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RESUMO
CARDOSO, Kitawann. T. S. N.; BATISTA, Joilson.; F.; BRITTO, Fabio. B.; MENDONCA,
Ivete. L. Taxa de Positividade e Identificacdo de Parasitos Causadores da Malaria

Aviaria em Pombos (Columba livia domestica) Gmelin, 1789 no centro de Teresina — PI

Os géneros Haemoproteus, Plasmodium e Leucocytozoon, pertencem a ordem Apicomplexa.
Entre as principais espécies de aves infectadas por estes parasitas estdo 0s pombos domesticos
Columba livia. O objetivo desse trabalho foi investigar a presenca de parasitos causadores de
malaria aviaria, através de técnicas moleculares e parasitolégicas em pombos do centro de
Teresina Piaui. As coletas foram realizadas em pracgas Publicas do centro de Teresina. As
analises parasitologicas foram desenvolvidas no Laboratério de Sanidade Animal
(LASAN/CCA) e a analise molecular foi realizada no Laboratorio de Biologia Molecular
(CCN) ambos da Universidade Federal do Piaui (UFPI). Foram utilizadas 54 aves, e
verificou-se a presenca de hemoparasitos, ectoparasito como piolhos do género Columbicola e
aves apresentaram lesdes. Obteve se através da microscopia dptica Taxa de Positividade para
malaria aviaria de 83,33% (45/54) para o0 centro de Teresina, com baixa intensidade
parasitaria. Os estudos moleculares apontaram a presenga de Haemoproteus e/ou Plasmodium
em 98,1% (53/54) das amostras, ndo observando nenhuma amostra positiva para
Leucocytozoon.

Palavras-chave: Haemoproteus, Plasmodium, Leucocytozoon, PCR, Microscopia.



ABSTRACT
CARDOSO, Kitawann. T. S. N .; BATISTA, Joilson .; F .; BRITTO, Fabio. B.; Mendonca,
Ivete. L. Positivity Rate Causing Parasites and Identification of Avian Malaria in pigeons

(Columba livia domestica) in the center of Teresina - Pl

The Haemoproteus, Plasmodium and Leucocytozoon genders belongs to the Apicomplexa
order. Among the main species of birds infected by these parasites there are domestic pigeons
(Columba livia). The aim of this study was to investigate the presence of parasites which
causes avian malaria, through molecular and parasitological techniques in pigeons from the
center of Teresina, Piaui. Samples were collected in public squares in the center of Teresina.
Parasitological analyzes were developed in the Animal Health Laboratory (LASAN/CCA)
and the molecular analysis was performed in the Laboratory of Molecular Biology (CCN)
both from the Federal University of Piaui (UFPI). It was used 54 birds, and it was found the
presence of hemoparasites, ectoparasito such as lice of the genre Columbicola and injured
birds. It was obtained through optical microscopy positivity rate for avian malaria in 83.33%
(45/54) to the center of Teresina, with low parasite intensity. The molecular studies indicate
the presence of Haemoproteus and/or Plasmodium in 98.1% (53/54) of samples, not observing
any positive sample of Leucocytozoon.

Keywords: Haemoproteus, Plasmodium, Leucocytozoon, PCR, Microscopy.
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1.0 INTRODUCAO

Popularmente conhecido como Pombo, a espécie Columba livia (Gmelin, 1789) é uma
espécie exotica que se adaptaram bem aos centros urbanos pela oferta de condigdes favoraveis
ao seu desenvolvimento. Em muitos paises, 0s pombos sdo considerados como pragas
urbanas, sendo um reservatorio de varias doencas aos seres humanos e a outros animais
(PADOVEZI, 2010).

Vaérias espécies de parasitos podem acometer 0s pombos, como ectoparasitas e
endoparasitas sendo alguns microscépicos, como 0s protozodrios sanguineos. Entre os
hemoparasitos mais estudados e mais frequentes nos pombos estdo o Plasmodium sp.,
Haemoproteus sp. e Leucocytozoon sp. (PADOVEZI, 2010).

Patdgenos podem ter importancia na dinamica de populacbes, apresentando
importancia na manutencdo da diversidade em comunidades ecoldgicas e ecossistemas
(MCCALLUM; DOBSON, 1995). Podem ameacar a biodiversidade interferindo nas
populacdes naturais, uma vez que parasitos interferem ndo apenas na sobrevivéncia, mas
também na reproducdo de seus hospedeiros (ALTIZER; FOUFOPOULOS; GAGER, 2001).

As doencas tém sido apontadas como importantes causa de extincdo de espécies
silvestres (SANTOS, 2012). Como exemplo, o ingresso acidental de insetos vetores em Maui
(Havai), no século XIX, e posteriormente a introducdo de espécies exdticas de aves
parasitadas por Plasmodium relictum, sdo apontadas como responsaveis por algumas das
extingbes de aves endémicas da regido (VANRIPER et al, 1986). Embora se tenha
conhecimento da importancia do estudo destes parasitos, poucos trabalhos utilizam dados
sobre prevaléncia e distribuicdo de hemoparasitos para responder questdes ecoldgicas,
evolutivas e comportamentais.

O género Haemoproteus pertence ao filo Apicomplexa, ordem Haemosporina, a
familia Plasmodidae (PIERCE, 2000). Em 1906, descobriu-se que, Haemoproteus columbae
(KRUSE, 1890), parasita de pombos e codornas, era transmitido por um mosquito
hematofago (FALLIS; WOOD, 1957). Os organismos classificados do género Haemoproteus
apresentam  distribuicdo cosmopolita com mais de cem espécies catalogadas infectando
aves e representando muitas das familias (BENNETT; PEIRCE, 1988).

Véarios gametocitos em um Unico eritrécito sdo comumente observados em algumas
espécies, como H. tinnunculi (PEIRCE; BENNETT; BISHOP, 1990). Assim como
organismos extracelulares podem ser observados ocasionalmente em algumas amostras. Em

geral, os gametdcitos de Haemoproteus spp. possuem um contorno periférico distinto,
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citoplasma que contém quantidades variaveis de um amarelo com pigmento marrom escuro
granular e puntiformes granulos roxos, e um nucleo central. Em algumas espécies, a diferenca
morfoldgica entre macrogametécitos e microgametocitos pode ser identificada (PHILLIP;
WAYNE; SHANE, 2009).

Os plasmodios sdo encontrados entre répteis, seres humanos e outros mamiferos.
Estes parasitos pertencem ao filo Apicomplexa, classe Sporozoae, ordem Haemosporina,
familia Plasmodidae, género Plasmodium, sendo agrupados em 14 subgéneros, assim
distribuidos: sete subgéneros ocorrem em répteis (TELFORD, 1984), trés subgéneros em
mamiferos, quatro subgéneros em aves (GARNHAM, 1960), sendo eles, Haemamoeba,
Giovannolaia, Novyella e Huffia.

Os plasmodios aviarios sdo parasitos de grande importancia por serem utilizados
extensivamente como modelos ecologicos do sistema hospedeiro e parasito (HAMILTON;
ZUK, 1982; ATKINSON; VAN RIPER I11, 1991), além de servirem como modelo para o
estudo da maléria humana.

Muitas espécies de Plasmodium foram relatadas a partir de aves (SOULSBY, 1982). A
morfologia do organismo varia entre as espécies, em geral, 0s gametdcitos de espécies de
Plasmodium podem ser irregularmente redondo, alongados em forma de "L" ou "V", com um
nucleo centralizado anfofilico redondo, e citoplasma moderadamente baséfilo contendo varios
granulos de pigmento castanho escuro. Plasmodium juxtanucle sdo relativamente pequenos
com cistos redondos, enquanto em P. relictumhas os gametocitos sao irregulares, ambas as
espécies podem deslocar o nacleo do eritrocito hospedeiro (SOULSBY, 1982).

O Leucocytozoon pertence ao filo Apicomplexa, classe Coccidia (LEUCKART, 1879)
ordem Haemosporina, familia Plasmodidae (LEVINE; CAMPBELL, 1971), Existem diversas
espécies de Leucocytozoon, mas poucas patogénicas (VALKIUNAS, 2005).

Existe em torno de 143 espécies relatadas de hospedeiro especifico, sendo que, a
espécie Leucocytozoon marchouxi € a mais encontrada em pombos, e raramente apresenta
patogenicidade (VALKIUNAS, 2005). A descricdo das espécies é baseada normalmente na
morfologia dos gametocitos na circulacdo sanguinea, estudos dos estadgios dos merontes
exoeritrociticos ou esquizontes (FORRESTER; ELLIS, 2008). Numerosas espécies de
Leucocytozoon foram identificadas a partir de muitas familias de aves hospedeiras (SAVAGE;
ARIEY; GREINER, 2006).

A gametogdnia de espécies de Leucocytozoon ocorre dentro de células hematoldgicas,
ao passo que a esquizogbnica ocorre em varios gametdcitos celulares. O parénquima e

endotelio de Leucocytozoon séo altamente pleomdéficos com algumas espécies apresentando
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tanto formas fusiformes quanto arredondadas ou somente uma das formas. No caso do L.
maclaeniare 0 mesmo apresenta forma tanto fusiforme como redonda (BENNETT et al.,
1991). No entanto, os descritos a partir de estudos com Leucocytozoon de passeriformes,
mostram que todos exibiram formas redondas (BENNETT; PEIRCE, 1992), assim como L.
podargii, L. ibisi e L.otidis (ADLARD; PEIRCE; LEDERER, 2002). A presenca do parasita
pode ampliar a célula hospedeira. O ndcleo da célula hospedeira infectada normalmente é
distorcido, obtendo uma forma crescente homogénea longa e escura ao longo de uma borda do
parasita onde o0 mesmo € deslocado para a margem da célula hospedeira (PHILLIP; WAYNE;
SHANE, 2009).

O estudo das interacdes entre parasitos e hospedeiros é importante para se entender
relacdes ecoldgicas, evolutivas e comportamentais, incluindo selecdo sexual (CLAYTON et
al., 1991), migracdo (ALTIZER; OBERHAUSER; BROWER, 2000) e capacidade
competitiva (MAKSIMOWICH; MATHIS, 2000). Individuos parasitados podem ser mais
predados e menos habeis para defender territorios (LAFERTY; MORRIS, 1996). Portanto, o
impacto de parasitos sobre a sobrevivéncia e reproducdo de seus hospedeiros tem
manifestacdes ndo somente na dinamica populacional do hospedeiro, mas também na
abundancia relativa e na estrutura da comunidade, disperséo e diversidade genética (SCOTT,
1988).

Pouco se sabe sobre a transmissdo sazonal de hemoparasitos em regifes tropicais e
subtropicais onde vetores permanecem ativos o ano todo (ATKINSON; FORRESTER,;
GRESINER, 1988a). A sazonalidade na prevaléncia de hemoparasitos em populacdes de aves
silvestres tem sido mostrada em diversos estudos conduzidos em regifes temperadas
(DEVICHE; GREINER; MANTECA, 2001) onde condicGes climaticas extremas limitam sua
transmissdo aos meses quentes do ano. Muitos destes estudos foram conduzidos com espécies
migratorias em suas areas de reproducao, portanto, limitados ha poucos meses consecutivos.

Aves migratorias diferem das residentes por serem expostas a pelo menos duas faunas
de parasitos durante seu ciclo anual (WALDENSTROM et al., 2002). Quando pensado em
sua importancia na producdo, deve-se lembrar que o esforco reprodutivo pode levar a um
aumento na prevaléncia de parasitos através da reducdo de recursos alocados para defesa do
hospedeiro (SHELDON; VERHULST, 1996).

1.1 Género Haemoproteus (Kruse, 1890)

1.1.1Etiologia, vetores e reservatorios do Género Haemoproteus
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O género Haemoproteus pertence ao filo Apicomplexa, ordem Haemosporina, familia
Plasmodidae, onde sdo caracterizados pelo seu desenvolvimento intraeritrocitario e producéo
de granulos refrangentes de pigmento escuros, que sdo origindrios da digestdo de
hemoglobina, e distinguidos também pela auséncia de reproducdo assexuada na circulagcdo
sanguinea (PIERCE, 2000). Uma vez que o0s parasitas se desenvolvem em dois grupos de
hospedeiros, 0s vertebrados como as aves e vetores dipteros sugadores de sangue, 0 processo
sexual ocorre nos vetores, sendo assim, as aves hospedeiros intermediarios e 0s vetores 0s
hospedeiros finais definitivos (VALKIUNAS, 2005). Quanto a seus vetores, 0
desenvolvimento do parasito nem seus dois vetores sdo similares, porem podem apresentar
diferencas, no tamanho do oocisto onde nos Culicoides mede aproximadamente 10 um de
didmetro e nos hipoboscideas pode atingir 40 pum de didmetro, no nimero de esporozoitos
produzidos que nos Culicoides produzem cerca de 100 esporozoitos oriundos de um unico
esporoblasto (Valkitinas, 2005), e nas moscas hipoboscideas produzindo-se milhares de
esporozoitos que originasse de multiplos esporoblastos (Atkinson, 2008), e na duracdo da
esporogonia que sdo diferentes entre os dois tipos de vetores, pois nos Culicoides a duracgéo e
inferior a 10 dias e nas moscas hipoboscideas cerca de 10 dias a completar-se, (Valkiinas,

2005). Abaixo sdo descritas as duas espécies de mosca (Figura 1).

Figura 1 - Vetores de Haemoproteus

Fonte: Avian Malaria Parasites and Other Haemosporidia (2004)
(A) Culicoides Nubeculosus; (B) Hippoboscidae Pseudolynchia canariensis

1.1.2Aspectos epidemioldgicos
Em 1906, descobriu-se que Haemoproteus columbae, parasita de pombos e codornas,
era transmitido pela picada de mosquitos hemat6fagos, da familia Hippoboscidae, (FALLIS;

WOOD, 1957), descobriram que mosquitos da familia Ceratopogonidae, do género
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Culicoides podiam transmitir outras espécies de Haemoproteus. Os organismos classificados
no género Haemoproteus apresentam uma distribuicdo cosmopolita com mais de cem espécies
catalogadas infectantes de aves representam assim muitas das familias (BENNETT; PEIRCE,
1988).

1.1.3 Sinais clinicos

Os sinais clinicos em aves geralmente sdo assintomaticos em baixa intensidade
parasitaria, mas podem tornar se sintomaticos durante a fase aguda, quando parasitemias
eritrocitarias e nimeros de merontes nos tecido atingem alta intensidade (CARTER; NANCY;
HUNTER, 2008). Outros autores também ndo relataram anemia significativa em infec¢des
com Haemoproteus, incluindo H. meleagridis em perus doméstico infectados
experimentalmente (ATKINSON; FORRESTER; GREINER, 1988b) e Haemoproteus spp.
em Gra Tits (Parus major) (OTS; HORAK, 1998). Porém, anemia regenerativa grave com
policromasia foi relatada em Corujas Snowy (Bubo scandiacus) infectadas com
Haemoproteus noctuae (EVANS; OTTER, 1998) e em Snowy Corujas, Corujas Tawny, e
Grandes Corujas Horned (Bubo virginianus) infectadas com Haemoproteus syrnii
(MUTLOW; FORBES, 1999).

Os sinais de infeccio em Pombos da Rocha Columba livia
(Gmelin, 1789) incluem fraqueza, anemia e anorexia (COATNEY, 1933). Elevacdo no
namero de linfocito sem circulacdo, heterdfilos, basofilos, eosindfilos e mondcitos foram
observados em infec¢bes naturais e experimentais com Haemoproteus, provavelmente uma
resposta celular mediada de ambos os estagios eritrocitarios e pré-eritricitico do parasita.
Além de nenhuma diferenca significante em concentracdo de proteinas plasmaticas,
hemoglobina e hematocrito foram observadas nas aves infectadas (GARVIN; HOMER,;
GREINER, 2003).

1.1.4 Patologia e Patogenia

Praticamente pouco se sabe sobre a patogénese das infeccbes de Haemoproteus, pois
sdo raras as informacGes sobre o seu desenvolvimento em hospedeiros naturais e
experimentais (CARTER; NANCY; HUNTER, 2008).

Raras respostas do hospedeiro tém sido associadas com o desenvolvimento de
merontes como a ramificacdo de paredes finas que frequentemente ocorrem nos tecidos
pulmonares (GARNHAM, 1966). Pouco se sabe de uma resposta do hospedeiro associada

com merontes pre-eritrocitico e pos-infeccdo. Observou-se que, em Cyanocitta cristata,


https://pt.wikipedia.org/wiki/Johann_Friedrich_Gmelin
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infectadas experimentalmente com H. danilewskii, 57 dias apds infeccdo, hd manifestacdo de
lesbes no figado, bago e pulmao, incluindo necrose no figado, infiltracbes linfocitérias,
epiteliais e hiperplasia nos brénquios terciarios no tecido pulmonar. As alteracGes histoldgicas
no tecido esplénico incluiram hiperplasia de polpa branca arteriolar endotelial, necrose
aleatéria de linfocitose, aumento no nimero por macréfagos, células de plasma, e células de
Mott (GARVIN; HOMER; GREINER, 2003). Acredita-se que lesGes sdo desenvolvidas apds
amadurecimento de merontes que se rompem. Miosite grave tem sido associado com
megalomerontes de paredes espessas em uma variedade de espécies de aves. Estas lesGes sdo
vinculadas com megalomerontes intactos ou rompidas, como manchas brancas ou faixas
hemorréagicas escuras em macrdfagos de tecidos do figado e baco com o aumento destes
6rgdos (ATKINSON; FORRESTER; GREINER, 1988b).

Megalomerontes foram associados a patologia muscular em varios hospedeiros
aviarios infectados experimentalmente (PEIRCE et al., 2004). Mecanismos hemorragicos
escuras em macrofagos de tecidos responsaveis pela anemia nestas espéecies hospedeiras séo
desconhecidos, embora possa haver um equilibrio sensivel de remocéo entre os eritrocitos
parasitados pelo baco e a sua substituicdo por glébulos vermelhos imaturos (ATKINSON;
FORRESTER AND GREINER, 1988b).

1.1.5 Morfologia
Varios gametocitos dentro de um dnico eritrécito sdo comumente observados em
algumas espécies, como H. tinnunculi (PEIRCE; BENNETT; BISHOP, 1990). Organismos

extracelulares ocasionais podem ser observados a baixo (Figura 2).
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Figura 2- Gametdcitos intra e extracelular

Fonte: (CARDOSO, 2015)

(A) Organismos extracelulares e (B) Varios Gametdcito em Gnico eritrdcito

Bennett e Peirce, 1988 dividiram 0s macrogametocitos de Haemoproteus spp. em
cinco categorias morfologicas em microhalteridial, halteridial, circumnuclear, rhabdosomal e
discosomal. Normalmente os gametdcitos de Haemoproteus spp sdo halteridiais sendo
alongados e curvos, normalmente circundando o ndcleo do eritrocito de acolhimento. No
entanto, a forma predominante dos gametocitos varia entre as espécies. Por exemplo,
considerando os haemoproteideos da ordem Falcoformidae, H.tinnuniculi sdo tipicamente
halteridial enquanto o H. janovyi e altamente pleomorfico (PEIRCE; BENNETT; BISHOP,
1990).

Em geral, os gametdcitos de Haemoproteus sp. tem um contorno periférico distinto,
citoplasma que contém quantidades varidveis de um amarelo para o pigmento preto
amarronzado granular e puntiformes granulos roxos, e um nucleo localizado centralmente. Em
algumas espécies, a diferenca morfoldgica entre macrogametocitos e microgametocitos pode
ser identificada (PHILLIP; WAYNE; SHANE, 2009).

1.1.6 Ciclo Biologico

A figura abaixo n°3 abaixo representa o ciclo biolégico do Haemoproteus onde em
sua parte superior ocorre no vetor e a parte inferior ocorrendo na ave: 1 esporozoito em
células endoteliais; 2, 3 exoeritrocito merontes de primeira geracdo com merozoitos

alongados; 4 merozoitos em células endoteliais; 5,6 crescendo e megalomerontes maduros nos
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musculos esqueléticos, respectivamente; 7 merozoites em eritrocitos; 8 amadurecer
gametocitos; 9 merozéito na célula reticulo endotelial no baco; 10,11 crescimento e
amadurecimento de merontes no baco, respectivamente; 12 merozoites em eritrocitos; 13
madurosgametdcitos; 14 macrogameta; De 15 exflagelacdo de microgametas; 16 fertilizacdo
de macrogameta; 17 a forma fertilizada do parasito penetrar na membrana peritrofica; 18

jovem oocisto; 19, 20 esporogdnia; 21 esporozoitos nas glandulas salivares do vetor.

Figura 3- Representacdo esquematica do ciclo de vida do Haemoproteus

Fonte: Avian Malaria Parasites and Other Haemosporidia (2004)

1.2 Género Leucocytozoon
1.2.1 Etiologia, vetores e reservatorios do Género Leucocytozoon (Danilewsky, 1884).

O Leucocytozoon pertence ao filo Apicomplexa, classe Coccidia ordem Haemosporina,
familia Plasmodidae (LEVINE; CAMPBELL, 1971). Até o momento s6 ha relatos de sua

presenca em aves. Na (figura 4) segue um desenho esquematico do vetor.
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Figura 4- Vetor Simulium slossinae

Fonte: Avian Malaria Parasites and Other Haemosporidia (2004)

1.2.2 Aspectos epidemiologicos

Existem diversas espécies de Leucocytozoon, mas poucas sdo conhecidas por serem
patogénicas aos seus hospedeiros. Além dos pombos, podemos citar aves aquaticas,
galiformes e os avestruzes como grupo de risco (VALKIUNAS, 2005). Existe em torno de
143 especies relatadas de hospedeiro especifico, sendo que a espécie Leucocytozoon
marchouxi € o mais encontrado em pombos, e raramente apresenta patogenicidade
(VALKIUNAS, 2005). A descricdo das espécies é baseada normalmente na morfologia dos
gametdcitos na circulacdo sanguinea, estudos dos estagios exoeritrociticos (merontes ou
esquizontes) também sdo verificados e analisados (FORRESTER et al., 2008). Numerosas
espécies de Leucocytozoon foram identificadas a partir de muitas familias de aves hospedeiras
(SAVAGE; ARIEY; GREINER, 2006).

1.2.3 Sinais clinicos

Os sinais clinicos da infeccdo por Leucocytozoon ndo sdo especificas e geralmente sdo
pouco detectaveis (WOBESER, 1997). Animais jovens sdo mais suscetiveis a
Leucocytozoonoses com alta letalidade, as aves mais velhas sdo mais resistentes, mas pode
apresentar apatia e porem com rara letalidade. Anemia € o sinal clinico mais importante
segundo (MALEY; DESSER, 1977). Outros sinais sdo convulsdes, excitacdo acentuada
(KHAN; FALLIS, 1968), anorexia, letargia, dificuldade respiratéria e diarréia (WOBESER,

1997). Os sinais clinicos em aves de rapina infectadas com L. lodd podem variar de voo e
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vocalizacdo errética, velocidades de voo reduzidas, falta de coordenacdo, Depressao, cegueira,
convulsdes, anorexia, perda de peso, vomitos, fraqueza e esforco respiratorio (TARELLO,
2006). Pombas infectadas com L. marchouxi apresentaram apatia, penas ericadas, anemia e
baixo pesos médiodo corpo (PEIRCE, 1984).

1.2.4 Patologia e Patogenia

A patogénese de Leucocytozoonosis em aves aquaticas, por L. simondi pode ser
melhor compreendida relacionando com o ciclo de vida de gametdcitos e estagios
exoeritrocito nos tecidos. Onde inicia com a introducdo de esporozoitos no sangue e sua
invasdo em células hepaticas, evoluindo assim para merontes durante um periodo de 5 dias
(DESSER, 1967).

A anemia € associada a ruptura de merontes somada a liberacdo de merozoitos na
circulagdo. Ocorrendo a invasdo de merozoitos nos eritrocitos e desenvolvimento de
gametdcitos redondos sendo transportados pelo sangue para varios 6rgaos, como o baco,
linfonodos, figado e ceérebro, este serdo fagocitados por macrofagos formando
megalomerontes contendo milhares de merozoitos (DESSER, 1967). Ocorrendo de 9 a 12 dias
pos infecgcdo coincidindo com o pico de fragilidade dos eritrocitos e anemia. Esta anemia é
provavelmente devido a um "fator anti-eritrécito” libertado nos merontes ou suas células
hospedeiras ao inves de destruicdo das hemacias por gametocitos. O pico da anemia antecede
0 pico da parasitemia (DESSER; RYCKMAN, 1976). A maior mortalidade ocorre em patos
jovens no dia 12 pés infeccdo onde ocorre o apice da anemia e rompimento de mais
megalomerontes (VALKIUNAS, 2005).

N&o ha estudos detalhados sobre a patogénese de L. marchouxiin em pombos e L.
toddiin em aves de rapina, embora megalomerontes foram descritos em muitos 6rgdos
internos em pombos rosa (Columba mayeri) (PEIRCE; GREENWOOD; SWINNERTON,
1997) e em Eurasian buzzards (SIMPSON, 1991).

As estirpes patogénicas como Noruega e a Seney submetem merogdnia primaria no
figado seguido de merogénia secundéaria e formacdo de megalomerontes em varios 6rgaos
adicionais. Cepas ndo patogénicas como Cusino, White Pine, e Algonquin iniciam merogénia
a penas primaria no figado e ndo produzem megalomerontes. A patogenicidade de alguns
Leucocytozoon parece estar relacionada ao desenvolvimento de megalomerontes
(VALKIUNAS, 2005). Das oito espécies de Leucocytozoon patogénica para aves domeésticas
e selvagens, trés L. simondi, L.marchouxi e L.caulleryi produzem megalomerontes, enquanto

outras duas espécies L. macleani e L. smithi ndo produzem.
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1.2.5 Patologia

As lesbes macroscopicas em aves aquaticas com Leucocytozoonosis sdo fatais e
incluem o alargamento do baco e figado, palidez de tecidos, sangue com aspecto fino e
aguado (WOBESER, 1997).

Megalomerontes associados com pequenos vasos sanguineos tem como reacdo no
hospedeiro a proliferacdo de células mononucleares grandes. Megalomerontes que haviam
rompido e ndo continham merozoitos, foram preenchidos com um coégulo eosinofilico e
grandes células mononucleares. Alguns megalomerontes no pulmédo tinham a reacdo do
hospedeiro caracterizada por vérias camadas de células linfoides, células de plasma grandes,
células mononucleares e fibroblastos, enquanto outros tiveram reagdes menos graves ou
nenhuma reac¢do. No pulméo algumas aves apresentaram congestéo e infiltrados de células do
tipo histiocitos contendo restos celulares e vestigios de pigmento em septos de espacgos aéreos.
Megalomerontes em 6rgdos como o bago e no masculo cardiaco ndo tinha reagdes teciduais
nos locais apontados (NEWBERNE, 1957).

Porém foram observadas Megalomerontes em varios 6rgdos. No baco esplenomegalia,
congestionamento, aumento do tamanho e numero de macrofagos. O mesmo foi quase
completamente destruido nos hospedeiros. No coracdo apresentou Infiltragdo linfocitica com
moderada e acentuada hiperplasia e substituicdo de gordura pela proliferacdo de celulas na
medula Ossea. No figado, necrose central grave foi recorrente com infiltracdo linfocitica
periportal e difusa, células de Kupffer proeminentes que continham hemossiderina, e
macrofagos com pigmento (SIMPSON, 1991).

Pouco se sabe sobre das lesdes macroscopicas e histologicas em pombos infectados
com L. marchouxi. O que se sabe é que a 7° semanas de idade pombo-de-rosa e Alectroenas
nitidissima  (Scopoli, 1786) que morreram de Leucocytozoonosis apresentavam
megalomerontes em varias fases de desenvolvimento no figado, pancreas, coragdo, rim,
intestino e baco e (PEIRCE; GREENWOOD; SWINNERTON, 1997).

Numerosos Megalomerontes de até 210 um de didmetro foram encontrados no baco,
figado, necrose tubular renal e hemorragia no miocéardio. A esplenomegalia foi avaliada como
uma lesdo grave de Leucocytozoonosis em um Eurasian Buzzard infectados com L. toddi
(SIMPSON, 1991).

1.2.6 Morfologia


https://pt.wikipedia.org/wiki/Giovanni_Antonio_Scopoli
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A gametogbnia de espécies de Leucocytozoon ocorre dentro de células hematoldgicas,
ao passo que a esquizogonia ocorre em gametocitos celulares. O Leucocytozoon e altamente
pleomérfico com espécies apresentando formas tanto fusiformes quanto arredondadas,
enquanto que outros exibem apenas fusiformes ou apenas formas redondas (BENNETT et al.,
1991). No entanto, os descritos a partir de Leucocytozoon Passeriformes, todos exibiram
formas redondas (BENNETT e PEIRCE, 1992), assim como L.podargii, Libisi e L otidis
(ADLARD; PEIRCE; LEDERER, 2002). A presenca do parasito pode ampliar a célula
hospedeira. O ndcleo da célula hospedeira infectada normalmente é distorcido para formar
uma borda ao redor do parasito, deslocando o nucleo para a margem da célula hospedeira
(PHILLIP; WAYNE; SHANE, 2009).

1.2.7 Ciclo Bioldgico

A figura abaixo n°5 representa o ciclo de vida do Leucocytozoon onde em sua parte
superior ocorre no vector; parte inferior na ave: lesporozoito ou merozoitos na célulado
parénquimado figado (hepatocitos); 2,4 merontes hepaticas; 5 merozoites e meritrocitos; 6
gametdcitos em células hospedeiras arredondadas; 7 sincicio que representa um fragmento de
meronte hepatica com dois ou mais ndcleos ou merozoitos na célula reticulo endotelial; 8, 9
megalomerontes; 10 merozoites em leucédcitos mononucleares; 11 gametdcitos em ceélulas
hospedeiras de forma fusi; 12 macrogameta; 13 exflagelacdo de microgametas; 14
afertilizacdo de macrogdmeta; De 15 ookinete penetrar na membrana peritrofica; 16 jovens

oocisto; 17, 18 esporogonia; 19 esporozoitos nas glandulas salivares do vetor (Figura 5).
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Figura 5- Representa¢éo esquematica do ciclo de vida de Leucocytozoon

Fonte: Avian Malaria Parasites and Other Haemosporidia (2004)

1.3 Género Plasmodium
1.3.1 Etiologia, vetores e reservatorios do Género Plamodium.

Os plasmddios séo encontrados em aves, répteis, seres humanos e outros mamiferos. Estes
parasitos pertencem ao filo Apicomplexa, classe Sporozoae, ordem Haemosporina, familia
Plasmodidae, género Plasmodium, sendo agrupados em 14 subgéneros, assim distribuidos:
sete subgéneros que ocorrem em répteis (TELFORD, 1984), trés subgéneros em mamiferos e
quatro subgéneros em aves (GARNHAM, 1960), sendo eles, Haemamoeba, Giovannolaia,

Novyella e Huffia.Na (figura n°6) segue um desenho esquematico do vetor.
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Figura 6- Vetor Culex pipiens

Fonte: Avian Malaria Parasites and Other Haemosporidia (2004)

1.3.2 Aspectos epidemiologicos

Os plasmddios aviarios sdo considerados parasitos de grande importancia por
serem utilizados extensivamente como modelos ecoldgicos de sistemas entre hospedeiro e
parasito (HAMILTON; ZUK, 1982; ATKINSON; VAN RIPER II1, 1991), aléem de servirem
como modelo para o estudo da malaria humana. Muitas espécies de Plasmodium foram
relatadas a partir de aves (SOULSBY, 1982). Sua distribuicdo é extensa atingindo regides
tropicais e sub-tropicais como o P. vivax, Tropicos da Africa e Asia P. ovale, Africa Central
P. reichenowi, Sudeste Asiatico P. cynomolgi, india e Sudeste Asiatico P. inui, Africa Central
P. gonderi, Asia P. gallinaceum. (ATKINSON, 2008).

1.3.3 Sinais clinicos

Presenca de anemia, apatia, anorexia, penas ericada e baixa em ate 50% no
Hematdcrito (ATKINSON, 2008).

Galinhas domésticas infectadas com P. gallinaceum e P. juxtanucle apresentaram
aspecto letargico, com feicdo péalida, fezes verde e diarréica com paralisia parcial ou total
(GARNHAM, 1966). Perus adultos normalmente tornaram-se letargicos, anoréxicos e
desenvolvem hipertensdo pulmonar direita como consequéncia da hipertensdo arterial
pulmonar hipéxica (HUCHZERMEYER, 1988). Perus jovens com infeccdes por P. dura
apresentam poucos sinais clinicos até antes da morte, onde podem ocorrer convulsdes

resultantes de capilares cerebrais que blogueados através dos merontes exoeritrocitos,



25

apresenta sinais neurolégico como paralisia antes da morte. As aves adultas também podem
apresentar pernas edemaciadas e gangrena dos barbilhdes (GARNHAM, 1966).

Infecgdes por diversas cepas de Plasmodium podem ser extremamente patogénicas
durante a fase aguda (WILLIAMS, 2005). As leucocitoses, em relacdo a linfocitose absoluta,
e baixa dos sélidos totais no plasma foram documentados em Corvus hawaiiensis e pinguins
com infeccbes agudas com P. relictum (MASSEY; GRACZYK; CRANFIELD, 1996).
Alteragdes hematologicas sdo menos evidentes em infeccBes cronicas (RICKLEFS;
SHELDON, 2007).

1.3.4 Patologia e Patogenia

Maléria aviaria € inicialmente uma doenca sanguinea do sistema reticulo endotelial. A
sintomatologia esta relacionada com a carga parasitaria na circulagéo periférica (VANRIPER;
ATKINSON; SEED, 1994). As Aves expostas a um maior nimero de esporozoitos infectantes
ttm maiores possibilidades de gerar lesGes macroscopicas, microscopicas graves e
mortalidade elevadas (ATKINSON et al., 2000).

Em estudos com P. gallinaceum em frangos infectados experimentalmente, a
sintomatologia ocorreu entre 0 5° e 7° dias ap0s inoculacdo dos hemoparasitos (WILLIAMS,
2005). Este corresponde ao aumento da parasitemia periférica e declinios no hematocrito. A
hemolise dos eritrocitos e catabolismo de infectados e ndo infectados levaria a producgéo de
um excesso de biliverdina, que é excretado nas fezes (WILLIAMS, 1985).

As lesbes macroscéopicas marcantes de infecgdes agudas por Plasmodium incluem
sangue fino, aumento e descoloracdo do figado e baco por deposi¢do de pigmento malarico
em macrofagos nos tecidos. A hipertrofia ocorre devido a hipercelularidade e aumento da
fagocitose dos macrofagos em vez do edema (AL-DABAGH, 1966). Desenvolvimento de
lesbes macroscépicas corresponde a um aumento constante da parasitemia periférica,
hemolise intravascular de eritrocitos infectados como merontes maduros e aumento da
fragilidade dos eritrocitos parasitados (WILLIAMS, 2005). A anemia hemolitica esta
associada a eritrocitopenia, a substituicdo de eritrocitos imaturos e a diminuicdo na
concentracdo de hemoglobina que atinge pico durante a crise. Podendo causar Andxia
intravascular nas aglutinacdes de eritrécitos causando danos nas células endoteliais dos
capilares (AL-DABAGH, 1966).

A deposicdo de pigmento malarico em macrofagos, onde as células infectadas sao
removidas da circulacdo podendo formar trombos ou émbolos em alguns 0rgaos,

especialmente no bago. O choque secundario pode ocorrer em fases terminais de infecgdes
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agudas, resultante da hemolise de hemacias sadias e infectadas. Capilares e vénulas podem ser
dilatadas, apresentarem edema e envolvendo o fluxo sanguineo. Hemorragia pode ser evidente
nos capilares. Pode ocorrer uma queda da pressdo arterial e volume sanguineo, perturbacdo do
balanco hidrico, aumento do tempo de coagulacdo e niveis de potassio sendo evidente em
infeccOes graves (AL-DABAGH, 1966).

InfeccBes com P. miopatia, e P. cathemerium produzem inflamagdes no musculo
esquelético em canarios infectados experimentalmente, caracterizando degeneracdo dos
capilares, das fibras musculares e a presenca de infiltrado mononuclear (CARMONA et
al.,1996). Embora pouco se conheca da resposta do hospedeiro quanto aos merontes pre-
eritrociticodo Plasmodium, os merontes exoeritrocito de algumas espécies, como P.
gallinaceum e P. durae, pode bloquear capilares parcialmente ou completamente, causando
extravasamento de proteinas do plasma, edema e hemorragia. No cérebro pode desencadear
sintomas neurolégicos como a morte subita, assim como no coragédo, pulmdes e glomérulos
renais. A anemia também pode levar a deficiéncia circulatéria que é compensada pelo débito
cardiaco através de dilatagéo e hipertrofia do masculo cardiaco (AL-DABAGH, 1966).

1.3.5 Morfologia

A morfologia varia entre as espécies. Em geral, os gametdcitos das espécies de
Plasmodium podem ser irregularmente redondos, alongados, com ndcleo central anfofilico
rodado e citoplasma moderadamente basofilo contendo varios granulos de pigmento castanho
escuro. Plasmodium juxtanucleare tem cistos redondos e pequenos quando comparados com
P. relictumhas que apresenta gametocitos irregulares. Ambas podem deslocar o nucleo do
eritrocito hospedeiro (SOULSBY, 1982).

1.3.6 Ciclo Bioldgico

Na Figura n°7encontra se uma representacdao esquematica do ciclo de vida do parasito
da maléaria em uma ave cujo em sua parte superior ocorre no vetor e a parte inferior ocorre na
ave I, Il merogbnia exoerythrocytic primario; Il merogdnia eritrocitico; 1V merogbénia
exoeritrocito secundario; 1 esporozoitos no reticulo endotelial célula; 2, 3 cryptozoites; 4
merozoite em macréfagos; 5, 6 metacryptozoites; 7 merozoites e meritrocitos; 8 gametocitos;
9 merozoite e meritrocitos; 10, 11 merontes eritrocitarios; 12 merozoitos em células
endoteliais dos capilares; 13, 14 sporozoite; 15 merozoites e meritrocitos; 16 gametocitos; 17

macrogameta; 18 exflagelacdo de microgametas; 19 fertilizacdo de macrogdmeta; 20 ookinete
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penetrar na membrana peritréfica; 21 a jovem oocisto; 22, 23 esporogonia; 24 esporozoitos
nas glandulas salivares do vetor (Figura 7).

Figura 7- Representagdo esquematica do ciclo de vida Plasmodium relictumas

Fonte Avian Malaria Parasites and Other Haemosporidia (2004)

Esta pesquisa contribui, para detectar e fornecer mais informacdes sobre a presenca de
parasitos causadores de malaria aviaria, sob um ambiente de altas temperaturas, através de
técnicas moleculares e parasitoldgicas em pombos Columba livia domestica no centro urbano
de Teresina Piaui.

Buscou-se determinar a prevaléncia, intensidade parasitaria e abundancia dos
hemoparasitos causadores da malaria aviaria, demonstrando o papel do pombo na cadeia
epidemiologica da enfermidade.

Esta dissertacdo apresenta a seguinte estrutura formal: resumo, abstract seguido de
uma introducdo englobando revisdo de literatura e objetivos; um capitulo contendo artigo
completo, "Frequéncia de hemoparasitos em Pombos (Columba livia domestica) na
regido central de Teresina — PI'". A ser encaminhado para publicacdo na revista
Microbiological Research estruturados de acordo com as normas da revista e referéncias

bibliogréaficas da introducdo geral.
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FREQUENCIA DE HEMOPARASITOS EM POMBOS (Columba livia domestica)
NA REGIAO CENTRAL DE TERESINA - PI
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2.0 ABSTRACT
CARDOSO, Kitawann. T. S. N.; BATISTA, Joilson. F.; BRITTO, Fabio. B.; Mendonca,
Ivete. L. Positivity Rate Causing Parasites and Identification of Avian Malaria in pigeons

(Columba livia domestica) in the center of Teresina - Pl

The Haemoproteus, Plasmodium and Leucocytozoon genders belongs to the Apicomplexa
order. Among the main species of birds infected by these parasites there are domestic pigeons
(Columba livia). The aim of this study was to investigate the presence of parasites which
causes avian malaria, through molecular and parasitological techniques in pigeons from the
center of Teresina, Piaui. Samples were collected in public squares in the center of Teresina.
Parasitological analyzes were developed in the Animal Health Laboratory (LASAN/CCA)
and the molecular analysis was performed in the Laboratory of Molecular Biology (CCN)
both from the Federal University of Piaui (UFPI). It was used 54 birds, and it was found the
presence of hemoparasites, ectoparasito such as lice of the genre Columbicola and injured
birds. It was obtained through optical microscopy positivity rate for avian malaria in 83.33%
(45/54) to the center of Teresina, with low parasite intensity. The molecular studies indicate
the presence of Haemoproteus and/or Plasmodium in 98.1% (53/54) of samples, not observing
any positive sample of Leucocytozoon.

Keywords: Haemoproteus, Plasmodium, Leucocytozoon, PCR, Microscopy.
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2.1 INTRODUCAO

Os géneros Haemoproteus, Plasmodium e Leucocytozoon, pertencem a ordem
Apicomplexa e formam um grupo diverso de parasitas transmitidos por vetores que infectam
hemécias. No caso do Leucocytozoon spp., também infectando leucécitos e outros 6rgéos
dentro dos hospedeiros vertebrados (VALKIUNAS, 1993). Espécies destes géneros parasitam
diversos hospedeiros, apresentando caracteristicas similares ao parasito da malaria humana.
Todos séo referidos como causadores da maléria aviaria, mas, na maioria dos casos, esta é
ocasionada apenas pelo Plasmodium spp., sendo 0 mais comum (BENSCH et al., 2004).

Entre as principais espécies de aves infectadas por estes parasitas estdo os pombos
domésticos Columba livia domestica. Estes foram inseridos no Brasil no século XVI e
adaptaram-se aos grandes centros urbanos, sendo consideradas aves sinantropicas nocivas,
sendo um potencial transmissor de patégenos para os seres humanos e outros animais. Eles
tém sido objeto de muitos estudos ornitoldgicos e parasitologicos, avaliando-se o impacto de
hemoparasitos sobre sua aptiddo. Neste sentido, destaca-se a atencdo a malaria aviaria
(GARVIN et al., 2003).

O estudo das interacdes entre parasitos e hospedeiros € importante para se entender
relagGes ecoldgicas, evolutivas e comportamentais, incluindo a selecdo sexual (CLAYTON et
al.,1991), capacidade competitiva (MAKSIMOWICH; MATHIS, 2000) e migracdo
(ALTIZER; OBERHAUSER; BROWER, 2000). Individuos parasitados podem ser mais
predados e menos habeis para defender territorios (LAFERTY; MORRIS, 1996). Portanto, o
impacto de parasitos sobre a sobrevivéncia e reproducdo de seus hospedeiros tem
manifestacdes ndo somente na dinamica populacional do hospedeiro, mas também na
abundancia relativa e na estrutura da comunidade, dispersdo e diversidade genética (SCOTT,
1988).

A sazonalidade na prevaléncia de hemoparasitos em populagdes de aves silvestres vem
sendo apresentada em diversos estudos realizados em regiGes temperadas (DEVICHE;
GREINER; MANTECA, 2001), onde condicdes climaticas extremas limitam sua transmissao
aos meses quentes do ano. Muitos destes estudos foram conduzidos com espécies migratorias
em suas areas de reproducdo e, portanto, limitados hd poucos meses consecutivos, 0 que
difere da proposta deste trabalho, pois as aves alvo do estudo habitam o mesmo ambiente em
todas as épocas do ano e o local € conhecido por suas altas temperaturas.

Aves migratorias diferem das residentes por serem expostas a pelo menos duas faunas
de parasitos durante seu ciclo anual (WALDENSTROM et al., 2002). Quanto a sua
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importancia na producdo, deve-se notar que o esforco reprodutivo pode levar a um aumento
na prevaléncia de parasitos através da diminuicdo de recursos reservados para defesa do
hospedeiro (SHELDON; VERHULST, 1996).

Pouco se sabe sobre a transmissdo sazonal de hemoparasitos assim como a acéo de
seus vetores em Teresina- Pl, cidade de temperaturas elevadas com média anual de 28°C,
podendo ultrapassar os 40°C. Tais caracteristicas sdo importantes, pois podem interferir nos
ciclos biolégicos. Os locais de coleta sdo localizados no centro da cidade, onde ha diariamente
grande fluxo de pessoas e animais 0 que e importante para a compreensdo do potencial de
transmissdo. Uma vez que podem ser um potencial de risco para aves silvestres e para a
avicultura local, mas também repteis e mamiferos. Os animais que foram utilizados na
pesquisa sdo exoticos e residem em um mesmo ambiente em toda a época do ano. Portanto, 0s
dados gerados nesta pesquisa poderdo trazer diferentes conota¢bes quando discutidos com
demais trabalhos, que em sua grande maioria utilizam aves silvestres.

Diante deste contexto, o objetivo desse trabalho foi investigar a presenca de parasitos
causadores de malaria aviaria, através de técnicas moleculares e parasitologicas em pombos

Columba livia domestica do centro de Teresina no estado do Piauli.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Local do estudo

O projeto de pesquisa foi aprovado pela comissdo de ética e experimentacdo no uso de
animais em pesquisas da Universidade Federal do Piaui no que diz respeito aos aspectos de
natureza da ética em experimentacdo animal, sob nidmero 071/14.

As coletas foram realizadas em Pracas Publicas no centro de Teresina Piaui. As pracas
foram: Jodo Luis Ferreira (Latitude: 5° 5’ 18.992"” S Longitude: 42° 48’ 48.748” W), Rio
Branco (Latitude: 5° 5’ 26.228" S Longitude: 42° 48' 58.95" W) e Marechal Deodoro da
Fonseca (Latitude: 5° 5 26.84" S Longitude: 42° 49’ 4.361” W) (Figura I).

As andlises parasitologicas foram desenvolvidas no Laboratério de Sanidade Animal
(LASAN), Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) e as andlises de biologia molecular no
Laboratorio de Biologia Molecular (CCN) ambos da Universidade Federal do Piaui (UFPI).
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\VUSNEAN
Fonte Google Maps (2015)

(A) praca marechal Deodoro da Fonseca, (B) Praca Rio Branco, (C) Pracga Jodo Luis Ferreira

2.2.2 Numero amostral e captura dos animais
Na realizacdo desse experimento foram utilizadas 54 aves, 18 aves por praga, com erro
= 0,04; p = 0,98; alfa = 5%. Considerando que para n = 50 e com 5% de nivel de

significancia, temos o seguinte erro de estimativa erro = 1.96\/(0,98 % 0,02)/50 (dados ndo
publicados).

As aves foram atraidas com milho e durante a competicdo pelo alimento foram
capturadas utilizando pucas e redes de neblina, no periodo compreendido de novembro de
2014 a janeiro de 2015. Foram selecionadas aves de ambos 0s sexos e idades variadas. Os
animais capturados foram identificados e marcados com anilhas com a finalidade de ndo
capturar as mesmas aves durante a coleta, procedendo-se em seguida, as avaliacBes clinicas
verificando as condicdes fisicas das aves e a presenca de ectoparasitos.

2.2.3 Coleta de sangue para microscopia e PCR

Antes da coleta de sangue foi realizado assepsia do local com alcool a 70%. Em
seguida, para realizacdo da PCR, foi colhido 1,0 mL de sangue da veia ulnar ou femoral.
Imediatamente apds a coleta o sangue foi armazenado em freezer a -20°C com
0,1 mL de EDTA por micro tubo até a extracdo de DNA.
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Os esfregacos sanguineos foram confeccionados, utilizando se lancetas descartaveis
para puncgéo do tarso esquerdo da ave e obtencdo de uma gota de sangue. Logo em seguida, 0s
esfregagos foram secos ao ar e fixados com metanol. Para cada individuo capturado, duas
laminas foram confeccionadas. As laminas foram coradas por uma solucdo de GIEMSA em

agua destilada.

2.2.4 Anélises parasitologicas e moleculares

A andlise parasitoldgica no sangue foi realizada através de esfregaco sanguineo,
utilizando microscépio 6ptico com objetiva em 6leo de imersdo (aumento de 1000 x). As
laminas foram examinadas a partir da visualizacdo de cinco campos microscopicos com
distribuicdo homogénea de eritrocitos (média de 150 hemécias/campo).

Para cada individuo foram observados 750 a 1.000 eritrocitos. Neste trabalho foram
avaliados os seguintes parametros: Taxa de positividade geral: definida como a porcentagem
de individuos infectados na amostra considerando todos os parasitos registrados; Taxa de
positividade especifica: definida como a porcentagem de individuos infectados na amostra
considerando um determinado género de parasito para avaliacdo do grau de infeccdo da ordem
haemosporida. Foram analisados cinco campos por lamina. O critério de avaliacdo (score) foi
determinado em: < 5 hemécias parasitadas/ campo (+) caracterizando baixa intensidade
parasitaria, de 5 a 10 hemacias (++) caracterizando média intensidade parasitaria e > 10
hemécias parasitadas/campo (+++) caracterizando alta intenside de parasitaria, este critério de
avaliacdo foi criado com base nas técnicas método de avaliacdo pelo percentual de hemécias
parasitadas (utilizado apenas para esfregaco delgado) e método tradicional de avaliacéo
semiquantitativa (em cruzes) (MANUAL DE DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA MALARIA, 2005).

A identificacdo morfométrica foi baseada em dados morfologicos e morfomeétricos como
comprimento e largura dos hemoparasitos encontrados nos pombos provenientes das trés
localidades do municipio de Teresina, Pl. Foram examinados hemoparasitos de 270 campos
em 54 laminas diferentes presentes em pombos das pracas Jodo Luis (local 1), Marechal
Deodoro da Fonseca (local 2) e praca Rio Branco (local 3), utilizando-se microscopia de luz
usou-se 0 microscépio Leica Qwin D-1000, versdo 4.1 do setor de patologia Animal, do
CCA/UFPI.

As analises moleculares foram realizadas através da extracdo de DNA do tecido
sanguineos onde o mesmo foi utilizado para a confirmacao da presenca do parasito através da

técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) onde foram utilizados cinco pares de
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iniciadores e uma enzima e restricdo para a detec¢do da doenca e para especificar 0s possiveis

géneros causadores do parasitismo.

2.2.5 Reac0es de cadeia pela Polimerase
2.2.5.1 Extracdo do DNA

O DNA foi extraido a partir de 1,0 mL de sangue seguindo o protocolo do kit DNeasy
tissue and blood QIAGEN. Apos extraido as amostras foram quantificadas e a pureza foi
observada em espectrofotdmetro (NanoDrop® 2000-2000c), utilizando-se 2,0 uL. do DNA
ressuspendido em TE (Tris-EDTA). Ao final do procedimento o DNA obtido foi armazenado
a -20° C até a sua utilizacéo.

Com o objetivo de fazer uma busca mais detalhada dos possiveis Hemoparasitos
causadores do parasitismo observado nas aves, utilizou-se como estratégia o uso de duas
metodologias moleculares.

I. (FALLON et al., 2003): As relagdes de PCR foram realizadas num volume de 10
ML, contendo os seguintes componentes: tampao a 1x, 2,5 mM de MgClI2, 0,2 mM de cada
trifosfato de desoxinucledtido, 0,4 UM de cada iniciador, 0,5 unidades de polimerase Taq
Qiagen (Qiagen, Inc., Valéncia, Califérnia), e 1,0 uL de solucdo de extracdo de DNA.
Condigdes de ciclagem para o original par de primers (343F e 496R) que amplifica 286pb foi
executado usando desnaturacdo inicial de 2 min a 94° C, seguida de 35 ciclos com 1 min de
desnaturacdo a 94° C, 1 min de para anelamento a 57°C, e extensdo a 72° C durante 1 min e
10 s, com um passo final de extensdo a 72° C durante 3 min. Foram observadas bandas em
géis de agarosa a 1,5%. Com esta técnica objetivou se diagnosticar os géneros Plasmodium e
Haemoproteus, sendo a banda de 286pb comum aos dois géneros.

Il. (HELGREN et al., 2004) Foram realizadas duas PCRs consecutivas sendo a
primeira realizada em volume de 10 pL, contendo: Tampédo a 1x MgCl, 50 mM, Primer
(HaemNFI) 10mM, Primer (HaemNR3) 10mM, Taq 5,0 Unidades, DNTP 10 mM, DNA=
1plL.

Na segunda PCR foi utilizado 1 pL dos amplicons gerados na primeira rea¢cdo como
DNA molde. Para detec¢do de Leucocytozoon spp. Foram utilizados os primers HaemFL e
HaemR3L, que amplificam um fragmento de 478pb. Para deteccdo de Haemoproteus spp. e
Plasmodium spp. Foram utilizados os primers HaemF e HaemR2, que amplificam um
fragmento de 480pb conforme descrito por Helgren et al. (2004). Estas reacdes seguiram as

mesmas concentracdes de reagentes da primeira PCR.
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Todas as PCRs foram conduzidas utilizando as seguintes condig¢des: 30 segundos a 94
C, 30s a 50° C, e 45s a 72° C durante 35 ciclos. As amostras foram incubadas antes da reacéo
ciclica a 94° C durante 3 minutos e depois a reacdo ciclica a 72° C durante 10 min. Para
verificar se as PCRs foram amplificadas com sucesso, foram utilizados 10 pl do produto final
de PCR num gel de agarosa a 2%.
2.2.6 Andlises Estatisticas

O teste qui-quadrado foi utilizado para comparar prevaléncias (porcentagem de
individuos infectados) dos géneros encontrados e dos métodos utilizados do presente trabalho.
As diferencas serdo consideradas estatisticamente significativas para p <0,05. Todas as
analises estatisticas foram conduzidas utilizando-se o programa R (2008) pacote default.
Foram comparados 0s métodos de anélise utilizando o teste do qui-quadrado (microscopia e
Fallon, microscopia e Helgren, Fallon e Helgren com 5% de significancia), também foram
conduzidas utilizando-se o programa R (2008) pacote default.

2.2.7 Resultados
De um total de 54 animais utilizados na pesquisa, quando considerado os trés géneros
comuns a malaria aviaria, obteve se através da microscopia optica com freqiiéncia de 83,33%
(45/54) para todas as aves coletadas no centro de Teresina, sendo na praca Jodo Luis Ferreira
77,7% (14/18), Rio Branco 77,7% (14/18) e de Marechal Deodoro da Fonseca 94,4% (17/18).
Quanto a intensidade parasitaria, levando se em consideracdo os trés locais de coleta

obteve se baixa intensidade (Figura 2).



Figura 2- Intensidade parasitaria de hemoparasitos em pombos coletados nas pragas do centro de
Teresina -Pl
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Fonte: (CARDOSO, 2015)

Os géneros Plasmodium e Haemoproteus foram frequentes em todos os locais de coleta,
sendo que as formas morfoldgicas mais observadas foram destacadas na (figura 3). A
identificacdo dos géneros dos parasitos foi desempenhada por observacao dos esfregacos
sanguineos ao microscopio 6ptico em uma ampliacdo de 1000x (objetiva de imersdo de 100x)

e 0s géneros parasitarios presentes, identificados de acordo com (VALKIUNAS, 2005) e
(TOMAS, 2014).

35
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Figura 3- Eritrdcitos parasitados por diferentes formas evolutivas

Fonte: (CARDOSO, 2015)
(A) Eritrdcito normal, (B) Trofozoito de Plasmodium, (C) Gametdcito Circumnuclear, (D)

Gametocito Microhalteridial, (E) Gametdcito Discosomal e (F) Gametdcito Halteridial

O coparasitismo entre Haemoproteus e Plasmodium foi observado através da

microscopia Optica em varias amostras, com frequéncia de 33,3% (18/54) (Figura 4).

Figura 4- Coparasitismo entre género Plasmodium e o género Haemoproteus
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Fonte: (CARDOSO, 2015)
Em setas pretas 0 género Plasmodium e em setas vermelhas o género Haemoproteus



A identificacdo morfométrica foi baseada em dados morfologicos e morfométricos
como comprimento e largura usando como base (VALKIUNAS, 2005) e (TOMAS, 2014)
para comparar a morfologia de hemoparasitos encontrados nos pombos provenientes das trés
localidades do municipio de Teresina, Pl. Foram examinados hemoparasitos de 270 campos
em 54 laminas diferentes presentes em pombos das pragas Jodo Luis (local 1), Marechal
Deodoro da Fonseca (local 2) e praca Rio Branco (local 3).

Nos locais 1, 2 e 3 o comprimento e largura podem ser analisadas conforme tabela
abaixo (n-5). Usando o teste F na analise de variancia e tukey no nivel de 5% verificou-se que
houve apenas diferencas significativas nas medidas dos comprimentos e largura de trofozoito
de Plasmodium e no comprimento de Gametdcito Microhalteridial isto quando comparado 0s
trés locais de coleta.

Tabela 5- Morfometria dos hemoparasitos encontrados

Trofozoito de 2,37 3,06
+0,7pm +2,1pm
(0,8-4) (1-10)

Plasmodium

Gametocito
Circumnuclear
Gametocito

Microhalteridial

Gametocito
Discosomal

Gametocito
Halteridial

Fonte: (CARDOSO, 2015)
Comprimento e largura média das formas morfoldgicas encontradas, desvio padriao médio e maior e menor

medig¢oes encontradas
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Durante a coleta ndo observou-se a presenca dos vetores transmissores dos patdégenos,
no entanto foi encontrado um ectoparasito nas aves de todos os locais de coleta com
frequéncia de 87% (47/54). Estes piolhos foram encontrados essencialmente nas asas. Sua
cabeca apresenta forma mais longa que larga e um par de cerdas espatuladas na extremidade
anterior, seu corpo é fusiforme. Sendo identificado como um piolho do género Columbicola,
possivelmente da espécie Columbicola columbae identificado através da chave para género
(MARCONDES, 2011).

Figura 5- Piolho do género Columbicola

Fonte: (CARDOSO, 2015)

Do total de 54 aves analisadas 12,96% (7/54) apresentaram lesdes, sendo elas: massas
tumorais proxima dos olhos e conduto auditivo, auséncia de digitos e auséncia de penas.

Através de estudos moleculares observou se que utilizando a técnica citada por
FALLON et al., 2003, obteve-se frequéncia de 98,1% (53/54) para malaria aviaria. A (Figura
6) mostra cinco amostras positivas para Plasmodium e/ou Haemoproteus onde o fragmento de

286 pares de bases de DNA pode ser evidenciado.
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Figura 6- Diagnéstico molecular de infecgao por

Plasmodium/Haemoproteus

Fonte: (CARDOSO, 2015)

(1 a 5 - amostras, CN- controle negativo) o produto amplifica em

286bp

E utilizando a técnica citada por HELGREN et al., 2004, ndo se observou nenhuma amostra
positiva para Leucocytozoon (Figura 7. A). No entanto, para Haemoproteus e Plasmodium foi
registrado frequéncia de 98,1% (53/54) (Figura 7. B mostra exemplo da amplificacdo de
fragmento de 478 pb).

Figura 7- Diagndstico molecular de infec¢ao para

Leucocytozoon, Plasmodium e Haemoproteus

Fonte: (CARDOSO, 2015)

A- Leucocytozoon, amplificando em 478bp. E B-

Plasmodium/Haemoproteus amplificando em 480bp.)
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2.2.8 DISCUSSAO

O presente trabalho procurou agregar o maior nimero de informacdes nas condi¢oes
onde a pesquisa foi realizada, no sentido de melhor conhecer as inter-relagdes dos parasitos
causadores da maléria aviaria com as aves infectadas sob influencias de altas temperaturas.
Assim reunindo informagbes que permitam avaliar os fatores envolvidos na cadeia
epidemioldgica, visando contribuir para o controle desta enfermidade, tanto em planteis
comerciais, quanto em aves de vida livre que podem estar sofrendo interferéncias ocasionadas
pelo patdgeno.

Os géneros Haemoproteus, Plasmodium, e Leucocytozoon, estdo geneticamente
relacionados, uma vez que fazem parte da mesma ordem. A identificacdo visual através da
microscopia Otica apesar de ser uma técnica eficaz, possui algumas limitacGes decorrentes do
ciclo evolutivo do parasito, carga parasitaria, imunidade dos hospedeiros dentre outros que
pode influenciar em seu resultado. Tais implicacGes podem ser resolvidas através de métodos
moleculares, que sdo geralmente mais sensiveis do que os procedimentos microscopicos
tradicionais (RICHARD et al., 2002). Além disso, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
pode identificar parasito de forma mais sensivel (BENSCH e KESSON, 2003).

Um resultado importante a ser discutido é o fato das amostras apresentarem alta
frequéncia para malaria aviaria na microscopia quando avaliado os géneros Haemoproteus e
Plasmodium (83,33%). O mesmo pode ser confirmado em estudos moleculares tanto pela
metodologia de (FALLON et al., 2003) como por (HELGREN et al., 2004) onde ambos
apresentaram frequéncia de 98,1% sendo superior ao encontrado na microscopia. 1sso mostra
que o estudo molecular apresentou maior sensibilidade quando comparado com a
microscopia, como comprovado pelo teste para proporcao cujo valor apresentou 0,0029 P-
valor sendo estatisticamente diferentes ao valor de 5%, desta forma podendo trazer maiores
vantagens para pesquisas cientificas pela sua maior sensibilidade, no entanto o diagnostico
por microscopia também apresentou valores bem confiaveis. Em aves que mantém um ritmo
de crescimento populacional acelerado, a intensidade parasitaria aumenta durante a estacao
reprodutiva do hospedeiro, como resposta da reproducdo dos vetores e aumento da
susceptibilidade dos hospedeiros devido a atividade hormonal e desgaste fisioldgico associado
a reproducdo (ATKINSON e VAN RIPER, 1991).

Animais sociais possuem mais chances de adquirir e acumular ectoparasitos e vetores
quando comparado a espécies solitarias, devido a proximidade entre os membros (POULIN,

1991). Através de métodos comparativos foi possivel provar que a prevaléncia e a riqueza de
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hemoparasitos foram maiores em espécies coloniais que em espécies solitarias. Muitas vezes
parasitos combinam sua reproducdo com a do hospedeiro garantindo uma transmissédo mais
eficiente aos futuros hospedeiros (CHRISTE et al., 2000), este dado e importante de ser
discutido, pois aves Columba livia deste trabalho apresentam este comportamento colonial e
assim como apontado apresentaram alta frequéncia de hemoparasitos.

A frequéncia de hemoparasitos na regido central de Teresina foi uma das mais
elevadas quando comparado com outros trabalhos realizados no Brasil. (FECCHIO et al.,
2007), usando analise microscOpica obteve uma prevaléncia de 6,9% para uma area de
cerrado no Distrito Federal. Poucos estudos sobre maléaria avidria foram realizados no
nordeste até o momento, porem em diferentes regifes do pais estudos mostram valores
distintos 12,4% em aves de Mata Atlantica em Minas Gerais (SEBAIO et al., 2002), 46,4% em
Séo Paulo (WOOD; WORTH e BENNET, 1989), de 39,6% em Minas Gerais (RIBEIRO et
al., 2005) e no Para foi de 10,3% (LAINSON, 1970) ambos os trabalhos foram realizados
com aves silvestres. A variacdo destes resultados pode estar integrada aos distintos ambientes
analisados como centros urbanos, ambientes florestais ou areas abertas, além das variacdes
climéticas de caracteristicas de cada regiao.

As caracterizagdes climaticas de uma regido é outro fator que contribui para a
prevaléncia de malaria, as altas temperaturas sdo caracteristicas da cidade de Teresina, além
de ser uma cidade mesopotadmica cujo centro da cidade se encontra entre rios, portanto
apresentando umidade elevada. Altas temperaturas e pluviosidade sdo requisitos fundamentais
para 0 desenvolvimento dos vetores, principalmente da familia Hippobiscidae e
Ceratopogonidae (ATKINSON e VAN RIPER, 1991).

Acredita-se que dados como alta prevaléncia, abundancia de vetores e intensidade
parasitaria sdo resultados que dependem de fatores como a pluviosidade, justificativa dada
pela alta prevaléncia de Plasmodium nas florestas chuvosas, comparado com as florestas secas
(VAN RIPER et al., 1986). Ainda que as formacbes vegetais possam ser responsaveis por
oferecerem micro habitats adequados a reproducéo de seus vetores durante a estacdo seca.
Durante as coletas ndo péde ser observados estes micro habitats porem ainda assim se obteve
alta freqliéncia de hemoparasitos com baixa intensidade parasitaria baixa sendo apontada na
microscopia, observando dois géneros diferentes Haemoproteus e Plasmodium, sendo que 0s
locais de coleta apresentavam poucos microclimas e as coletas foram realizadas nos periodos
mais quentes do ano. Uma explicacdo plausivel foi apontada por (MOYER et al., 2002) onde
segundo ele a baixa umidade relativa do ar pode ter pouco efeito sobre estes vetores, dado ao

alto contetdo de agua em sua dieta. Ainda que muitos desses vetores possuam um complexo
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ciclo de vida, abrangendo estdgios de vida livre, podendo assim ser uma estratégia para
habitar ambientes aridos.

A auséncia do género Leucocytozoon nos esfregacos sanguineos examinados no
presente estudo poderia estar relacionada ao seu comportamento. Pois sdo detectaveis em
sangue periférico por periodos de tempo muito curtos, o que torna a infeccdo dificil de
detectar e identificar com precisdo usando métodos tradicionais oculares (VALKIUNAS,
1997). Porém no estudo molecular ndo foi observado nenhum individuo parasitando as
amostras assim confirmando o resultado anterior da microscopia. Apesar da dificuldade
metodoldgica de relatar a presenca de Leucocytozoon spp. em sangue periférico o mesmo
ainda é comumente encontrado em algumas populacfes de aves, principalmente nas regides
temperadas do Hemisfério Norte (DEVICHE et al., 2001). Portanto e importante frisar neste
caso a importancia da complementacdo com a tecnica de PCR, pois desta forma foi possivel
afirmar com veeméncia que as amostras analisadas ndo apresentam o género Leucocytozoon.

Quando comparado os dados coletados nos trés pontos de coleta, observou se que
apresentavam homogeneidade ndo apenas na frequéncia e intensidade parasitaria, mas
também na associacdo dos géneros encontrados na microscopia além de que todos os locais de

coleta apresentaram piolhos do género Columbicola.

2.2.9 CONCLUSOES

O resultado dos estudos idealizados com o objetivo de investigar a presenca de
parasitos causadores de malaria aviaria através de técnicas moleculares e parasitoldgicas em
pombos Columba livia domestica do centro de Teresina Piaui, depois de analisados e

discutidos em confronto com a literatura compulsada, permite as seguintes conclusdes.

e As aves analisadas estdo parasitadas por hemoparasitos com alta frequéncia, baixa
intensidade parasitaria de Plasmodium/Haemoproteus dos géneros causadores da
enfermidade.

e As aves analisadas ndo apresentaram positividade para o género Leucocytozoon.

e Tanto o diagndstico parasitolégico quanto o molecular apresentaram resultados
confidveis, no entanto o diagnostico molecular foi apontado pelo teste de propor¢édo
como sendo mais sensivel que o parasitologico, alem de ser mais indicado para o
diagndstico do género Leucocytozoon dado as suas caracteristicas comportamentais e

morfoldgicas.
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e As aves apresentaram ectoparasitos do género Columbicola.
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