RICKLEFS et al., 2004; BENSCH et al., 2004; PEREZ-
TRIS et al., 2005). No entanto, recentemente Martissen et al. (2008) propuseram que 0
clado monofilético que inclui Hepatocystis, Plasmodium e Haemoproteus fosse incluido
na categoria de parasitos da malaria aviaria.

Por existirem divergéncias conceituais, ndo ha uma definicdo consolidada sobre
quais parasitos podem ser considerados, realmente, causadores da doenga, e cada autor
aborda o assunto de maneira diferente. Nesse trabalho, tanto Plasmodium spp. quanto

Haemoproteus spp. sera considerado agente causador da malaria aviéria.
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1.2.1. Plasmodium spp. (Marchiafava & Celli, 1885)

O género Plasmodium pertencente a familia Plasmodiidae do filo Apicomplexa,
sendo 0 mais estudado entre o0s parasitos sanguineos de aves. As espécies de
Plasmodium descritas sdo agrupadas em 15 subgéneros, distribuidos em sete subgéneros
que ocorrem em répteis (TELFORD, 1988); trés subgéneros que ocorrem em mamiferos
(GARNHAM, 1966); ¢ cinco subgéneros em aves (VALKIUNAS, 1997). Os
plasmddios aviarios possuem uma ampla distribuicdo mundial e estdo associados a
presenca de vetores dipteros da familia Culicidae (VAN RIPER Il et al., 1994;
VALKIUNAS, 2005).

Nos vetores suscetiveis, a infeccdo ocorre apds o repasto nas aves hospedeiras e
a ingestdo de eritrocitos contendo gametdcitos. Os gametdcitos masculinos sofrem
exflagelagdo e fusionam-se aos gametas femininos, no intestino medio do inseto,
formando oocistos entre o epitélio e a ldmina basal. H& multiplicacdo por esporogonia e
formacdo de esporozoitos que, ap6s o rompimento do oocisto maduro, caem na
hemocele. Os esporozoitos que penetram nas glandulas salivares dao continuidade ao
ciclo a partir de um novo repasto em um hospedeiro vertebrado suscetivel
(VALKIUNAS, 2005).

A ave é infectada apds a picada do mosquito, momento em que ocorre a
inoculacdo de esporozoitos que penetram nas células do hospedeiro vertebrado. Nas
aves, o ciclo dos plasmodios pode ser dividido em merogonia exo-eritrocitica,
merogonia eritrocitica e gametogonia. A merogonia exo-eritrocitica é dividida em
merogonia primaria (pré-eritrocitica) e secundaria (pos-eritrocitica). A merogonia exo-
eritrocitica secundaria inclui varias geracdes de merontes, chamados de fanerozoitos
(VALKIUNAS, 2005).

Os esporozoitos injetados pelo mosquito vetor formam a primeira geracdo de
esquizontes exo-eritrociticos (criptozoitos), que se multiplicam por esquizogonia nas
células do Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM) da camada endotelial dos capilares
cerebrais, hepaticos, esplénicos, renais e demais tecidos. Os criptozoitos induzem a
segunda geracdo de esquizontes exo-eritrociticos primarios (metacriptozoitos) nas
ceélulas do SFM dos tecidos. Os metacriptozoitos sdo semelhantes aos criptozoitos, mas
geralmente possuem um nilimero maior de merozoitos (VALKIUNAS, 2005).

Alguns merozoitos sdo liberados dos metacriptozoitos e invadem os eritrécitos

da circulacdo periférica transformando-se em trofozoitos, que se diferenciam em
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gametocitos. Outra parcela desses merozoitos inicia a geracdo seguinte de
metacriptozoitos nos tecidos, com a formagao de fanerozoitos, constituindo a merogonia
exo-eritrocitica secundaria. A maturacdo da primeira geracdo de fanerozoitos
geralmente coincide com o pico de parasitemia e a parasitemia € mantida na fase
cronica da infeccdo através da manutencdo dos fanerozoitos nos tecidos e dos
merozoitos nos esquizontes eritrociticos. Os esquizontes eritrociticos contém pigmentos
granulares de coloracdo dourada, marrom ou preta, que se agrupam nos esquizontes
maduros. Esse pigmento € um produto insoltvel resultante do processo de degradacao
da hemoglobina pelo Plasmodium, conhecido como hemozoina (figura 1)
(VALKIUNAS, 2005). Hepatomegalia e esplenomegalia devido a deposicdo de
hemozoina acumulada em macrofagos nesses 6rgdos e anemia sdo duas caracteristicas
envolvidas na patologia das infec¢Bes causadas por Plasmodium spp. No entanto, o
desfecho da infeccdo pode ser varidvel de acordo com a suscetibilidade do hospedeiro, a
presenca de infeccBes concomitantes, deficiéncias imunoldgicas ou estresse
(ATKINSON et al., 1995). Além disso, sabe-se que cepas distintas da mesma espécie
do parasito determinardo diferentes graus de viruléncia. A infeccdo por Plasmodium
juxtanucleare em galinhas, por exemplo, ja foi caracterizada por diferentes autores
como uma doenca branda, subclinica e com baixas parasitemias (KRETTLI, 1972;
SILVEIRA et al., 2009b). No entanto, essa mesma espécie de Plasmodium foi
responsavel por surtos de alta mortalidade e doenca grave em pinguins (Spheniscus
demersus) em um cativeiro na Africa do Sul (GRIM et al., 2003) e em faisdes
(Crossoptilon comprises) em um zooldgico japonés (MURATA et al., 2008). Essa
variacdo na patogenicidade tem sido alvo de estudos que avaliam experimentalmente as
relacBes entre parasito e hospedeiro. Contudo, a dificuldade de obtencdo e manutencao
de aves doadoras e de aves receptoras suscetiveis restringe a execucdo desse tipo de
estudo a plasmadios de aves domeésticas, como P. gallinaceum, P. durae, P. lophurae,
P. hermani e P. juxtanucleari (AL DABAGH, 1961; BENNETT et al., 1966;
GARNHAM, 1966; KRETTLI, 1972; PERMIM & JUHL, 2002; WILLIAMS, 2005;
SILVEIRA et al., 2009a,b; MACCHI et al., 2011). Os estudos que abordam a malaria
aviaria em populagdes silvestres, principalmente em animais de vida livre, ndo elucidam
claramente a patogenia das infeccdes por Plasmodium spp. Isso porque geralmente as
aves naturalmente infectadas encontram-se na fase crénica da infeccdo, em que a

parasitemia é baixa e o quadro patoldgico raramente é grave (VALKIUNAS, 2005).
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Com isso, a patogenia da maléria aviaria nas populacGes silvestres, principalmente na

fase aguda da infec¢do, ainda é pouco conhecida.

Figura 1. Representacdo genérica do ciclo de espécies de Plasmodium de aves (P. relictum como
exemplo): acima no vetor e abaixo na ave; I, Il — merogonia exo-eritrocitica; 11l — merogonia
eritrocitica; IV — merogonia exo-eritrocitica secundaria; 1 — esporozoito em célula reticuloendotelial; 2,
3 — criptozoitos; 4 — merozoito em macrofago; 5, 6 — metacriptozoitos; 7 — merozoitos em eritrocitos; 8
— gametdcitos; 9 — merozoito em eritrdcito; 10, 11 — merontes em eritrécitos; 12 — merozoitos em célula
reticuloendotelial de capilares; 13, 14 — fanerozoitos; 15 — merozoitos em eritrocitos; 16 — gametdcitos;
17 — macrogameta; 18 — exflagelacdo de microgametas; 19 — fecundacdo de macrogameta; 20 —
oocineto penetrando na membrana peritrofica; 21 — oocisto jovem; 22, 23 — esporogonia; 24 —
esporozoitos nas glandulas salivares do vetor. (VALKIUNAS, 2005).
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1.2.2. Haemoproteus spp. (Kruse, 1890)

Os parasitos do género Haemoproteus pertencem a familia Haemoproteidae. As
caracteristicas dessa familia compreendem o desenvolvimento de gametdcitos em
eritrocitos. A reproducdo sexuada ocorre em insetos hematdfagos das familias
Ceratopogonidae e Hippoboscidae (VALKIUNAS, 2005). O ciclo no inseto vetor é
semelhante ao descrito para Plasmodium spp. Os esporozoitos resultantes da reproducéo
sexuada e da esporogonia nos hospedeiros invertebrados sdo as formas infectantes para
as aves.

Apobs o repasto, 0s esporozoitos contidos na glandula salivar do inseto vetor
entram em contato com a circulacdo do hospedeiro vertebrado, multiplicam-se por
merogonia e formam merontes (ou esquizontes) exo-eritrociticos repletos de
merozoitos. Os merontes sdo, geralmente, encontrados nos tecidos pulmonares,
esplénicos, hepaticos, renais (ATKINSON et al., 1986; VALKIUNAS, 2005). Em
algumas espécies de Haemoproteus ocorre uma esquizogonia secundaria, com o0
desenvolvimento de megalomerontes nas ceélulas endoteliais de capilares e nos
miofibroblastos das musculaturas esquelética e cardiaca. Os megalomerontes das células
musculares sdo relativamente maiores do que os esquizontes das células hepaticas. Os
merozoitos, apds a segunda geracdo de esquizogonia exo-eritrocitica, rompem o0s
megalomerontes e invadem os eritrocitos, onde se diferenciam em gametocitos.
Geralmente ocorrem pelo menos duas geragcdes de esquizontes teciduais antes do
aparecimento de gametdcitos nos eritrocitos da circulagéo periférica. (VALKIUNAS,
2005). No ciclo eritrocitico sdo visualizadas apenas gametocitos, com producdo de
pigmentos de hemozoina (VALKIUNAS, 1997; ATKINSON & VAN RIPER II1, 1991)
(figura 2).
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Figura 2. Representacdo genérica do ciclo de espécies de Haemoproteus de aves (H. mansoni como
exemplo): acima no vetor, abaixo na ave: 1 — esporozoito em célula endotelial; 2, 3 — merontes exo-
eritrociticos de primeira geragdo, com merozoitos alongados; 4 — merozoitos em célula endotelial; 5, 6 —
megalomerontes em crescimento e maduros em musculatura esquelética, respectivamente; 7 — merozoitos
em eritrdcitos; 8 — gametdcitos maduros; 9 — merozoitos em célula reticuloendotelial no bago; 10, 11 -
merontes em crescimento e maduros no baco, respectivamente; 12 — merozoitos em eritrocitos; 13 —
gametdcitos maduros; 14 — macrogameta; 15 — exflagelagdo de microgametas; 16 — fecundacdo de
macrogameta; 17 — oocineto penetrando na membrana peritréfica; 18 — oocisto jovem; 19, 20 -
esporogonia; 21 — esporozoito nas glandulas salivares do vetor. (VALKIUNAS, 2005).

Alguns autores consideram as espécies de Haemoproteus mais especificas em
relagcdo a seus hospedeiros vertebrados (BENNETT & CAMPBELL 1972; PEIRCE &
ADLARD 2005; SAVAGE & GREINER 2004) quando comparadas as demais espécies

de hemosporideos, como os do género Plasmodium.

19



A gravidade e a presenca de sinais clinicos em animais com infeccGes por
Haemoproteus spp. frequentemente sdo associadas a altos niveis de parasitemia
(GARNHAM 1966; ATIKINSON & VAN RIPER IIl 1991). J& foi encontrada a
ocorréncia de surtos com doenca grave e morte de pombos (Columba livia) decorrentes
da infeccdo por Haemoproteus columbae (RESENDE et al., 2001; SOL et al., 2003).
No entanto, H. columbae geralmente é reportado como um hemoparasito comumente
encontrado em pombos, apresentando uma infec¢do de curso crénico e sem sinais
clinicos debilitantes ou fatais (AHMED & MOHAMMED, 1978a; VALKUNAS, 2005).
Assim como ocorre com o0s plasmodios aviarios, 0 conhecimento sobre a patogenia das

infeccdes por Haemoproteus ainda apresenta diversas lacunas (BRAGA et al., 2011).

1.3. Importancia das infec¢bes por Plasmodium spp. e Haemoproteus spp. na
conservacéo da biodiversidade

O Brasil abriga uma das maiores riquezas de aves do planeta (SICK, 1997), e os
registros mais recentes estimam a ocorréncia de mais de 1.800 espécies (CBRO, 2011).
Contudo, ha expectativa de uma diversidade maior, com alguns endemismos e,
eventualmente, espécies ainda ndo descritas. Os inventarios ornitologicos no Brasil
estdo sendo construidos e estdo longe de refletir a real diversidade de aves do pais, pois
ainda sabe-se muito pouco sobre a riqueza de espécies em alguns biomas, como
Cerrado, Amazonia e Pampa (SILVEIRA & OLMOQOS, 2007; PILLAR et al., 2009). Os
inventarios mais completos sdo do bioma Mata Atlantica (SICK, 1997; SILVEIRA &
OLMOS, 2007).

Assim como a riqueza ornitoldgica, a diversidade e a riqueza dos hemoparasitos
em aves desses biomas pouco explorados também ndo sdo muito conhecidas.
Considerando que a prevaléncia de hemoparasitos varia de acordo com a distribuigdo de
seus hospedeiros, investigar a ocorréncia desses parasitos nas aves silvestres em
diferentes biomas torna-se uma etapa importante dentro de programas de
monitoramento e conservacdo da biodiversidade (BRAGA et al., 2011). Pesquisas sobre
biologia e ecologia de aves silvestres, com o maior entendimento sobre a ocorréncia e
distribuicdo geografica de hemoparasitos e das interacbes parasito-hospedeiro também
sdo fundamentais. Além disso, tais estudos podem elucidar alguns eventos ecoldgicos,

uma vez que esses parasitos sao apontados como fator importante na extin¢éo local de
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algumas espécies (VAN RIPER Il et al., 1986; FALLON et al., 2005; FELDMAN et
al., 1995). A extincdo de espécies hospedeiras pode ser o resultado do efeito direto de
espoliacdo que os parasitos exercem e da influéncia indireta através de alteracfes nas
dindmicas populacionais de seus hospedeiros como, por exemplo, o aumento da
suscetibilidade a predacdo (ENDLER, 1986; FRANK, 1996; BELL, 1997; DAY, 2001;
MOLLER & NIELSEN, 2007).

O efeito do parasitismo na relacdo presa-predador foi demonstrado por Temple
(1986) em um estudo classico, em que foi utilizado um Unico falcdo-de-cauda-vermelha
(Buteo jamaicensis) como predador e um grupo de pequenos roedores como presas.
Nesse estudo Temple foi demonstrado que as presas possuiam uma taxa de parasitismo
significativamente maior do que os individuos ndo predados. Isso pode ocorrer porque
altos niveis de parasitismo reduzem consideravelmente o fitness e o reflexo de fuga do
hospedeiro, deixando-o mais suscetivel a predagdo (DIECKMANN, 2002; ARRIERO &
MOLLER, 2008). O parasitismo pode também influenciar negativamente nos eventos
de recolonizacdo periddica e de dispersdo, afetar a selecdo sexual, a coloracdo de
plumagem e a reproducdo (RICKLEFS, 1992; DEVICHE et al., 2001).

Diversas pesquisas em diferentes regibes do mundo tém demonstrado a
prevaléncia e a ocorréncia de hemoparasitos aviarios (GREINER et al., 1975;
BENNETT & SOUZA, 1980; YOUNG et al., 1993; MURATTA et al., 2002;
VALKIUNAS et al.,, 2004; LOBATO, 2007; FECCHIO, 2011), incluindo estudos
conduzidos por nosso grupo no Brasil (RIBEIRO et al., 2005; BELO et al., 2009;
BRAGA etal., 2011; BELO et al., 2011; MOTTA, 2011; LACORTE et al., 2013). Mas,
apesar da importancia de estudos de hemoparasitos em aves, pouco € conhecido sobre
sua ocorréncia em determinadas regides brasileiras como na regido amazonica do Médio
Solimdes (Rio Amazonas, Brasil). Essa regido € considerada de grande importancia, por
ser local de nidificacdo de algumas espécies de aves aquaticas migratérias, como
Rynchops niger e Phaetusa simplex.

1.4. A Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua (RDSM)

A RDSM foi a primeira unidade de conservacdo desta categoria implantada no

Brasil. Segundo o Sistema Nacional de Unidades de Conservacdo (SNUC), a RDS é
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uma categoria que contempla a permanéncia de moradores dentro dos limites da
Unidade de Conservacgédo (UC).

Para que fosse possivel a implantacdo da RDSM, foi elaborado um Plano de
Manejo com base no resultado de pesquisas sociais e bioldgicas pelo periodo de cinco
anos (1991-1996). Nele constam as normas para uso sustentavel dos recursos naturais,
definidas com base nos resultados das pesquisas e das negociagdes realizadas com as
populacbes de moradores e usuarios da Reserva e com as principais organizacoes
sociais atuantes na area.

A RDSM é delimitada pelos rios Solim@es e Japurd, e pelo Auati-Parand, um
bragco do Solimd&es que desdgua no curso médio do Japurd. Para a execucdo do projeto,
essa grande area foi subdividida em duas partes: uma Area Focal, com cerca de um
sexto da area total (260.000 ha), e uma Area Subsidiaria complementar. A Area Focal
esta separada da Area Subsidiaria pelo Parana do Aranapu, outro braco do rio Solimdes

que deséagua no Japura (figura 3) (SCM, 1996).
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Figura 3. Representacdo das areas focal e subsididria da RDSM. (SCM, 1996).

A maioria das pesquisas realizadas é desenvolvida somente na Area Focal da
RSDM. Nessa regido, a densidade humana é menor do que em muitas outras areas da
Amazonia: uma familia, em média, para cada 950 hectares (AYRES, 1993). A RDSM
junto com a Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Amana e com o Parque Nacional
do Jau forma o maior corredor contiguo de floresta tropical de 6,5 milhdes de hectares,
oficialmente protegido, compondo um Sitio Natural do Patrimonio Mundial,
(UNESCO/IUCN).
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A ocupacdo humana moderna de Mamiraué data do inicio do século passado.
Antes dessa ocupacao, a regido era habitada por diversos grupos indigenas, dentre o0s
quais 0s Oméagua predominavam. A populacdo amerindia foi, em sua maioria, dizimada
pelas guerras e doencas introduzidas com a colonizacdo e os indigenas remanescentes
foram incorporados a sociedade colonial pelo processo de miscigenacdo induzido pelo
governo portugués. Atualmente, mesmo as poucas comunidades indigenas existentes na
regido, duas delas localizadas na area focal, tém forte grau de miscigenacdo, tanto
cultural quanto bioldgica (SCM, 1996).

No inicio do século XX, a queda da borracha promoveu o crescimento do
nimero de assentamentos modernos na regido do medio Solimdes, fundados
principalmente por comerciantes e trabalhadores que tinham abandonado as regibes de
extracdo de seringa localizadas a oeste da regido. A partir dos anos setenta, iniciou-se
um processo de estruturacdo social dos assentamentos da regido, promovido pela igreja
catolica e seguindo 0 modelo de comunidades de base. O termo "comunidade", adotado
pela maioria dos assentamentos da regido, refere-se as localidades que adotaram a
proposta da igreja, posteriormente apoiada por diversas instituicdes de extensdo rural, e
que possuem uma lideranca politica eleita pelos moradores. Atualmente, a area da
RDSM esta dividida em nove setores politicos: Inga, Liberdade, Tijuca, Mamiraua,
Horizonte, Boa Unido, Aranapu, Barroso e Jaraud. O centro urbano mais proximo é
Tefé (3°20°57° S; 64°54°37°° W), a cerca de 50 km de distancia (SCM 1996).

O Instituto de Desenvolvimento Sustentdvel Mamiraua (IDSM), vinculado ao
Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo (MCTI), criado em maio de 1999, através
de convénios com o Governo do Estado do Amazonas e da intervencdo da Secretaria de
Desenvolvimento Sustentavel (SDS), faz a co-gestdo da Reserva de Desenvolvimento
Sustentavel Mamirauad (1,12 milhdo de hectares) e da Reserva de Desenvolvimento
Sustentavel Amand (2,31 milhdes de hectares). A sede do IDSM esta localizada no
municipio de Tefé (674 km de Manaus), Amazonas. A Praia do Meio, no Setor
Horizonte (S 2° 44°, W 65° 14°), da RDSM, ¢ um banco de areia que surge no Rio
Solimdes na época da vazante (julho-agosto) e seca (setembro-outubro). Algumas
caracteristicas fazem com que essa praia seja um ponto importante de conservacdo de
aves aquaticas e queldnios dentro da RDSM. Por ser uma das praias mais altas da
reserva, possui um dos maiores tempos de exposi¢do durante a seca e essa caracteristica

pode ser o aspecto que favoreca a ocorréncia de uma das maiores densidades de
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colbnias reprodutivas de aves nessa regido especifica, quando comparada a outros
pontos da RDSM (RAEDER, 2003).

1.5. Aves migratorias da ordem Charadriiformes na RDSM

As duas espécies de aves amostradas nesse estudo, P. simplex e R. niger,
pertencem a ordem Charadriiformes, subordem Lari, familia Laridae. A ordem
Charadriiformes é subdividida em trés subordens, Charadrii, Alcae e Lari, e 18 familias,
reunindo a maioria das aves marinhas, com mais de 350 espécies de aves que habitam
regides costeiras e continentais (PETERS, 1934; DEL HOYO et al., 1996; SICK, 1997).
O desenvolvimento pds-embrionario dessas aves é considerado precocial (nidifugo),
pois os filhotes dessa ordem nascem com os olhos abertos e sdo cobertos de penugem
natal (neossoptiles), possuindo habilidade para correr logo que saem do ovo. S&o aves
aquaticas que geralmente nidificam no solo, em praias e locais abertos, em coldnias

mistas com aves de diferentes espécies e com quelbnios (SICK, 1997; RAEDER, 2003).

1.5.1. Phaetusa simplex (Gmelin, 1789)

Conhecida popularmente como gaivota-trinta-réis ou trinta-réis-grande, pertence

a familia Laridae (figura 4).

Figura 4. P. simplex: a esquerda, ninhegos; a direita, individuo adulto. (Foto: Bianca Bernardon).

Espécie migratdria, considerada residente no Brasil, é encontrada ao longo das
margens de grandes rios da regido amazonica, como 0 Rio Amazonas (denominado
Solimdes, no estado do Amazonas) e tributarios (SICK, 1997; CEMAVE, 2013).
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Nidificam em colonias numerosas, em locais abertos, como praias de rios e
lagos, e em bancos de areia, junto com R. niger. A nidificacdo ocorre na época de
vazante e seca, quando ha diminuicdo do nivel das aguas, entre setembro e novembro ou
dezembro. Sua area de ocorréncia abrange a regido meridional da Argentina até o
Uruguai e, fora da época reprodutiva, as areas costeiras e de estuérios (SICK, 1997). A

distribuicdo geografica dessa espécie esta representada na figura 5.

Phaetusa simplex
-Residentes, reproducdo e nidificacao

Invernada

Figura 5. Mapa de distribuicdo e ocorréncia de P. simplex: as areas marcadas de verde representam
regides de reproducdo e nidificacdo, e também sinaliza a distribuicdo de uma parcela de aves que nao
realiza migragdo anual, sendo considerada residente. As regibes marcadas de amarelo foram indicadas,
por diferentes autores, como zona de descanso e invernada da espécie. Esse mapa foi elaborado conforme
as informagdes contidas nas diferentes fontes bibliograficas que foram referidas no texto.
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1.5.2. Rynchops niger (Linnaeus, 1758)

Ave migratdria conhecida popularmente por talha-mar ou corta-agua, pertence,
assim como P. simplex, a familia Laridae (figura 6) (AVIBASE, 2013).

Figura 6. R. niger: acima, ninhegos; abaixo, individuo
adulto durante a coleta de dados biométricos. (Foto: Bianca
Bernardon).

Tipicamente, a migracdo das aves dessa espécie ocorre entre setembro e
novembro, do norte da América do Norte até o sul dos Estados Unidos, América do Sul
e Caribe (BURGER & GOCHFELD, 1990; HAMMERSON & CANNINGS, 2006).
Espécie bastante ativa durante os periodos noturnos, que durante o periodo diurno
repousa em praias, mangues e bancos de areia de grandes rios e lagos (figura 7).
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Figura 7. Adultos de R. niger durante o periodo de repouso na ponta da Praia do Meio. (Foto: Bianca
Bernardon).

Apresenta um comportamento peculiar de alimentagcdo, em que posiciona seu
bico rente a &gua, constantemente aberto enquanto voa, mergulhando apenas a
mandibula, até capturar os peixes, que sdo a base de sua alimentagdo. Seu nome
popular, corta-4gua ou talha-mar, deriva desse comportamento. A nidificacdo dessa
espécie ocorre, principalmente, na areia, em praias marinhas e de agua doce, entre abril
e outubro. Formam col6nias de reproducdo numerosas e mistas, proximo a coldnias de
gaivotas, incluindo Phaetusa simplex. Machos e fémeas cuidam dos ovos, até o
momento da eclosdo, que ocorre entre 21 a 31 dias de incubacdo (BURGER &
GOCHFELD, 1990; HAMMERSON & CANNINGS, 2006).

Sua éarea de ocorréncia abrange estuarios da regido norte até o Rio Grande do
Sul, bem como na Argentina, Uruguai, Peru, Venezuela, Guiana. (BELTON, 1984;
ROSARIO 1996; SICK, 1997; BRANCO, 2000; BRANCO & FRACASSO, 2005;
MASCARELLO et al., 2005; BARBIERI, 2007). Na América do Norte, R. niger pode

ser encontrada nas costas do Atlantico e do Pacifico (figura 8).
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Rynchops niger

- Residentes
-Reproducéo e nidificacédo

Invernada

Figura 8. Mapa de distribuicéo e ocorréncia de R. niger: as areas marcadas de verde representam regides
onde foram registradas a ocorréncia de populacfes residentes. A &rea em vermelho representa os locais de
reproducdo e nidificacdo, e a amarela as regides de invernada e descanso. Esse mapa foi elaborado
conforme as informacdes contidas nas diferentes fontes bibliograficas que foram referidas no texto.

Tanto R. niger quanto P. simplex possuem alto valor cinegético na regido do
médio Solimdes, na Amazonia brasileira, sofrendo grandes perturbacdes antropicas,
principalmente através da predacdo dos ninhos para consumo dos ovos. Esse aspecto é
um ponto critico que torna as duas espécies bastante vulneraveis durante o periodo
reprodutivo (RAEDER, 2003).

28



2. JUSTIFICATIVA

O monitoramento das aves aquaticas nas praias no Rio Solimfes na regido da
Reserva de Desenvolvimento Sustentdvel Mamiraua (RDSM) foi proposto em 2011 e
desde entdo investiga os padrfes de migracdo das espécies-alvo, através do
levantamento anual dos pardmetros populacionais e informagdes indiretas sobre
mortalidade. Portanto, a incorporacdo de informacGes sobre a ocorréncia de
Plasmodium spp. e Haemoproteus spp. nessas aves pode ser um importante indicador de
variagoes nas dindmicas populacionais, reforcando os dados de monitoramento.

A geracdo de dados acerca da ocorréncia de hemosporideos em P. simplex e em
R. niger podera fornecer informacbes inéditas para subsidiar programas de
monitoramento para aves na regido do médio Rio Solimdes. Além disso, a caracteristica
migratoria dessas aves justifica a relevancia do conhecimento sobre a diversidade de
Plasmodium e de Haemoproteus que circula entre as popula¢des avaliadas, tema ainda
ndo explorado. As aves migratorias aqui avaliadas, uma vez parasitadas, podem
representar uma fonte potencial para a dispersdao de infeccbes para demais aves
suscetiveis, em diferentes regides do mundo, devido a grande abrangéncia de suas rotas
de migracdo, que incluem toda a costa litordnea e regides continentais da América do
Sul e parte da América do Norte, e a simpatria com outras espécies de aves, sendo
algumas também migratdrias. Essa abordagem podera possibilitar ainda a identificacdo
de espécies novas, assim como de outros géneros de hemoparasitos aviarios menos

prevalentes, como Trypanosoma spp. e filarideos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Determinar a ocorréncia e a diversidade de Plasmodium spp. e Haemoproteus spp.
em aves silvestres migratorias, R. niger e P. simplex, na Reserva de Desenvolvimento

Sustentavel Mamiraua, Médio Solimdes, Estado do Amazonas.

3.2. Objetivos especificos:
I. Diagnosticar a infeccdo por Plasmodium spp. e Haemoproteus spp. em R. niger e
P. simplex a partir da analise microscépica de esfregacos sanguineos e da analise

molecular por PCR simples que amplifica o gene SSU mitocondrial.

ii. Caracterizar a diversidade genética dos isolados a partir da analise morfol6gica

(microscopia) e do sequenciamento do gene mitocondrial citocromo b.
iii. Comparar a diversidade de parasitos encontrada nas aves amostradas a

diversidade e a distribuicdo encontrada em outras espécies de aves migratdrias bem

como em aves silvestres no Brasil e das Américas.
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4. AMOSTRAGEM

4.1. Local

O projeto foi desenvolvido em praias no Setor Horizonte da Reserva de
Desenvolvimento Sustentdvel Mamiraud (RDSM) (01°49°00”S ¢ 65°42°00”W), no
Estado do Amazonas, Brasil, através da parceria entre o Laboratério de Maléria da
Universidade Federal de Minas Gerais e 0 Instituto de Desenvolvimento Sustentavel
Mamiraua (IDSM) (figura 9).

65°20'0'W

v

65°100'W 65°0'0"'W 84°50'0"W
73

=
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Figura 9. Mapa da RDSM. A area em amarelo representa a delimitagdo do setor Horizonte. A elipse
representa a Praia do Meio.
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4.2. Aves e esforco amostral

As aves foram amostradas entre os meses de outubro e novembro de 2012,
cumprindo-se as etapas previstas no projeto intitulado “Aves em praias e plantagdes:
aspectos migratorios, reprodutivos e pressdo de caca nas Reservas de Desenvolvimento
Sustentavel Mamiraud e Amand, Amazonas”, proposto por Bianca Bernardon, bidloga
do Instituto de Desenvolvimento Mamiraua. Para incluir as coletas de sangue das aves
nesse projeto, foi submetido um plano de trabalho ao Instituto Mamiraua, em Tefé,
Amazonas, intitulado “Ocorréncia de Plasmodium spp. em aves silvestres na Reserva de
Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua — Amazonas”, aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do referido Instituto, sob o protocolo CEP IDSM 005/2012 (Anexos 1 e 2).

Individuos adultos e filhotes de R. niger e de P. simplex foram capturados e
marcados com uma anilha metélica, conforme manual de anilhamento de aves silvestres
do CEMAVE (CEMAVE/ICMBIo0). Os filhotes foram capturados manualmente nos

ninhos para obtencdo dos dados biométricos e coleta de material biologico (figura 10).

Figura 10. Coleta de sangue da veia braquial de um filhote de R. niger (Foto: Caroline Lima).
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Para a captura das aves adultas foram utilizadas redes de neblina de 12 m de
comprimento por 2,75 m de altura, com malhas de 61 mm. Cada rede era montada ao

anoitecer para evitar a visualizacdo da armadilha pelas aves (figura 11).

Figura 11. Captura noturna: retirada de individuo adulto de R. niger preso em rede de neblina. (Foto:
Bianca Bernardon).

As redes eram verificadas a cada 20 minutos, no maximo, conforme sugerido
por Gaunt & Oring (2010).

As capturas foram realizadas diariamente, durante 15 dias por més, exceto nos
dias de chuva, entre outubro e novembro de 2012. A amostragem foi dividida em duas
etapas. Na primeira etapa, de 16 a 30 de outubro, foram capturados 105 individuos
jovens, de diferentes faixas etérias (entre dias a semanas po6s-eclosdo) e um individuo
adulto. Na segunda etapa, foram realizadas as capturas de 67 individuos adultos, entre
10 e 26 de novembro de 2012. Como os adultos de P. simplex possuem habitos diurnos,
apresentando baixa atividade noturna, nenhum individuo caiu na rede de neblina
montada a noite. Uma alternativa para a captura de adultos de P. simplex seria 0 uso de

redes de canhdo. No entanto, a utilizacdo desse método ndo é recomendada em &reas
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onde existem ninhos, como é o caso da Praia do Meio. Por esses motivos, os adultos

dessa espécie ndo foram amostrados.

4.3. Coleta de material biol6gico e analise das amostras

Cerca de 10 pL de sangue foram coletados a partir de uma pequena pungdo na
veia braquial para a confeccdo de dois esfregacos sanguineos por ave capturada (figura
12). Também foram coletados aproximadamente 20 ul. de sangue para posterior
extracdo de DNA, sendo armazenados em papel filtro e em tubos de microcentrifuga de
1,5 ml, contendo 300 uL de solugdo de lise celular (Promega®, EUA). As amostras

foram mantidas sob refrigeracéo até o processamento no laboratério.

Figura 12. Puncéo da veia braquial em adulto de R. niger. (Foto: Caroline Lima).

4.3.1. Esfregagos sanguineos

Os esfregacos sanguineos foram secos ao ar, fixados em metanol absoluto e
corados com solucdo de Giemsa 10%, pH 4. Um total de duzentos campos
microscopicos (aumento de 1000X, objetiva de imersdo) foi examinado em cada lamina
para verificagdo da presenca de Plasmodium ou Haemoproteus no sangue das aves

infectadas conforme descrito por Ribeiro et al. (2005).
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4.3.2. Extracdo de DNA a partir do sangue total

A extracdo de DNA a partir do sangue de amostras coletadas em campo e as
analises moleculares foram realizadas no Laboratorio de Malaria do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais, em Belo Horizonte.

A extracdo de DNA a partir de sangue armazenado em solugéo de lise foi
realizada de acordo com o Kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega®, EUA).
Os 20 pL de sangue, armazenados em microtubos contendo 300 pL de solugdo de lise
celular (Promega®, EUA), foram homogeneizados e centrifugados. O sobrenadante foi
descartado e adicionou-se 300 pL de solugdo de lise celular. O mesmo processo foi
repetido até que o sobrenadante ficasse translicido. Apds o ultimo descarte do
sobrenadante, foram adicionados 1,5 puL de solugdo de RNAse A (Promega®, EUA) e,
em seguida, incubados a 37°C em banho—maria por 15 minutos. Apos o resfriamento a
temperatura ambiente, foram adicionados 100uL de solucdo de precipitacdo de proteina
de acordo com o kit de extracdo Wizard Genomic da Promega® sendo as amostras
homogeneizadas por 20 segundos e centrifugadas a 13.000g por trés minutos, a
temperatura ambiente. Posteriormente, o sobrenadante foi transferido para um tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml contendo 300uL de isopropanol.

Os tubos foram invertidos até a visualizacdo do DNA e centrifugados por um
minuto a 13.000 -16.000 g a temperatura ambiente. Apds descartar o sobrenadante,
foram adicionados 300 uL de etanol 70% para a lavagem do sedimento e remocdo de
tracos de sal. Os tubos novamente foram centrifugados por um minuto, a 13.000, e o
liquido presente no tubo desprezado e escorrido em papel absorvente. Um volume de 50
ul de solugdo de reidratacdo de DNA foi adicionado em cada tubo para ressuspenséo do
DNA. O DNA permaneceu armazenado a 4°C até o momento da amplificacéo.

A extracdo do DNA a partir de sangue coletado em papel filtro foi realizada
segundo o protocolo descrito por Scopel et al. (2004) utilizando proteinase K seguida de

extracao por fenol-cloroformio.

4.3.3. Diagnostico molecular: triagem de infeccao

Em uma primeira etapa das analises, foi realizada uma triagem, em que as

amostras do DNA foram processadas através da técnica de PCR (Polymerase Chain
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Reaction) simples, com amplificacdo da regido altamente conservada do gene
mitocondrial SSU, comum entre os géneros Plasmodium e Haemoproteus. O protocolo
foi executado conforme descrito por Fallon et al. (2003a), utilizando os seguintes

iniciadores:

343 F: 5> GCTCACGCATCGCTTCT3’
496 R: S’ GACCGGTCATTTTCTTTG3’

Na reacdo de amplificacdo, cada tubo recebeu 2 pl do DNA-molde e 13 ul de
tampdo de reacdo contendo 10 mM Tris HCI, pH 85, e 50 mM KCI
(PHONEUTRIA®); 2.5 mM MgCI% 200 pM dNTP’s; 0.5 U Tagq DNA polimerase
(PHONEUTRIA®); 0.4mM de cada iniciador e agua ultra pura estéril. O programa da
amplificacdo consistiu de 35 ciclos de desnaturagdo a 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. A
desnaturacdo inicial ocorre a 94°C por 2 minutos. Seguiu-se a extensao final a 72°C por
trés minutos e manutencdo da temperatura de 4°C, definindo, assim, a finalizacdo da
reacao.

Os produtos das reagdes foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 6%, ndo desnaturante, em tampdo TBE 1X. Os géis de poliacrilamida
foram fixados em solucdo de alcool etilico 10% e &cido acético 0,5%, corados em
solucéo de nitrato de prata e os fragmentos de DNA de 154 pares de base evidenciados
quando em solucdo reveladora de hidréxido de sodio e formaldeido (SANGUINETTI et
al., 1994; RIBEIRO et al., 2005).

As amostras também foram submetidas a dois protocolos de nested PCR para a
amplificacdo de regides distintas do gene mitocondrial citocromo b (cyt b) de
Plasmodium e Haemoproteus e realizacdo do sequenciamento. Os protocolos de nested
PCR sdo descritos abaixo.

4.3.4. PCR para sequenciamento

4.3.4.1. nested PCR (HELLGREN et al., 2004)
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Um fragmento de 480 pb do gene cyt b foi amplificado sob as condi¢Ges
descritas a seguir. A primeira reacao foi realizada utilizando-se os iniciadores HaemNFI
(5’ AGACATGAAATATTATGGITAAG3’) ¢ HaemNR3 (5’GAAATAAGATAA
GAAATACCATTC3’) (HELLGREN et al., 2004). 1 pl de DNA gendmico submetido a
uma desnaturacdo inicial de 3 min a 94 °C, seguido por 20 ciclos de 94 °C por 30
segundos, 50 °C por 30 segundos e 72 ° C por 45 segundos, e uma extenséo final a 72
°C durante 10 minutos. Cerca de 1ul deste produto foi utilizado em uma segunda
reacao, utilizando os iniciadores HaemF (5’CTTATGGTGTCGATATATGCATG3) e
HaemR2 (5’CGCTTATCTGGAGATTGTAATGGTT3’) (BENSCH et al., 2000), sob
desnaturacéo inicial de 94 °C por 3 minutos e 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 50°C
por 30 segundos e 72 °C por 45 segundos e, em seguida 72 °C durante 10 minutos. Os
produtos amplificados foram visualizados em géis de poliacrilamida 6%, corado com
nitrato de prata (SANGUINETTI et al., 1994; RIBEIRO et al., 2005). As regides
amplificadas pelos dois pares de iniciadores utilizados nesse protocolo estdo ilustradas

na figura 13.
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Figura 13. Desenho esquematico da regido do gene mitocondrial cyt b de Plasmodium/Haemoproteus
amplificada na nested PCR. (Adaptado de Bensch et al., 2009).

Em todas as reacdes de PCR foi utilizado pelo menos um controle positivo, a
partir de amostras extraidas de sangue de pintinhos infectados experimentalmente, com
Plasmodium gallinaceum, gentilmente cedidas pelo Laboratério de Entomologia

Médica do Centro de Pesquisas René Rachou de Belo Horizonte. Um controle negativo
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também foi usado, e consistia em uma mistura dos reagentes utilizados em cada reagao.
O uso dos reagentes como controle negativo também serviu para descartar possiveis
contaminac0es e resultados falso-positivos. Os produtos de PCR amplificados foram

selecionados para o sequenciamento dos genes cyt b de Plasmodium e Haemoproteus.

4.3.5. Sequenciamento da regido do gene mitocondrial citocromo b

Os produtos de PCR positivos foram purificados utilizando polietileno glicol
(PEG) descrito por Sambrook et al. (2001). Fragmentos de DNA purificados foram
sequenciados usando o sequenciador ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems®).

As amostras foram acondicionadas em tubos de microcentrifuga de 0,5 mL com
um volume final de 10 pL contendo 0,2 pM do iniciador HaemF
(5’CTTATGGTGTCGATATATGCATG3’) e 0,2 uM do iniciador HaemR2
(5’CGCTTATCTGGAGATTGTAATGGTT3’), a 1 uM, 50 a 100 ng de DNA, usando
para sequenciamento o BigDye Terminator® v 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems®) e &gua ultra pura suficiente para completar o volume. As sequéncias de
DNA obtidas foram alinhadas usando o algoritmo CLUSTAL W executado no
programa MEGA versdo 5 (TAMURA et al., 2011) e editadas usando o0 programa
DNA Baser Sequence Assembler versdo 4.7.0 (http://www.dnabaser.com). As
sequéncias editadas fordo submetidas a busca por similaridade de bases com sequéncias
ja publicadas e depositadas no GenBank (http://www4.ncbi.nlm.nih.gov) e no banco
genético website MalAvi (http://mbio-serv2.mbioekol.lu.se/Malavi/) que contém dados
do cyt b da maioria das linhagens dos haemosporideos aviarios publicados.

Foram executadas analises filogenética usando o método de méaxima
verossimilhanga (Maximum-likelihood estimation) implementado pelo programa
RaxML (STAMATAKIS, 2006) com o modelo GTR + gamma de evolugdo de
nucleotideos e 1000 réplicas para bootstrap. O Cladograma foi visualizado e editado
usando o programa FigTree v1.3.1 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree). Cada
sequéncia, Unica ou obtida da sequéncia consenso entre Forward e Reverse alinhadas
(contig), editadas no programa DNA Baser Sequence Assembler 3.5., foram
comparadas com sequéncias publicadas no GenBank (2013 e 2014) e no banco de dados
MalAvi (BENSCH et al., 2009). O agrupamento das linhagens encontradas com as
publicadas no GenBank foi realizado atraves do método de Maxima Verossimilhanca, e
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a confiangca dos dados para a montagem do cladograma foi estabelecida com 1.000
réplicas de bootstrap, usando o programa Fig Tree 1.4.0. (http://tree.bio.ed.ac.uk). O

grupo externo de referéncia foi Leucocytozoon schoutedeni (GALLUSO06).

4.3.6. Andlises estatisticas

Para as analises foi utilizado o programa Dag Stat (http://www.biostats.com.au),
utilizando a planilha do Excel 2010 (Microsoft Office®). O teste do Qui-quadrado foi
realizado para analise e comparagdo da frequéncia de infeccdo entre espécies e entre
filhotes e adultos de R. niger, utilizando o programa Graph Pad Prism 6

(www.graphpad.com). O valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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5. RESULTADOS

O tamanho médio da populacdo de aves da Praia do Meio esta estimado em 600
individuos de cada espécie (P. simplex e R. niger). Essa informacdo tem como base 0s
dados de captura obtidos em dois anos de monitoramento na Praia do Meio. Em 2012 a
captura das aves de praia nesse local resultou em 1.145 individuos marcados com
anilhas do CEMAVE/ICMBIo, sendo 10 adultos e 540 filhotes de Phaetusa simplex, e
269 adultos e 326 filhotes de Rynchops niger. Em 2013, 47 adultos e 586 filhotes de
Phaetusa simplex, e 197 adultos e 596 filhotes de Rynchops niger foram capturados e
anilhados*. No entanto, a amostragem realizada para a pesquisa de hemoparasitos
ocorreu apenas nos Ultimos dois meses da temporada de captura e, com isso,
contemplou uma parcela menor da populacdo de cada uma das duas espécies. Assim,
entre outubro e novembro de 2012 foram capturadas 173 aves na Praia do Meio, na
RDSM. Dessas 173 aves, foram colhidas amostras de sangue para a confeccdo dos
esfregagos e para a andlise através de PCR. As caracteristicas da amostragem estdo
demonstradas na tabela abaixo.

Tabela 1. Quantidade de animais capturados por espécie e faixa-etaria no periodo entre outubro e
novembro de 2012 na RDSM.

ESPECIE TOTAL CAPTURADO FILHOTES ADULTOS
Rynchops niger 99 Juvenis: 31 68
; Juvenis: 72
Phaetusa simplex 74 Ninhegos: 02 0

5.1. Deteccdo de hemoparasitos por microscopia éptica

Foram analisados esfregacos sanguineos de 173 aves amostradas na RDSM.
Dessas 173 amostras, 22 esfregacos possuiam apenas trofozoitos e esquizontes
indicando a presenca de Plasmodium spp. e 10 possuiam apenas gametocitos jovens e

maduros indicando infeccdo por Haemoproteus spp., totalizando 32 amostras positivas

! Comunicagao pessoal de Bianca Bernardon, IDSM, em 06 de fevereiro de 2014.
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(18,5%). A figura 15 ilustra um esfregaco corado por Giemsa, evidenciando diferentes

formas dos parasitos observados.
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Figura 14. Esfregaco de sangue de um individuo adulto de R. niger. As setas indicam dois estagios
distintos de desenvolvimento do parasito.

A comparagdo entre ocorréncia de infeccdo detectada por observacao
microscopica para as duas espécies avaliadas foi realizada apenas entre os filhotes e
ninhegos, pois ndo foram amostrados individuos adultos de P. simplex. Nesse caso, a
frequéncia relativa de parasitismo ligeiramente maior em P. simplex, com 16,2% dos
individuos infectados, comparado aos 16,1% da outra espécie. Essa diferenca ndo foi
estatisticamente significativa (p = 0,87). A distribuicdo dos animais positivos na
microscopia, conforme espécie e faixa-etaria, e a frequéncia relativa de filhotes
positivos por espécie, incluindo ninhegos, esta apresentada na tabela 2. A diferenca na
frequéncia entre adultos e filhotes de R. niger infectados também ndo apresentou
diferenga significativa (p = 0,59).

Tabela 2. Nimero de individuos de P. simplex e R. niger amostrados e nidmero de individuos positivos
detectados pela observacdo microscopica de esfregagos sanguineos conforme a faixa-etaria.

Espécie e " Frequéncia relativa de filhotes

. .- Total capturado Positivos o L
faixa-etaria positivos por espécie (%)
P. simplex

Ninhego 02 01

: 16,2

Filhotes 72 11

Adultos 0 0

R. niger

Ninhego 0 0 16.1

Filhotes 31 05

Adultos 68 15
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A parasitemia ndo foi calculada, pois foram visualizadas poucas formas dos
parasitos nas laminas. Em amostras de algumas aves, apenas um trofozoito, um
esquizonte ou um gametdcito foi encontrado. Por isso, cada esfregaco foi explorado em
sua totalidade. Entre as poucas formas de Haemoproteus spp. encontradas, muitas ainda
estavam imaturas e ndo apresentavam caracteristicas que possibilitassem a identificacéo
especifica dos parasitos. Em outras amostras foram encontrados apenas trofozoitos e
poucos esquizontes. Merontes e gametocitos ndo foram visualizados, impossibilitando a
caracterizacdo especifica de Plasmodium sp. Como muitas caracteristicas morfoldgicas
se sobrep6em em Vvérias espécies de Plasmodium e Haemoproteus, principalmente entre
formas imaturas, e como podem ocorrer alteracdes morfoldgicas sutis na mesma espécie
de parasito, conforme o hospedeiro vertebrado, ndo podemos utilizar como parametro
um numero limitado de formas para estabelecer uma identidade especifica.

Foi identificado um exemplar de microfilaria em um esfregaco de um
individuo adulto de R. niger (figura 15). Nesse mesmo individuo ndo foi encontrado
parasitismo por hemosporideos. A microfilaria foi o Unico parasito, além dos

hemosporideos, encontrado em todas as 173 aves.

Figura 15. Microfilaria encontrada em esfregago sanguineo de
uma ave adulta da espécie R. niger.
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5.2. Diversidade de linhagens de Plasmodium spp. e Haemoproteus spp.

Para avaliar a riqueza de linhagens de Plasmodium spp. e Haemoproteus spp.
as 11 amostras positivas na PCR de triagem foram submetidas a nested PCR, que
amplificam regido do cyt b dos parasitos. Dessas 11 amostras, seis foram positivas pela.
Para verificar possiveis falhas na deteccdo pela PCR de triagem, apenas as reacdes de
nested PCR foram repetidas com todas as 173 amostras, a partir do DNA extraido do
sangue colhido em papel filtro. Apés a repeticdo, mais amostras foram amplificadas por
nested PCR, e os resultados obtidos com evidenciaram 10 amostras positivas (5,78%).

Assim, a partir de 10 amostras positivas pela nested PCR, foram obtidas
sequéncias de sete amostras, e trés linhagens distintas foram identificadas: duas de
Plasmodium e uma de Haemoproteus.

A sequéncia encontrada para Haemoproteus, depositada no GenBank como
Ryni_RDSMO03 (locus KJ469133), em cinco adultos da espécie R. niger possui 100% de
similaridade com a espécie Haemoproteus macrovacuolaris descrita pela primeira vez
em Dendrocygna autumnalis na regido do Departamento Casanare, Colémbia (MATTA
et al., 2014). As duas linhagens de Plasmodium, Ryni RDSMO01 (KJ469131) e
Ryni_ RDSM02 (KJ469132), encontradas nesse trabalho ja foram descritas
anteriormente em diferentes regides das Américas (ISHAK et al., 2008; LEVIN et al.,
2013; LACORTE et al., 2013; MERINO et al., 2008; PAGENKNOPP et al., 2008).

O cladograma das sequéncias de Plasmodium e Haemoproteus revelou 2 clados
altamente suportados, o que demonstra claramente que Plasmodium e Haemoproteus
pertencem a clados diferentes. Observamos que as linhagens de Plasmodium infectam
diferentes familias de aves silvestres (figura 16).

A sequéncia Ryni_RDSMO02, encontrada em um individuo adulto de R. niger
apresentou 100% de identidade com linhagens ja descritas: Plasmodium nucleophilum
(JX467689%): Plasmodium sp. HMA-2012 (JN819335); Plasmodium sp. DENPET03
(JX021474). Uma segunda linhagem de Plasmodium, Ryni_RDSMO01, encontrada em
um individuo adulto da espécie R. niger apresentou 100% de identidade com as
linhagens PHPATO01 (JX025077); Plasmodium sp. GHOW3489 (EU627831);
Plasmodium sp. ChP5 (EF153642).

2 As letras e niimeros entre parénteses correspondem ao cédigo de acesso das linhagens no GenBank.
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A distribuicdo das linhagens conforme os hospedeiros e distribuicdo geogréfica

sdo apresentados na tabela 4. A figura 17 aponta as areas de ocorréncia de P. simplex e

de R. niger sobrepostas pelas demais regides onde ja foram descritas as duas linhagens

de Plasmodium encontradas nas aves da RDSM.

Tabela 3. Linhagens encontradas em sete adultos de R. niger. A tabela mostra o grau de compatibilidade
(ID = identidade) entre as sequéncias obtidas das amostras do presente estudo com outras sequéncias
registradas no GenBank, bem como a localizagdo geogréaficas e as espécies de aves onde essas linhagens
ja foram descritas.

ID LOCAIS DE
AMOSTRA LINHAGENS (GenBank) OCORRENCIA HOSPEDEIROS
RDSM 119
RDSM 126 Haemoproteus . .
RDSM 141 macrovacuolaris 100% Coldmbia Dendrocygna autumnalis
RDSM 147
RDSM 161
Alopochen aegypticus
Brasileuterus flaveolus
Coereba flaveola
Dendroica petrechia
Dolichonyx oryzivorus
Formicivora melanogaster
. Panchyramphus polychopterus
Plasmodium CoEtr;T?”ica Parula pitiayumi
RDSM 157 nucleophilum 100% Estados Unidos gasse:] dotme(sjt_lculs
HMA-2012 ° Galdpagos ~ pomPIES 0% 10T
DENPETO03 Guiana pnastos toco
. Ramphastos vitellinus
Uruguai .
Tangara icterocephala
Thryothorus longirostris
Trichothraupis melanopis
Turdus leucomelas
Turdus rufiventris
Zonotrichia capensis
Ammodramus humeralis
Plasmodium sp. Brasil Basileuterus flaveolus
PHPATO1 Chile Bubo virginianus
RDSM 118 (GAL-2012) 100% Estados Unidos Dolichonyx oryzivorus
GHOW3489 Geothlypis trinchas
ChP5 Phaeomyas murina

Phrygilus patagonicus
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Phaetusa simplex ) Rynchops niger

- Plasmodium ryni_rdsm02 - Plasmodium ryni_rdsm01 - Haemoproteus ryni_rdsm03

Figura 17. Mapas de ocorréncia de P. simplex e de R. niger (areas em tons de cinza). Os balGes coloridos
apontam as regifes onde foram encontradas as mesmas linhagens de Plasmodium e a de Haemoproteus
encontradas em nosso trabalho. Os balbes vermelhos indicam os pontos onde foram encontradas a
linhagem RYNI_RDSMO02. Os bal6es verdes indicam as areas onde a linhagem RYNI_RDSMO1 ja foi
descrita. O baldo roxo indica a regido do Departamento Casanare na Colémbia, local da Unica descri¢ao
de ocorréncia de uma linhagem com 100% de similaridade genética com RYNI_RDSMO03, encontrada nas
cinco aves em Mamiraua.

Ainda existem poucos trabalhos sobre hemoparasitos em larideos. Apenas oito
linhagens de Haemoproteus ja foram descritas em Charadriiformes, sendo cinco na
familia Laridae (tabela 4). Cinco espécies de Haemoproteus ja foram encontradas em
Charadriiformes, sendo H. larae a Unica descrita na familia Laridae (VALKIUNAS,
2005). Nessa mesma ordem também foram descritas 11 linhagens de Plasmodium. Duas
dessas 11 linhagens foram encontradas na espécie Larostema inca (familia Laridae), na
América do Norte: LARINCO1 e LARINCO02. Nenhuma linhagem de Plasmodium foi
identificada ao nivel de espécie em Charadriiformes (VALKIUNAS, 2005).

Tabela 4. Linhagens de Haemoproteus descritas em Charadriiformes da familia Laridae.

(le;elmoHp’?cgizlip.) OCORRENCIA ESPECIES DE AVES REFERENCIAS
CREFURO01 América do Sul Creagrus furcatus Levinetal., 2011
LARCACO01 Europa Larus cachinnans Ricklefs & Fallon, 2002
LARCRAO01 Asia Larus cassirostris Ishtiaq et al., 2007
LARSCOO01 América do Sul Leucophaeus scoresbii Quillfeldt et al., 2010
MICROO01 América do Sul Creagrus furcatus Levinetal., 2011
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6. DISCUSSAO

Informacdes sobre aspectos ecoldgicos e bioldgicos associados as espécies R.
niger e P. simplex sdo escassas. Estudos sobre a biologia existem apenas para a espécie
R. niger na América do Norte (ERWIN, 1977, 1979; BURGER, 1981, 1982; BURGER
& GOCHFELD, 1990; GOCHFELD & BURGER, 1994; HAMMERSON &
CANNINGS, 2006; OWEN & PIERCE, 2013). As informacdes publicadas sobre essas
duas aves na América do Sul, particularmente no Brasil, restringem-se a inventarios
ornitologicos locais ou registros de avistamento (BRANCO & FRACASSO, 2005;
MASCARELLO et al.,, 2005; BARBIERI, 2007; VASCONCELOS et al., 2007;
GIRAO et al., 2008; SOARES & RODRIGUES, 2008; PEREIRA & POERSCHKE,
2010; BERNARDON & NASSAR 2012; LUQUE & TEJADA, 2013; MULLER &
BARROS, 2013), com alguns poucos dados sobre comportamento e biologia
reprodutiva (KRANNITZ, 1989; MARIANO-JELICICH et al., 2003). Nessa mesma
direcdo, também ndo estdo disponiveis informacfes sobre a ocorréncia de parasitos,
incluindo os hemosporideos, em P. simplex nem em R. niger. O presente trabalho foi o
primeiro a avaliar a ocorréncia de hemoparasitos nestas duas espécies. Assim, a
discussdo aqui apresentada serd embasada no cruzamento dos resultados obtidos sobre a
ocorréncia e diversidade dos hemosporideos nas duas espécies de aves amostradas, com
a diversidade de parasitos encontrada em outras aves simpatricas ou com rotas
migratorias comuns. A ocorréncia e a caracteristica da infeccdo também serdo

relacionadas as informagdes existentes acerca da biologia de R. niger e P. simplex

6.1. Ocorréncia de infec¢do e caracteristicas das aves parasitadas

A ocorréncia de hemosporideos em aves silvestres tem sido tema de estudo em
diferentes regides do mundo e os métodos de deteccdo desses parasitos envolvem desde
observacGes microscopicas até a deteccdo molecular e sequenciamento de genes alvos
especificos. Entretanto, esse diagnostico pode ser bastante complicado, principalmente
porque 0s animais capturados apresentam-se, geralmente, em uma fase cronica de
infeccdo e com baixos niveis de parasitemia (BRAGA et al., 2011). Nesse estudo, a
ocorréncia de infec¢do foi determinada através da combinacdo das técnicas de PCR e

microscopia optica. Foram constadas 30 aves parasitadas por hemosporideos. R. niger

47



foi a espécie que apresentou maior frequéncia de animais positivos e, entre esses, a
maioria era de animais adultos.

A andlise de esfregacos de sangue através da microscopia Optica é considerada
0 teste padréo-ouro para o diagnostico de hemoparasitos (SEGHAL et al., 2005). Os
problemas mais frequentes apontados por estudos baseados nesse diagnostico sao o
tempo gasto com a andlise de cada esfregago e as estimativas muito baixas de
prevaléncia quando comparadas as obtidas por métodos moleculares. No entanto, a
microscopia é um método importante para a caracterizacdo especifica dos parasitos e
para a detec¢io de infec¢do mista (VALKIUNAS et al., 2006).

Devido as limitagGes da detecgdo por microscopia, pincipalmente em estudos
de prevaléncia, a PCR tem sido usada como método complementar para a identificacdo
dos parasitos e para a deteccdo de infeccdo (BENSCH et al., 2000; PERKINS &
SCHALL 2002; WALDENSTROM et al. 2004). Diversos autores demonstraram que as
técnicas moleculares podem ser mais sensiveis para a detecgdo de hemosporideos,
mesmo em baixas parasitemias e infec¢des cronicas (JARVI et al., 2002; RICHARD et
al., 2002; RIBEIRO et al., 2005; VARDO et al., 2005; DURRANT et al., 2006;
FALLON & RICKLEFS, 2008). Além disso, € um método mais pratico para ser usado
em estudos de prevaléncia, por demandar menos tempo para 0 processamento de
grandes quantidades de amostras, o que significa uma vantagem quando comparada a
microscopia.

Apesar da alta sensibilidade associada as teécnicas moleculares, o presente
trabalho demonstrou uma baixa sensibilidade de deteccdo pela PCR e uma maior
positividade de infeccdo a partir da observacdo de esfregacos. Essa divergéncia de
resultados observada pode ter sido reflexo da baixa parasitemia apresentada pelas aves
amostradas, caracterizada pelo pequeno numero de formas dos parasitos encontrado nos
esfregagos. Além de influenciar na concordancia entre os metodos, essa caracteristica
impossibilitou a identificacdo especifica através da analise morfolégica dos parasitos
encontrados em esfregacos sanguineos. Esses resultados corroboram estudos prévios ja
realizados em diferentes regides, inclusive por nosso grupo (JAVRI et al.,, 2002;
VALKIUNAS et al., 2008; BELO et al., 2011). Outros fatores que poderiam influenciar
na baixa sensibilidade da PCR sdo as condi¢cbes de armazenamento a que foram
submetidas as amostras desse estudo, que ndo foram ideais devido as altas temperaturas

durante o periodo de coleta na RDSM. A presenga de falso-negativos pela PCR pode,

48



também, estar associada a presencga de linhagens de hemoparasitos ndo amplificaveis
pelos iniciadores utilizados (FALLON & RICKLEFS, 2008; GARAMSZEGI, 2010).

Considerando as limitagbes, vantagens e desvantagens das técnicas
demonstradas nesse e nos demais estudos citados, podemos reforcar que a combinagéo
entre PCR e microscopia ainda é a melhor forma para otimizar a deteccdo de
hemosporideos, principalmente quando as amostras sdo provenientes de aves silvestres,
com origens distintas, historico de vida desconhecido e que ndo estdo sob condi¢des de
infeccdo experimental controlada (BARKER JR. et al., 1992; MARTINSEN et al.,
2006; VALKIUNAS et al., 2006, 2008; GARAMSZEGI, 2010).

Neste trabalho foi possivel estudar a ocorréncia de hemosporideos em filhotes
das espécies aquaticas estudadas. Sabe-se que a inclusdo de filhotes em estudos desta
natureza nao € frequente. Em R. niger a ocorréncia de infeccdo variou entre filhotes e
adultos. Foram capturados 32 filhotes e desses, apenas cinco (15,6%) apresentaram
infecgdo por hemosporideos. Com relacdo aos adultos da mesma espécie, 68 individuos
foram capturados e desses, 15 foram positivos (22%).

Como havia filhotes infectados, deve-se considerar que a transmissdo de
hemosporideos estava ocorrendo no local de amostragem, pois todos esses filhotes
nasceram e permaneceram na Praia do Meio durante o periodo de reprodugdo. No
entanto, € possivel que essas aves apresentem algum tipo de resisténcia, visto que a
parasitemia encontrada foi baixa e ndo havia sinais de infeccdo, como fraqueza, anemia
ou anorexia, nos filhotes. Essa resisténcia pode ser proveniente de imunidade passiva,
que limitou por algumas semanas a multiplicacdo dos parasitos e a persisténcia do
desafio de infeccdo pode ter contribuido para a ativacdo da imunidade adaptativa
(KAISER, 2010). No entanto, como esses filhotes foram acompanhados durante trés
meses apenas, ndo podemos afirmar se alguma ave apresentou sinais clinicos ou
aumento da parasitemia apds esse periodo.

A existéncia de menos filhotes parasitados em relacdo aos adultos poderia ser
explicado pelo fato de animais adultos estarem a mais tempo expostos a vetores e com
isso mais infectados (ARRIERO & MOLLER, 2008; QUILLFELDT et al., 2011).
Outros elementos podem ser considerados na tentativa de explicar a maior ocorréncia
em adultos. Uma possibilidade seria a reincidéncia de hemoparasitos relacionada a
fatores intrinsecos do ciclo reprodutivo das aves, principalmente alteracbes hormonais
que acarretam oscilagfes na resposta imune dos hospedeiros, podendo reagudizar

infeccBes previamente estabelecidas ou favorecer a instalagdo de novas infecgGes
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(BEAUDOIN et al., 1971; DEVICHE et al., 2001; GARVIN & GREINER, 2003).
Além desses fatores intrinsecos, o desgaste fisico, por aumento de demanda energética
para a incubacdo dos ovos e cuidados com a prole, causa um estresse fisioldgico por
acao enddcrina, que junto aos hormonios reprodutivos levam a alteracBes no status
imunologico. Outro ponto importante, é que a nidificagdo resulta em uma diminuicéo da
atividade, pois 0s animais permanecem mais tempo parados chocando 0s ovos no ninho,
tornando-os mais suscetiveis aos vetores (VALKIUNAS, 2005).

Essa caracteristica de infeccdo encontrada poderia ser explicada pelo
comportamento apresentado por R. niger. Essa espécie de ave possui maior atividade
durante a noite, ficando em repouso no solo, proximo a &gua, a maior parte do tempo
durante o dia. Esse tempo de repouso coincide com o periodo de maior atividade dos
possiveis vetores de Haemoproteus spp., Segundo dados encontrados na literatura,
incluindo trabalhos ja realizados no bioma Amazonia, as diferentes espécies de
ceratopogonideos apresentam comportamentos zoofilicos distintos entre elas, com
maior atividade durante o creplsculo para algumas espécies, e durante as horas mais
quentes do dia (LINLEY et al., 1983; TRINDADE & GORAYEB, 2005).
Provavelmente ocorre atividade intermitente desses insetos vetores durante todo o dia.
Por outro lado, a exposicdo a transmissdo de Plasmodium spp. seria relativamente
menor. Isso porque os insetos culicideos, vetores dos plasmodios aviarios, possuem
maior atividade de repasto durante o crepusculo (FORATTINI et al., 1986), periodo que
coincide com maior atividade de individuos adultos de R. niger. Assim, os individuos
adultos seriam mais suscetiveis a infec¢des por Hamoproteus spp, por estarem sob
exposic¢do mais intensa a ceratopogonideos do que a culicideos.

Seguindo essa mesma logica, poderiamos levantar a hipOtese de que a
dindmica de infeccédo é diferente para os individuos adultos de P. simplex. Esta espécie
possui periodos de menor atividade durante o creplsculo e de maior atividade durante o
dia, e assim, estariam mais suscetiveis a infec¢cGes por Plasmodium spp. do que por
Haemoproteus spp. Infelizmente, a captura de adultos de P. simplex de vida livre, in
situ, é praticamente inviavel em locais de nidificacdo, dificultando a execucdo de
estudos que corroborem essa hipdtese. N&o foi possivel comparar a frequéncia de
infeccdo entre as espécies, pois foram amostrados somente filhotes de P. simplex,
enquanto para R. niger aves jovens e adultas foram avaliadas.

Devido as caracteristicas da amostra avaliada nesse trabalho serem bastante

distintas das avaliadas nos demais estudos sobre o assunto, ndo foram feitas

50



comparagBes mais especificas sobre as influéncias dos pard@metros ambientais nas taxas
de prevaléncia e ocorréncia de hemoparasitos. Primeiro, porque as espécies P. simplex e
R. niger nunca tinham sido incluidas em estudos sobre hemosporideos, e também nao
existem outros relatos de doencas nessas duas espécies. Segundo, porque o ambiente
onde essas aves foram capturadas possui caracteristicas bastante peculiares: area cuja
existéncia é sazonal e sofre forte influéncia de uma bacia hidrogréfica de caracteristica
muito dindmica; que fica submersa durante a maior parte do ano; local de nidificacao
com alta densidade de aves e quel6nios, sem vegetacdo e com baixa atividade antropica.
Com isso, a Praia do Meio se diferencia muito dos demais habitats onde ja foram feitos
estudos sobre malaria aviaria, que possuem vegetacdo e ndo sdo areas de intensa
nidificacdo. Além disso, a maioria dos trabalhos foi realizada em aves com
caracteristicas bioldgicas bastante distintas de P. simplex e R. niger. Sabe-se que
diferentes habitats, com niveis distintos de interagdes ecoldgicas e de alteracGes (mais
ou menos antropizados), podem determinar composic¢des e dindmicas muito diferentes
da triade parasito-vetor-hospedeiro, constituindo situacGes de parasitismo e prevaléncias
incomparaveis entre si (ATKINSON, 1988; MARINI et al., 1996; SHUTLER, 1996;
DURRANT et al., 2006; GARVIN & REMSEN, 1997; PIERSMA, 1997; MENDES et
al.,, 2005; ARRIERO & MOLLER, 2008; BELLO et al., 2011; DELGADO &
FRENCH, 2012).

Por isso, seria necessario conduzir mais estudos com as espécies aqui
avaliadas, bem como com outras espécies da mesma regido e da mesma comunidade, a
fim de estabelecer um padréo de infeccdo nesse local. Estudos sobre a ocorréncia de
hemosporideos em P. simplex e R. niger em outros pontos da América do Sul também
sdo importantes, pois tornariam os dados sobre maléria nessas aves muito mais
robustos, uma vez que as comparag¢fes com dados compilados da literatura, sobre outras
aves em outros habitats, podem néo representar as reais condi¢des dessas espécies e dos
locais onde elas ocorrem naturalmente. Além disso, explorar as possibilidades de
ocorréncia de linhagens aparentemente especialistas, que poderiam servir de marcadores
geogréficos das aves migratorias a partir de comparacfes entre a distribuicdo das
linhagens encontradas em sitios de reproducdo e nascimento, com aquelas encontradas
em regides de invernada. Um estudo mais completo incluiria, também, a amostragem de
aves sedentérias residentes de cada local.

E necessario considerar, ainda, que as aves migratorias, além de indicadores

de satde ambiental, funcionam como dispersoras de diversas doengas de importancia
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antropozoondtica, como Influenza e Febre do Nilo, e de importancia na avicultura
comercial, como a doencga de New Castle. Por isso, é fundamental a ampliacéo das areas
de monitoramento sanitario, com programas mais completos de triagem, principalmente
em animais de vida livre, através do diagnodstico de outros microorganismos
patogénicos, além dos hemoparasitos, que porventura possam estar sendo carreados por

animais que realizam migracao.

6.2. Diversidade de hemoparasitos

As seis sequéncias obtidas (3,47% das 173 amostras coletadas)
corresponderam a trés diferentes linhagens, sendo duas de Plasmodium e uma de
Haemoproteus. A linhagem de Plasmodium sp. Ryni_ RDSMO02, encontrada em um
individuo adulto de R. niger ja tinha sido descrita no Brasil em 11 espécies de aves, de
oito familias distintas, da ordem Passeriforme: em &reas de Cerrado, Mata Atlantica e
Mata Seca de Minas Gerais (LACORTE et al. 2013); em uma espécie sinantrépica no
Tocantins, Brasil (MARZAL et al., 2011). Também foi descrita em trés espécies da
ordem Piciforme em cativeiros de Minas Gerais (FERREIRA JR, 2012). Levin et al.
(2013) encontraram essa linhagem em Passeriformes nas Ilhas Galapagos, Equador, em
uma espécie nativa da Ameérica do Norte que migra para a América do Sul para
invernar. A mesma linhagem, denominada por Archer et al. (2011) como HMA-2012,
foi encontrada em uma espécie de ave da ordem Passeriforme na Costa Rica e em outra
na regido de Nova York, nos EUA. Essa linhagem foi caracterizada como Plasmodium
nucleophilum por Chagas et al. (2013) em uma ave exotica, da ordem Anseriforme,
nascida no Zoologico de Sdo Paulo.

A linhagem Ryni_RDSMO01 de Plasmodium sp. foi encontrada em outro R.
niger adulto da Praia do Meio. Essa mesma linhagem ja foi descrita em trés familias da
ordem Passeriformes: em duas espécies no sudoeste e nordeste dos Estados Unidos
(EUA) (PAGENKNOPRP et al., 2008; LEVIN et al., 2013); e em trés espécies no Brasil,
em Minas Gerais (LACORTE et al., 2013). Essa mesma linhagem, denominada
GHOW3489 por Ishak et al. (2008), foi encontrada em uma espécie da ordem
Stigiforme em um cativeiro na Califérnia, EUA (ISHAK et al., 2008). Merino et al.
(2008) descreveram essa mesma linhagem em uma espécie de Passeriforme no Chile,

denominando-a de ChP5. A ocorréncia dessa linhagem em pontos distantes entre si
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pode estar relacionada & migracao de seus hospedeiros, demonstrando a importancia das
aves migratorias na dispersdo de hemoparasitos por areas bastante distintas em aspectos
biogeogréficos.

Nota-se que as duas linhagens de Plasmodium encontradas em R. niger da
RDSM, no Amazonas, apresentam um certo grau de generalismo, sendo encontradas em
aves taxonomicamente diferentes. De fato, Bennet e colaboradores (1982) j& haviam
demonstrado a baixa especificidade de Plasmodium sp., apresentando ampla
distribuicdo em aves de diferentes espécies e ordens, oriundas de hébitats bastante
heterogéneos. Acredita-se, também, que existam muitas espécies e géneros de
culicideos como potenciais vetores de Plasmodium sp., muitos com uma grande
plasticidade para adaptacdo em ambientes diversos e ampla distribuicdo geografica, o
que facilitaria a manutencdo do ciclo do parasito em diferentes areas (FRIEND &
FRANSON, 1999). Além disso, maiores prevaléncias podem estar relacionadas a
diferencas na capacidade dos vetores em transmitir algumas linhagens com maior
eficiéncia do que outras (ALAVI et al., 2003; PAGENKOPP et al., 2008). No entanto,
essas diferencas nas dinamicas da transmissdo sdo dificeis de elucidar sem maiores
estudos sobre a abundéncia e distribuicdo dos vetores.

Uma unica linhagem de Haemoproteus sp. (Ryni_RDSM) foi a mais
abundante, encontrada em cinco individuos adultos de R. niger, a partir da amplificacdo
pela nested PCR segundo protocolo descrito por Hellgren e colaboradores (2004). A
caracterizacdo molecular utilizando sequéncias parciais do citocromo b demonstrou que
a linhagem Ryni_RDSM possui 100% de similaridade genética com Haemoproteus
macrovacuolatus (linhagem CA1017), descrita pela primeira vez em Dendrocygna
autumnalis (marreca-cabocla) em uma regido de savana na Colémbia (MATTA et al.,
2014). A analise filogenética identificou ainda uma proximidade entre essa espécie de
Haemoproteus e a linhagem C033 encontrada em patos (Dendrocygna javanica) no
sudeste da Asia, indicando um antecessor comum entre as trés linhagens descritas aqui.
Considerando que o0s géneros de aves Dendrocigna e Rynchops possuem uma
distribuicdo ampla, predominantemente topical e subtropical, com algumas espécies de
distribuicdo sobreposta, essas linhagens de Haemoproteus podem servir de modelos em
estudos biogeogréaficos, para demonstrar a existéncia de simpatria ou especiacdo
geografica de hemoparasitos e os efeitos de especificidade e/ou generalidade de

hospedeiros.
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Segundo alguns autores, as espécies de Haemoproteus sdo relativamente
hospedeiro-especificas e restritas a poucas espécies de aves (ATKINSON et al., 1986;
BENNETT et al., 1994a; SAVAGE & GREINER, 2004; PEIRCE & ADLARD, 2005).
No entanto, trabalhos mais recentes demonstram um panorama diferente em relacdo a
dindmica de infeccdo por espécies de Haemoproteus, em que foram encontradas
linhagens com amplas distribuicfes, infectando hospedeiros de familias e ordens
distintas (FALLON et al., 2003b; RICKLEFS, et al., 2004; RICKLEFS et al., 2005;
BELO, 2012).

Essas variacbes na estratégia de exploracdo de hospedeiros, do completo
generalismo a altos graus de especialismo, sdo dependentes de complexas interagoes
entre fatores bioticos e abidticos nas comunidades onde a transmissdo ocorre. Os fatores
abioticos incluem as condic¢es climaticas e as caracteristicas do habitat, determinando a
diversidade e a abundancia dos hospedeiros vertebrados e invertebrados. Os fatores
bidticos, relacionados aos hospedeiros, incluem sexo, faixa-etaria, imunidade, padrdes
de migracdo e de comportamento (BENSCH et al., 2000;. RICKLEFS & FALLON,
2002;. RICKLEFS et al., 2005). Assim, em regides de grandes areas continuas, com
climas mais estaveis, ambientes menos degradados e com um ecossistema em estagio
sucessional maduro, assim como as florestas tropicais preservadas da Amazonia, por
exemplo, proporcionariam um aumento da diversidade biolégica geral, criando
situacbes mais intensas de competicdo entre parasitos e aumentando o grau de
especializacdo dos parasitos em relacdo aos hospedeiros. Em contrapartida, em biomas
mais delicados e instaveis, as comunidades possuem nichos mais amplos, devido a
necessidades adaptativas de cada espécie, tornando os organismos mais generalistas
(PERONI & HERNANDEZ, 2011). Esses fatores podem ser determinantes na variacao
entre regides, e também conforme as espécies hospedeiras, quanto ao grau de
generalismo ou especialismo de algumas linhagens de Haemoproteus e Plasmodium,
pois a dindmica parasito-hospedeiro em populacbes de aves migratdrias pode estar
sujeita a pressdes de selecdo contrastantes com as sofridas em populacdes de aves
sedentarias (FALLON et al., 2006).

No entanto, a escassez de estudos in situ sobre hemoparasitos de aves silvestres,
principalmente na regido amazonica, dificulta o entendimento sobre as particularidades
das infecgdes por Haemoproteus sp. em algumas ordens de aves. Principalmente porque
a maioria dos trabalhos contempla amostragens de Passeriformes, o que né&o

representaria um bom parametro para estabelecer correlagdes de infeccdo por
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Haemoproteus sp. em aves Charadriiformes, amostradas nesse estudo, pois as dindmicas
de infeccdo por hemosporideos nessa ordem de aves é praticamente desconhecida. A
ampliacdo das areas de estudo bem como uma avaliagdo mais ampla avaliacdo sanitaria
das populacdes selvagens de aves Charadriiformes, € fundamental para identificar: (1)
quais hemoparasitos ocorrem e quais podem comprometer significativamente as
dindmicas populacionais e de migracdo; (2) para avaliar morbidade e mortalidade; (3) e
para demonstrar quais hemoparasitos atuam em sinergismo com outras patologias,
principalmente viroses. Por algumas espécies, como R. niger e P. simplex possuirem
uma distribuicdo geografica abrangente, € fundamental inclui-las nos programas de
avaliacdo sanitaria com objetivos conservacionistas e de coleta de informacgdes sobre

agravos e epizootias em animais selvagens.
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7. CONCLUSOES

Os dados encontrados nesse estudo corroboram a hipétese da existéncia de
infeccdo por Plasmodium spp. e por Haemoproteus spp. em aves das espécies R. niger e
P. simplex na RDSM. Além disso, foi confirmada a transmissdo de hemoparasitos na
RDSM através da deteccao de infeccdo nos filhotes nascidos na regido.

As linhagens de Plasmodium encontradas nas aves em Mamiraua apresentam
uma caracteristica de distribuicéo, geografica e de hospedeiros, mais generalista quando
comparado a linhagem de Haemoproteus.

N&o foram encontradas evidéncias de doenca clinica decorrente das infeccdes,
tanto por Plasmodium spp. quanto por Haemoproteus spp., nas aves amostradas.
Também ndo existem descricdes na literatura que demonstrem a viruléncia ou a
mortalidade dessas infec¢bes em Charadriiformes.

A linhagem Ryni_RDSMO1 de Plasmodium, além de ter sido encontrada em
aves adultas da espécie R. niger em Mamiraud, ja foi descritas na regido sudeste do
Brasil, na costa oeste dos EUA, e no extremo sul do Chile. A ocorréncia dessa linhagem
em pontos distantes entre si pode estar relacionada a migracdo de seus hospedeiros,
demonstrando a importancia das aves migratdrias na dispersdo de hemoparasitos por
areas bastante distintas em aspectos biogeogréaficos.

A outra linhagem de Plasmodium encontrada (Ryni_RDSM02) também havia
sido descrita em diferentes espécies de aves em pontos distintos, porém, restritos a
América do Sul e Central.

Algumas caracteristicas biolégicas dos hospedeiros vertebrados e
invertebrados podem estar relacionadas a diferencas na susceptibilidade das aves aos
parasitos da malaria aviaria, como por exemplo, periodo de atividade e descanso. 1sso
foi demonstrado com a diferenca na prevaléncia de Plasmodium em espécies de habitos
diurnos e vespertinos, e de Haemoproteus em aves com pico de atividade a noite.

A linhagem de Haemoproteus sp. Ryni_RDSM descrita neste estudo também
foi descrita em uma espécie de Anseriforme na Colémbia, demonstrando uma area de
ocorréncia bastante restrita desse género de hemoparasito. No entanto, as amostragens
em aves Americanas sdo bastante restritas a ordem Passeriformes. Assim, estudos que
incluam ordens poucos avaliadas, como Charadriiformes e Anseriformes, fazem-se
necessarios para contribuir com informacgdes adicionais. Principalmente sobre a

ocorréncia de Haemoproteus spp.
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Por fim, corroborando o que foi descrito em outros trabalhos na area,
demonstramos que a associacdo dos métodos de microscopia Optica e PCR permite a
identificacdo de um maior nimero de aves infectadas e deve ser utilizada em estudos de
prevaléncia de malaria aviaria, pois as duas técnicas em conjunto detectam maior
ndmero de animais positivos.
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA
CEP/IDSM

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Ocorréncia de Plasmodium spp. em
aves silvestres na Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua -
Amazonas”, sob Protocolo CEP IDSM 005/2012, que tem como responsavel
Fernanda Lopes Roos, esta de acordo com os Principios Eticos de Pesquisa
adotados pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP/IDSM), tendo sido aprovado
na reunido de 04/10/2012. Este certificado tem validade até 03 de outubro de
2013.

CERTIFICATE

——We certify that the-project entitied "Occurrence of Plasmodium spp. in free-
ranging birds in Mamiraua Sustainable Development Reserve", submitted
by Fernanda Lopes Roos under Protocol CEP IDSM 005/2012, is in
accordance with the Ethical Principles for Research adopted by the Ethics
Committee (CEP/IDSM). The protocol was approved on October 4, 2012 and
this certificate is valid until October 3rd, 2013.

Tefé, 04 de outubro de 2012.

Dra. Miriam Marmontel
Coordenadora do CEP IDSM

Instituto de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua
CNPJ: 03.119.820/0001-95 — Inscricdo Estadual: Isenta
Estrada do Bexiga, n® 2584 - Bairro Fonte Boa - CEP 69470-000 - Tefé/AM - Brasil
PABX: +55-97-3343-4672 - FAX: +55-97-3343-4672

E-mail: mamiraua@mamiraua.org.br
HOME-PAGE: www.mamiraua.org.br
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA
CEP/IDSM

PARECER CONSUBSTANCIADO
Reunido CEP 04 outubro 2012

Proponentes: Fernanda Lopes Roos

Projeto: Ocorréncia de Plasmodium spp. em aves silvestres na Reserva de
Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua - Amazonas

Submissdo: 18/09/2012

No. Protocolo: 005/2012

O projeto foi submetido fisicamente, com as assinaturas ndo originais, em 18 de
setembro de 2012. O CD contendo o material em formato eletrdnico s6 foi submetido em 30 de
setembro de 2012. Durante a reunido de avaliagdo foram entregues os documentos com
assinaturas originais. O projeto foi protocolado em 18/09/2012, recebendo o numero de
protocolo CEP IDSM 005/2012. Todos os documentos solicitados foram disponibilizados,
incluindo o parecer cientifico positivo de nimero 13/2012, comprovagdo de financiamento,
curricula vita e cartas de aceite.

A proponente, aluna de mestrado do programa de pos-graduagdo em Parasitologia do
Instituto de Ciéncias Bio'égicas da UFMG, preteade pesquisar a presenga de hemoparasitis do
género Plasmodium em aves aquaticas que ocorrem na RDS Mamiraua. O projeto se enquadra
dentro das areas Ciéncias Biologicas - Parasitologia - Malaria constantes da tabela de areas de
conhecimento do CNPq.

A justificativa se baseia na importancia da presenga de hemoparasitos em aves como o
indicador de variagdes na dindmica populacional das espécies em estudo, especialmente
considerando-se due trata-se de espécies migratdrias.

O objetivo do trabalho é determinar a ogorréncia de hemoparasitos em 3 espécies de
aves silvestres aquaticas migratdrias na regido amazodnica baseado no diagnostico de infecgdes,
relacdo da frequéncia do parasito com caracteristicas biolégicas das aves, caracterizagao da
diversidade genética de isolados e correlagdo desta variabilidade com a biologia das aves.

O trabalho consiste em um projeto de mestrado, tem a previsdo de duragdo de 2 anos, e
se desenvolvera em praias do setor Horizonte, concomitantemente as capturas do projeto "Aves
em praias e plantagdes: aspectos migratorios, reprodutivos e pressdo de caga nas Reservas de
Desenvolvimento Sustentdvel Mamiraud e Amanda, Amazonas", de Bianca Bernardon,
protocolado e aprovado neste CEP sob niimero CEUAP 004/2011. A licenga SISBIO de captura
do projeto 004/2012 supre as necessidades das atividades do projeto ora em avaliagdo. O
nimero amostral ndo foi definido previamente por depender da quantidade de aves a serem
capturadas, salientando-se que a quantidade de aves previstas para captura e anilhamento
(segundo projeto CEUAP 004/2011) € de 800 aves.

A proponente detalha a forma de captura e coleta de sangue, metodologias padrdo
normalmente utilizadas em estudos desta natureza; assim como as analises genéticas a serem
desenvolvidas em laboratorio. O grau de severidade envolvido na manipulagdo dos animais,
incluindo a exposigdo a elementos fisicos e/ou atmosféricos e o método de contengdo mecanica

Instituto de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua
CNPJ: 03.119.820/0001-95 - Inscri¢cao Estadual: Isenta
Estrada do Bexiga, n° 2584 - Bairro Fonte Boa - CEP 69470-000 - Tefé/AM - Brasil
PABX: +55-97-3343-4672 - FAX: +55-97-3343-4672
E-mail: mamiraua@mamiraua.org.br
HOME-PAGE: www.mamiraua.org.br
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e extragdo de sangue, foi classificado, pela proponente, como moderado. Nao foi submetido um
modelo de TCLE, por néo ser adequado neste contexto.

Ap6s a avaliagio do protocolo, o CEP recomenda/solicita:

o na primeira oportunidade (antes do inicio das atividades de manipulagao
dos animais) seja feita uma reuniio com a comunidade diretamente
envolvida (Novo Horizonte) para esclarecer sobre os procedimentos
adicionais aos de captura e anilhamento, e que esta reunido seja feita com a
presenca da pesquisadora Bianca Bernardon, ao qual o projeto esta
associado e sob cuja licenca ele se desenvolvera

o se houver alteragio significativa nos formularios, que seja encaminhado
novo modelo ao CEP, para atualiza¢iio (o CEP se torna co-responsavel pela

pesquisa)

o datas de relatério: parcial até 04 de abril de 2013; final até 01 de outubro
de 2013

o validade do certificado: 03 de outubro de 2013

O projeto foi considerado aprovado.
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Dra. Miriam Marmontel
Coordenadora do CEP IDSM
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