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RESUMO

As araras possuem grande importancia epidemiolégica relacionada as doencgas
aviarias, pois estdao entre as espécies que mais transitam no comércio legal e
ilegal de animais silvestres e tém sido incluidas em programas de permuta
entre instituicées e de reintroducao da fauna a natureza. Essas aves podem ser
acometidas pela maléaria aviaria causada por protozoarios do género
Plasmodium, transmitidos por mosquitos hematofagos da familia Culicidae. A
infeccdo pode ter curso subclinico e até casos com morte subita e alteracdes
laboratoriais como anemia hemolitica e leucocitose. Este estudo teve como
objetivos determinar a ocorréncia da infecgdo por Plasmodium spp. em araras
oriundas de criadouros do Distrito Federal e Goias por meio de reacao de
polimerase em cadeia (PCR) e microscopia 6ptica bem como comparar o perfil
hematoldgico e bioquimico dos animais infectados com aquele dos animais
nao infectados. Foram analisadas 96 amostras de sangue das espécies Ara
ararauna, A. chloroptera, A. macao e Anodorhynchus hyacinthinus para
realizacdo de hemograma, bioquimicos séricos e pesquisa da infeccao por
Plasmodium por meio de nested PCR e microscopia oOptica. Os resultados
demonstraram a ocorréncia da infecgcdo em 7,29% (7/96) e 4,16% (4/96) das
amostras por meio de PCR e microscopia éptica, respectivamente. A infecgcao
nao causou alteracdes significativas no hemograma e perfil bioquimico, com
excecao da albumina, que € uma proteina de fase aguda negativa, e sua
concentragdo pode ter reduzido devido ao processo infeccioso. Esses
resultados denotam que a ocorréncia de infeccao por Plasmodium spp. nas
regides € baixa e sugerem que as cepas dos protozodarios que parasitam essas
araras sao pouco patogénicas. Contudo, existe a necessidade de mais estudos
a cerca dos plasmodios no que diz respeito a distribuicdo, transmissao,
patogenia, manifestacao clinica e patologia clinica para melhor compreender o
ciclo biol6gico desses protozoarios nas araras.

Palavras-chaves: malaria aviaria, Plasmodium, araras, psitacideos,

hemograma, bioquimicos séricos.
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ABSTRACT

The macaws have great epidemiological importance in relation to avian
diseases. They are among the most sought out species in the legal and illegal
trade of wild animals and have been included in exchange programs between
institutions and reintroduction of wildlife. These birds can be affected by avian
malaria, wich is caused by a protozoa of the genus Plasmodium, transmitted by
bloodsucking mosquitoes of the Culicidae family. The infection may be
subclinical and even lead to sudden death with laboratory abnormalities such as
hemolytic anemia and leukocytosis. This study aimed to determine the
occurrence of infection with Plasmodium spp. from breeding macaws in the
Distrito Federal and Goias via polymerase chain reaction (PCR) and optical
microscopy, as well as to compare the hematological and biochemical profile of
animals infected with that of uninfected animals. Clinical hematology, serum
biochemistry and research of Plasmodium infection by PCR and microscopy
were analyzed in a total of 96 blood samples of Ara ararauna, A. chloroptera, A.
macao and Anodorhynchus hyacinthinus. The results demonstrated the
presence of infection in 7.29% of the samples (7/96) by PCR and 4.16% of the
samples (4/96) by optical microscopy. The infection did not cause significant
changes in blood count and biochemical parameters, except for albumin, that is
a negative acute phase protein, and its concentration can be reduced due to the
infection process. These results show that the occurrence of Plasmodium spp.
in the research area is low and suggests that the strains of the protozoa that
parasitize these macaws are mildly pathogenic. However, more studies are
needed on this parasite, with regard to distribution, transmission, pathogenesis,
clinical manifestation and clinical hematology, to better understanding of the life

cycle of these protozoa in macaws.

Keywords: avian malaria, Plasmodium, macaws, psittacidae, hemogram, serum

biochemistry.
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CAPITULOI
INTRODUCAO

As araras e outros psitaciformes sao belas aves que habitam regides
tropicais, principalmente o Hemisfério Sul do globo terrestre (Guedes e Scherer,
2001; Godoy, 2007). Sao animais extremamente interessantes por suas
caracteristicas peculiares (Snyder et al. 2000) e representam um dos grupos mais
ameacados na natureza devido a destruicao do habitat, caca clandestina ou captura
para o trafico de aves (Grajal, 2000).

Esses animais podem ser acometidos pela malaria aviaria, mundialmente
distribuida, que tem como agentes causadores diversos protozoarios do género
Plasmodium, os quais sao transmitidos por espécies de dipteros hematéfagos da
familia Culicidae (Soares et al. , 1999; Valkitnas, 2005). Os plasmédios podem ter
uma relagdo harmoénica com seus hospedeiros, caracterizando uma infecgcao
assintomatica. Entretanto, podem ocorrer infeccoes graves (Julian e Galte 1980)
resultando em diminuicdo da produtividade, apatia, depresséo, fraqueza, letargia,
dispnéia, alteracbes neuroldgicas, convulsdes, febre, perda de peso, espleno e
hepatomegalia, edema pulmonar, morte subita (Greiner e Harrison, 1994; Campbell,
1995; Fowler e Fowler, 2001; Paraense 2004; Williams, 2005; Almosny e Monteiro,
2006; Peirce, 2008). Alteracoes laboratoriais como anemia hemolitica, leucocitose,
hemoglobinuria e modificagdes na bioquimica sérica (proteinas e suas fracdes e
enzimas hepéaticas) podem ser também observadas (Graczyk et al., 1995; Williams,
2005; Harr, 2006).



A infeccdo por Plasmodium pode ser influenciada por trés fatores: (a)
presenca do vetor apropriado, (b) presenca da ave hospedeira e (c) capacidade
imunolégica do hospedeiro (Esparza et al., 2004). Por isso, é importante atentar para
essas condicdes nos processos de transferéncias de aves domésticas e silvestres
para outros locais a fim de evitar ocorréncia de surtos dessa doenca (Valkitnas,
2005). E interessante salientar que as araras possuem grande importancia
epidemioldgica relacionada a maléria aviaria considerando que pertencem a um dos
grupos (Psittacifomes) que mais transita no comércio legal e ilegal de animais
silvestres e participam de programas de permuta entre criadouros e de reintroducéo
na natureza (RENCTAS, 2001; Instituto Arara Azul, 2009). Assim 0s animais
infectados podem carrear os parasitos e introduzir a doenga em uma regido ou
plantel o que gera risco a saude das outras aves (Belo et al., 2009).

O diagnéstico da infeccdo por plasmodios pode ser obtido com auxilio de
visualizagdo do parasito em esfregaco sanguineo por microscopia Optica, reacao de
polimerase em cadeia (PCR) e exames sorologicos (Atkinson et al., 2001; Valkitinas,
2005; Bensch et al., 2009).

No Brasil existem muitos trabalhos relacionados a epidemiologia de
Plasmodium em aves, porém a maioria dos estudos é direcionada as aves
passeriformes (Woodworth-Lynas et al., 1989; Ribeiro et al., 2005; Fecchio, 2011;
Sebaio et al., 2012), sendo escassos os dados acerca desse assunto em
psitaciformes (Belo et al., 2009; Silva, 2011).

Em virtude dessas informacdes, o presente trabalho teve como objetivo
determinar a ocorréncia da infecgdo por Plasmodium spp. em araras mantidas em
cativeiro por meio de PCR e microscopia 6ptica, bem como comparar o perfil
hematoldgico e bioquimico dos animais infectados com aquele dos animais nao
infectados.

REFERENCIAL TEORICO
Historico

Ordem Psittaciforme



As aves da ordem Psittaciforme séo classificadas em trés familias com seis
subfamilias: Psittacidae (subfamilias Nestorinae, Micropsittinae, Psittacinae e
Strigopinae); Cacatuidae (subfamilias Cacatuinae e Nymphicinae) e Loriidae. Dentre
0s animais dessa ordem estdo as araras, 0S papagaios, periquitos, maracanas,
cacatuas e calopsitas (Guedes e Scherer, 2001).

A maioria dos psittaciformes esta distribuida na zona tropical do globo
terrestre, mais concentrados no Hemisfério Sul, porém algumas espécies sao
encontradas em éareas frias como a Argentina e Chile (Guedes e Scherer, 2001;
Godoy, 2007). Na América do Sul existem aproximadamente 118 espécies, das
quais 70 sao registradas no Brasil possui, sendo considerado o pais mais rico do
mundo em aves dessa ordem, seguido pela Coldmbia com 52 espécies, Venezuela
com 49, Peru com 47 e Bolivia com 47 (Sick, 1997; Allgayer e Cziulik, 2007). Essa
riqueza de espécies no Brasil j4 era evidenciada na época do descobrimento pelos
europeus, pois em um mapa do ano de 1.500 trés araras vermelhas estédo
representadas e 0 nosso pais era designado como “Terra dos Papagaios” (Brasilia
sive terra papagallorum) (Sick, 1997; Godoy, 2007).

Quanto a anatomia, embora os Psittaciformes variem extremamente de
tamanho conforme a espécie, essas espécies possuem caracteristicas comuns e
muito marcantes que facilitam seu reconhecimento imediato. Estas caracteristicas
incluem o bico alto, curvado e potente, maxila movel, osso tarso curto e pés do tipo
zigodactilo, com o quarto dedo é deslocado posteriormente junto ao primeiro, asas
compridas e fortes e penas com cores variadas. A maxila articulada ao cranio
possibilita movimentos extras e habilidosos, o que Ihes confere grande poténcia para
quebrar sementes e cocos. Essas aves ainda possuem lingua grossa, sensivel e
papilas gustativas numerosas e as mais diferenciadas entre todas as aves (Sick,
1997; Mahecha et al., 2005; Allgayer e Cziulik, 2007).

Sao as aves tropicais mais impressionantes, devido a sua beleza, as suas
cores variadas, a sua inteligéncia, facilidade em se adaptar ao convivio com o
homem e capacidade de imitar sua linguagem (Sick, 1997; Snyder et al., 2000). Tais
caracteristicas fazem com que seja um dos grupos mais populares e procurados
como animais de estimacao depois dos caes e gatos (RENCTAS, 2001). Por esses
motivos, os psitaciformes ha séculos sdo capturados e representam um dos grupos
de aves mais ameacados de extincdo do mundo (Sick, 1997). Os principais fatores

que 0s ameagam sdo a destruicdo do habitat (perda e fragmentagdo), caca
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clandestina ou captura para o trafico (penas, ovos, filhotes, adultos) (Grajal, 2000) e,
segundo a Birdlife International (2000), o comércio ilegal dessas aves movimenta
milhndes de dolares por ano (Tabela 1). A fragmentacdo do habitat resulta em
distribuicao geografica restrita das populacées, endogamia e adensamentos
populacionais, 0 que favorece a transmissdo direta de doencas e pode causar
estresse aos individuos devido ao aumento da competicdo ou a reducdo de
alimento, tornando-os mais suscetiveis as doencas (Guedes, 2004; Andriolo, 2007;
Godoy, 2007; Sehgal, 2010). Ainda, em regides agricolas, algumas espécies sao
exterminadas por serem consideradas pragas das lavouras que avangam sobre seus
habitats naturais (Collar, 1997).

Tabela 1. Algumas espécies mais procuradas por colecionadores particulares e zooldgicos, e os
respectivos pregos estimados praticados no mercado internacional.

Nome comum Nome cientifico Valor em U$$ (unidade)
Arara-azul-de-lear Anodorhynchus leari 60.000
Arara-azul Anodorhynchus hyacinthinus 25.000
Arara-canindé Ara ararauna 4.000
Papagaio-de-cara-roxa Amazona brasiliensis 6.000

Fonte: RENCTAS, 2001.

Araras

As araras sao as maiores aves pertencentes a ordem Psittaciformes (Sick,
1997) e estao distribuidas desde o Sul da América do Norte (México) até a América
do Sul. Na familia Psittacidae existem trés géneros: Anodorhynchus com trés
espécies, Cyanopsitta com uma espécie e Ara com 15 espécies (Guedes e Scherer,
2001). Estao listadas na Tabela 2 algumas espécies de araras que ocorrem nas
Américas Central e Sul. Na fauna brasileira sdo encontrados representantes de
todos os géneros, e € onde também se observa o maior numero de espécies. Nela
existem quatro espécies do género Ara: A. macao, A. chloroptera, A. ararauna e A.
severus, trés espécies do género Anodorhynchus: A. leari, A. glaucus, A.
hyacinthinus e a unica espécie do género Cyanopsitta: C. spixii (Instituto Arara Azul,
2009; IUCN, 2011).

Cabe salientar que nove espécies de araras sao consideradas como

vulneraveis ou em perigo, e acredita-se que duas estdo em vias de extincdo na



fauna mundial (Guedes, 2004), como é o caso da ararinha-azul (Cyanopsitta spixi)

que até recentemente conhecia-se apenas um espécime na natureza, mas em

outubro de 2000 foi considerada como desaparecida. Entretanto, em todo o mundo,

cerca de 71 individuos ainda vivem em cativeiro (IUCN, 2011).

Tabela 2. Algumas espécies de araras com seu tamanho, distribui¢cdo e situacao na natureza.

Nome cientifico

Tamanho

Distribuicéao

Situacdo na natureza

Anodorhynchus
hyacinthinus

Ara ararauna

Ara macao

Ara chloroptera

Ara rubrogenis

Ara glaucogularis

93 cm

80 cm

89 cm

90 cm

60 cm
85 cm

Bolivia, Brasil e Paraguai

Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador,
Guiana Francesa, Guiana, Panama,
Paraguai, Peru, Suriname, Venezuela, e
Porto Rico.

Belize, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Costa
Rica, Equador, Guiana Francesa,
Guatemala, Guiana, Honduras, México,
Nicardgua, Panama, Peru, Suriname,
Trinidad e Tobago, Venezuela e Porto
Rico.

Argentina, Bolivia, Brasil, Coldmbia,

Equador, Guiana, Guiana Francesa,

Panam@, Paraguai, Peru, Suriname,
Venezuela e Porto Rico.

Bolivia

Bolivia

Em perigo

Pouco preocupante

Pouco preocupante

Pouco preocupante

Em perigo

Criticamente em perigo

Fonte: Sick, 1997; Mahecha et al, 2005 e IUCN, 2011.

Determinacao do sexo em araras

Em geral, as espécies de psitacideos sdo monomérficas, ou seja, € muito

dificil distinguir machos e fémeas considerando apenas as caracteristicas fisicas.

Alguns métodos empiricos de sexagem como diferengcas de comportamento,

biometria da cabeca e palpacédo da regido da cloaca sao falhos, apesar de ainda

serem utilizados (Allgayer e Cziulik, 2007).

Um método de sexagem é a laparoscopia ou celioscopia, um procedimento

cirirgico que permite a visualizagdo das gbnadas masculinas e femininas na

cavidade celomatica. As desvantagens dessa técnica sdo o procedimento cirirgico,

a anestesia e o0 pés-cirargico que podem colocar em risco a vida do animal (Griffithis

e Phil, 2000).



A cariotipagem, que € uma técnica citogenética, permite a identificagdo dos
pares cromossOmicos sexuais em metafase, quando os cromossomos estdo bem
visiveis e separados. Diferentemente dos mamiferos, as fémeas das aves sao
heterozigotas (ZW) e os machos homozigotos (ZZ) e os cromossomos diferem no
tamanho, sendo o Z maior que o W (Dubiec e Zagalska-Neubauer, 2006). O material
utilizado nessa técnica é a polpa das penas. E um exame muito demorado, pois
depende de cultura celular que nem sempre se desenvolve, sendo uma técnica
pouco utilizada (Griffithis e Phil, 2000).

Outra maneira para determinar o sexo em aves € a técnica de
radioimunoensaio, em que a mensuracdo de metabdlitos de esterdides sexuais é
realizada em excretas cloacais por uma reacdo de antigeno-anticorpo. Contudo,
uma série de fatores pode interferir na acuracia da técnica, como a alimentagéo, o
fotoperiodo, o comportamento reprodutivo, a idade e a adaptacdo ao recinto, que
alteram os niveis de esterdides das excretas (Dias, 2003).

O desenvolvimento das técnicas moleculares para sexagem constituiu um
avanco em confiabilidade e rapidez na identificacdo do sexo em aves (Dubiec e
Zagalska-Neubauer, 2006). Tal método foi revolucionado com a descoberta do gene
ligado ao sexo localizado no cromossomo W, por Griffiths & Tiwari em 1995. Depois,
uma copia muito parecida desse gene foi encontrada também no cromossomo Z
(Griffiths e Korn, 1997). O gene mais universal que tem sido detectado é o CHD
("chromo-helicase-DNA-binding”) e é encontrado em quase todas as aves com
excecao das ratitas. O gene CHD-Z é ligado ao cromossomo Z, ocorrendo em
ambos 0s sexos, e 0 gene CHD-W localiza-se no cromossomo W, presente somente
nas fémeas (Griffiths et al., 1998). Esse gene € a base da PCR que ira funcionar em
todas as espécies (exceto nas ratitas), porque é um gene funcional e sua sequéncia
de DNA é conservada, sendo encontrado em espécies filogeneticamente distantes.
O exame pode ser realizado com amostras de sangue, penas e tecidos, permitindo
que seja uma técnica minimamente invasiva, além de ser um procedimento simples,

barato e confidvel para determinacdo do sexo (Griffithis e Phil, 2000).
Aspectos hematolégicos das aves

Colheita de sangue



O volume de sangue a ser puncionado de uma ave depende do seu peso e
condicdo de saude. Em aves saudaveis € possivel colher um volume de sangue
correspondente a no maximo 1% do seu peso corporal sem prejudicar a salude do
animal (Campbell, 1995; Samour e Howlett, 2008; Clark et al., 2009). O local mais
apropriado para 0 acesso venoso em aves dependera da espécie, do volume de
sangue necessario e o0 método de contencédo (Clark et al., 2009). Em animais de
médio e grande porte a puncdo de sangue pode ser feita nas veias do plexo do
membro peitoral (asa — basilica e braquial), do membro pélvico (tarsais e tibiais) ou
jugular, com preferéncia a direita por ter maior calibre nas aves (Campbell, 1995;
Almosny e Monteiro, 2006). Em pequenas aves a colheita de sangue deve ser feita
por meio de corte de unha ou puncao na pele conhecido também por lancetamento
(Campbell, 1995; Santos e Cubas, 2006).

As amostras podem ser acondicionadas em tubos ou capilares com
anticoagulante. O acido etilenodiaminotetracético (EDTA) é preferivel para andlises
hematologicas em geral, entretanto pode ocorrer hemélise nas amostras de algumas
aves. Ja a heparina litica é preferivel quando o volume de amostras é limitado,
permitindo que analises bioquimicas sejam obtidas na mesma amostra. O
inconveniente da heparina é que pode interferir na coloracao celular e causar
aglomeracao de células (AlImosny e Monteiro, 2006; Santos e Cubas, 2006; Clark et
al., 2009).

Hemograma

A avaliagdo do hemograma de aves tem se tornado uma ferramenta util no
diagnéstico de doencas aviarias (Campbell, 1995). A abordagem na hematologia
aviaria € semelhante aquela da hematologia humana e de outros mamiferos, mas
algumas caracteristicas diferentes como as hemacias nucleadas, trombdcitos e
granuldcitos heteroéfilos requerem modificagdes nos procedimentos hematolégicos
(Campbell, 2006). Nesse exame sdo avaliadas a série eritrocitaria e leucocitaria, a
contagem de trombdécitos e a morfologia de eritrécitos (Campbell, 1995).

A primeira etapa na realizacdo de hemograma € a confeccdo do esfregaco
sanguineo, em que é realizado o diferencial leucocitario ao microscépio éptico e €
possivel observar a morfologia das células e a presenca de hemoparasitos (Almosny
e Monteiro, 2006) e preferencialmente deve ser corado com coloracées do tipo
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Wright, Giemsa ou Leishman (Campbell, 1995; Thrall, 2006; Samour e Howlett,
2008).

O volume globular, que mensura a porcentagem ocupada pelas células
vermelhas no sangue, € obtido por meio da centrifugacao de tubos capilares para
microhematdcrito em rotacdo de 10.000 a 12.000g durante 5 minutos (Clark et al.,
2009). A contagem de eritrécitos, leucécitos e trombécitos deve  ser  realizada

improved®) e

manualmente com o auxilio de hematocitémetros (cAmara de Neubauer
microscépio 6ptico, apos a diluicdo do sangue em solucao fisiolégica, solucao de
Gower ou de Natt-Harrick (Almosny e Monteiro, 2006). A hematimetria é obtida pela
contagem das células em 5 quadrados centrais da camara em aumento de 400x,
multiplicando o nimero encontrado pelo fator de correcéo que varia de acordo com a
diluicao utilizada, resultando no niumero de hemacias por microlitro de sangue e a
contagem de leucécitos e trombdcitos € realizada nos quatro quadrantes obtendo o
valor total com o fator de correcao (Campbell, 1995; Almosny e Monteiro, 2006).

A mensuracao da concentracdo de hemoglobina no sangue é obtida pelo
método manual com diluicio em solucdo de Drabkin (método
cianometahemoglobina) seguido  por centrifugagdo e analisado em

espectrofotobmetro ou por método automatizado (Samour e Howlett, 2008).

Hemacias

Os eritrocitos maduros das aves sao células elipticas com um ndcleo central
também eliptico. A cromatina nuclear é agregada e se torna mais condensada com o
avanco da idade. Em esfregacos corados pelo Wright, o nlcleo apresenta coloragao
purpura e o citoplasma roseo-alaranjado com aspecto uniforme (Campbell, 1995;
Thrall, 2006). Heméacias policromatofilicas (penultimo estagio de maturagao) sao
frequentemente encontradas em pequena quantidade (até 5%) em muitas aves e
apresentam o citoplasma mais basofilico e cromatina nuclear menos condensada. O
aumento do grau de policromasia associado a presenca de eritrocitos imaturos
redondos pode indicar anemia regenerativa (Campbell, 2006; Clark et al., 2009). A
diminuicdo da quantidade de hemacias no sangue pode ter diversas causas (Tabela
5) e resulta em anemia e menor oxigenacao tecidual (Thrall, 2006)



Tabela 5: Algumas causas de anemia em aves:

Tipo de anemia Causas
Injaria traumatica
Parasitismo
Anemia por perda de Coagulopatia primaria (raramente relatada em aves)
sangue Coagulopatia por por intoxicacao ( aflatoxicose e dicumarinicos)

Desordens organicas (Ulceras neoplasica ou gastrintestinal, ruptura de érgao)

Hemoparasitos

Septicemia bacteriana

Intoxicagado (mostarda, derivados de petroleo)
Imunomediada (raramente relatada em aves)

Anemia hemolitica
(regenerativa)

Doencas cronicas

Hipotireoidismo

Intoxicag&o (chumbo, aflatoxina)
Deficiéncia nutricional (ferro e acido folico)
Leucemia

Anemia depressiva
(arregenerativa)

Fonte: Campbell, 1994.

Trombocitos

Os trombdcitos, ao contrario das plaquetas dos mamiferos que séao
fragmentos de citoplasma de megacaridcitos, sao oriundos de células
mononucleares antecessoras. Sao células arredondadas ou ovais, pouco menores
que os eritrocitos com nucleo central e cromatina densa, de coloragdo basofilica
intensa, citoplasma hialino e com freqténcia formam agregados em esfregacos
sanguineos. Tém como funcéao participar do mecanismo hemostatico e demonstram
capacidade fagocitaria (Grecchi et al., 1980 Almosny e Monteiro, 2006; Campbell,
2006a). Trombocitose pode ocorrer em infeccdes bacterianas e trombocitopenia por
supressao da medula éssea ou excessiva demanda (Doneley, 2010).

Leucocitos

Os leucocitos presentes no sangue de aves sao linfécitos, mondcitos e
granuldcitos (heterdfilos, eosinéfilos e basoéfilos) (Wakenell, 2010) e sdo as células
de defesa do organismo. Leucocitose pode estar associada a situacoes de estresse
sofridas pelo animal e a processos inflamatérios agudos infecciosos ou néao
infecciosos Campbell, 2006). A leucopenia pode acontecer em inflamacao crénica e

em graves infecgdes bacterianas ou virais (Doneley, 2010).



Os heteroéfilos sdo o tipo mais comum de células encontradas nas aves,
possuem granulos eosinofilicos alongados que podem ser ovais ou arredondados
em algumas espécies e nucleo lobulado com aspecto grosseiro e sua fungcdo é
similar a dos neutrofilos de mamiferos, participando ativamente nas reacdes
inflamatérias (Clark et al., 2009).

Os eosindfilos sao células de mesmo tamanho dos heteréfilos, de forma
redonda a irregular dependendo da espécie, possuem o nucleo lobulado e
citoplasma azul-claro com granulos ovais eosinofilicos que se coram mais que 0s
granulos de heterodfilos, entretanto, podem ser influenciados pelo tipo da coloracéao
Romanowsky podendo parecer maiores, intumescidos, incolores ou azul-claros e o
aumento de eosindfilos circulantes pode ser interpretado como uma resposta a
presenca de endoparasitas no organismo ou a exposicao de antigenos que induzam
hipersensibilidade (Campbell, 2006).

Nas aves, os baséfilos sdo células redondas com gréanulos extremamente
basofilicos e metacrdmicos no citoplasma, possuem o nucleo central azul claro que
geralmente fica recoberto pelos granulos, assemelhando-se aos mastoécitos de
mamiferos e € uma das primeiras células a participarem de uma resposta
inflamatéria aguda ou reacéo de hipersensibilidade (Wakenell, 2010).

Os linfécitos sdo o tipo de leucocitos mononucleares mais abundantes no
sangue de algumas espécies de aves, podem ser classificados de acordo com o
tamanho (pequenos, médios e grandes) sendo que 0s mais comuns Sao 0S
pequenos e médios. S&o células tipicamente redondas assim como seu nucleo
central de cromatina densa, possui citoplasma escasso levemente basofilico e
ocasionalmente pode apresentar projecées conhecidas como “blebs” (Campbell,
1995). Linfopenia tem sido relatada em resposta aguda a corticosteroides em aves e
também em certas doencas virais, ja a linfocitose pode ser esperada associada a
estimulacao por certas infec¢des (Campbell, 2006).

Monécitos sado grandes leucécitos mononucleares pleomorficos podendo
apresentar formas arredondadas ou amebdides, a cromatina do nucleo é mais
frouxa que a dos linfécitos e o citoplasma é azul acinzentado podendo apresentar
vacuolos ou finos granulos eosinofilicos (Campbell, 1995; Clark et al., 2009).
Monocitose pode ser observada em certas doencas que produzem agentes
quimiotaticos para os mondcitos (clamidiose, infeccao fungica ou bacteriana e
tecidos em necrose) e ainda em aves com deficiéncia de zinco (Campbell, 2006).
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Bioquimica sérica

Os exames bioquimicos sdo comumente utilizados para avaliar o estado de
saude dos animais (Almosny e Monteiro, 2006). Os niveis de concentracdo de
enzimas, metabdlitos e minerais no sangue sao influenciados por condi¢des
ambientais, processos fisiolégicos e patologicos. As variagdes por motivo fisiolégico
podem ocorrer devido a idade, sexo, estado nutricional e espécie. Ja nos processos
patologicos, as alteragcdes sdao devidas a dano celular ou funcao anormal de um
orgéo ou sistema (Doneley, 2010).

Alanina Aminotransferase (ALT)

A atividade sérica de ALT é um teste inespecifico para deteccao de doenca
hepatocelular em aves, pois ocorre em diferentes tecidos (ex. musculo esquelético)
(Campbell, 2006b). Em muitos casos, pacientes com severos danos hepaticos tem
atividade de ALT normal, refletindo o baixo nivel da enzima nas células hepaticas
em certas espécies. Elevadas atividades séo dificeis de interpretar e essa enzima
tem limitada utilidade por aumentar em alteracbes moérbidas em quase todos os
tecidos. A atividade de ALT em eritrocitos é 1,6 vezes maior do que no plasma,
portanto hemdlise pode ser causa de aumento dessa enzima. A elevacao idade-
dependente (aumenta com a idade) da enzima tem sido descrita em aves. Em aves
de rapina, variagdo sazonal tem sido relatada associada com atividade reprodutiva
(Hochleithner, 1994).

Aspartato Aminotransferase (AST)

Alta atividade de AST tem sido descrita no figado, musculo esquelético,
coracéao, cérebro e rins. A distribuicdo dessa enzima em tecidos de aves varia em
funcdo das espécies e atividade elevada é geralmente indicativa de dano hepéatico
ou muscular. Em geral, considera-se aumento de AST valores acima de 275Ul/L
(Campbell, 2006b). Atividade de AST prové melhores informacdes quando
associada a testes mais especificos, como a mensuracao de creatinoquinase (CK),
para excluir o dano muscular como causa de aumento da enzima. Os valores de

AST séo idade-dependente e variam entre espécies. Atividades anormais tém sido
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relacionadas a deficiéncia de vitamina E, selénio, ou metionina, danos hepaticos
(psitacose ou Doenca de Pacheco), intoxicagées por pesticidas e dano muscular
(Hochleithner, 1994). Harr (2006) citou outras causas de aumento de AST, tais como
infeccdes por bactérias, fungos, virus (herpes virus, adenovirus), hemoparasitos,
intoxicacbes por aflatoxina e plantas téxicas (Gossypium sp., Brassica napus,

Ricinus communis) e neoplasias.

Fosfatase alcalina (FA)

A atividade de fosfatase alcalina tem sido encontrada no intestino, figado, rins
€ 0Ss0S e nao aumenta com uma simples injuria hepatica (Harr, 2006). Baixas
atividades de FA foram relatadas no figado de pombas, psitacideos, galinhas e
perus. Aves jovens tém atividade de FA alta por causa do crescimento 6sseo ou isso
pode acontecer em animais com processo de consolidacdo de fraturas e em
galinhas pode acontecer devido a postura de ovos. Embora a atividade de FA no
figado seja baixa, elevagcdo de FA pode indicar dano hepatico. Intoxicacdo por
Aflatoxina B com destruicdo massiva do figado em pombas, cacatuas e corujas nao

demonstraram aumentar FA (Hochleithner, 1994).

Proteinas totais e fracoes

O teor de proteinas plasmaticas normal € essencial para a manutencao da
pressao osmética que preserva o pH e o volume sanguineo normais. As principais
fracOes protéicas sao albumina e globulinas (Bailey, 2008). A concentracao
plasmatica normal em aves € menor que a de mamiferos. A albumina representa 40
a 70% da concentracdo total de proteinas sendo sintetizada no figado. As
imunoglobulinas sintetizadas pelos linfécitos B e plasmécitos sao importantes
componentes da proteina total sérica (Campbell, 2006b). A mensuracao de
proteinas pode auxiliar o diagnéstico de doencgas gastrintestinais, hepaticas, renais
ou infecciosas (Lumeij, 2008). As proteinas de fase aguda em caso de inflamacéao
tipicamente resultam em aumento de globulinas e conseqiientemente das proteinas
totais (Campbell, 2006b). A relacdo albumina/globulina pode estar diminuida em
inflamacdes, nefropatias com perda de proteinas, hepatopatias e em fase de postura
de ovos (Harr, 2002).
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Hipoproteinemia pode refletir sintese reduzida causada por hepatopatias
cronicas, mal absorcdo devido a enteropatias (enterites, tumores, parasitismo),
perda de proteina por nefropatia, perda de sangue, tumores malignos, ma nutricao e
hiperidratacdo. Ja a hiperproteinemia pode ser induzida por doencgas infecciosas
agudas ou cronicas por estimular a producdo de globulinas e desidratacao
(Hochleithner, 1994).

Acido urico

Nas aves o produto final do metabolismo nitrogenado que se apresenta em
maior quantidade é o acido Urico (Almosny e Monteiro, 2006). E sintetizado no
figado e tubulos renais e cerca de 90% é eliminado por meio de secrecao tubular
renal e por isso é util para avaliar fungédo renal em aves (Hochleithner, 1994).

Entretanto, valores normais ndo garantem a auséncia de nefropatia, pois é
necessario que haja a perda de cerca de 75% da funcao do érgao para que o niveis
de acido urico se elevem. Os valores plasmaticos de acido Urico variam conforme a
espécie, idade, dieta alimentar entre outros fatores. Em animais jovens os valores
sdo menores que em adultos e os das aves carnivoras sdo mais elevados que 0s
das granivoras (Almosny e Monteiro, 2006). Quando a concentracao de acido urico
€ excessiva, esse metabdlito pode se precipitar nos tecidos, principalmente
articulagdes e visceras, tal condigao € conhecida como “gota” (Campbell, 2006).

A hipourecemia € raramente descrita nas aves, porém quando ocorre pode
ser sugestiva de doenca hepatica (Hochleithner, 1994). J& a hiperuricemia pode
acontecer no periodo de ovulacdo e poés-prandial, desidratagdo, nefropatias,
hipervitaminoses A e D (Bailey, 2008).

Embora o teor sanguineo de acido urico possa ser utilizado como indicador de
funcéo renal, ele ndo define o diagndstico, mas pode ser Gtil para a monitoracao do
tratamento ou da evolugao da doenca, quando é obtida uma série de mensuracoes
(Campbell, 2006).

Creatinina

A creatinina é um produto do catabolismo da creatina (encontrada no tecido

muscular). A excrecdo da creatinina é feita somente pelos rins que a filtra livremente
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e reabsorve nos tubulos (Harr, 2006). Em aves, a creatina é excretada na urina
antes de ser convertida em creatinina. Isso pode ser a razdo para que os niveis de
creatinina sérica nao resultem em um bom teste para avaliar a fungdo renal. Em
consequéncia, existe uma margem discreta entre os niveis fisiol6égicos e patolégicos
de creatinina. Com isso, esse parametro nao é sensivel para diagndéstico em aves e
na maioria das espécies que tem sido investigada os intervalos de referéncia ficam
entre 0,1 — 0,4 mg/dL, sem diferencas significativas. Em casos de injurias severas
nos rins pode ser observado aumento dos niveis de creatinina, especificamente se a
taxa filtracdo esta diminuida (Hochleithner, 1994). Elevacdes também tém sido
descritas relacionadas com peritonites, septicemia, trauma renal ou drogas

nefrotoxicas (Bailey, 2008).

Creatinina-quinase (CK)

A creatinina-quinase esta localizada nos musculos esqueléticos, coragao e
cérebro. No musculo, essa enzima disponibiliza o ATP para a contragdo muscular.
Elevacbes dessa enzima acontecem principalmente em danos de células
musculares e as alteracdes fisiolégicas de CK sdo bem conhecidas em aves
(Hochleithner, 1994). O aumento da atividade de CK no plasma pode ser resultado
de dano muscular associado a captura e contengdo do animal (Lumeij, 2008). Os
niveis de CK no sangue podem aumentar em até 72 horas ap0s a injuria muscular
(Harr, 2006). Aumentos nos niveis de CK tem sido relacionados a necrose muscular,
convulsdes, injegbes intramusculares, deficiéncia de vitamina E e selénio e
neuropatias (Hochleithner, 1994; Bailey, 2008).

Calcio

Como o principal componente dos 0ssos, o calcio desempenha um papel vital
na estrutura do corpo. Ele também tem importante fungao fisiolégica na transmissao
de impulsos nervosos, ativacao de enzimas (cascata de coagulacdo sanguinea),
calcificacdo de cascas de ovos e contracdo uterina durante a oviposicéao (Bailey,
2008). O célcio total pode ser interpretado associado as concentracoes de albumina,
pois cerca de 30 a 50% do calcio plasmatico esta ligado a essa proteina. O teor de

calcio total diminui em hipoalbuminemia e aumenta em situacdes de

hiperproteinemia (Campbell, 2006). Galinhas em ovulagcdo apresentam niveis de

14



calcio significativamente mais alto que as fémeas ndo ativas reprodutivamente (Harr,
2002) e aves jovens geralmente tém menores concentra¢des de calcio em relagéo
aos adultos. Na sindrome hipocalcémica ocorre diminuigdo de calcio por
hipoparatireoidismo, em que o célcio ndo € devidamente liberado dos ossos. A
terapia com glicocorticéides podem diminuir a concentracdo total de calcio e em
dietas com severa deficiéncia de calcio o paratormdnio mobilizara esse mineral dos
0ssos para manté-lo em concentracoes fisiolégicas. Hipercalcemia tem sido
observada em dietas com excesso de vitamina D, tumores 6sseos, desidratacao,
hiperparatireoidismo (Hochleithner, 1994).

Hemoparasitos e a ordem Haemosporida (Danilewsky, 1885)

Parasitos sado freqlentemente encontrados em esfregacos de sangue
periférico de aves (Campbell, 1995). Nas ultimas décadas, pesquisas tornaram cada
vez mais claro que parasitos desempenham um papel decisivo na dinamica e
evolucao das populagdes (Ricklefs 1992; Lively & Dybdahl 2000). Eles podem
influenciar na sobrevivéncia e no sucesso reprodutivo, até mesmo causar a extingao
de populacdes (Ricklefs, 1992) pelo fato de que os individuos mais parasitados
podem ser mais suscetiveis aos predadores e menos habeis para estabelecer
territérios (Anderson e May, 1979).

Dentre os hemoparasitos de aves estdo os filarideos, os protozoarios
flagelados (Trypanossoma) e esporozoarios intracelulares (Apicomplexa:
Haemosporida) (Garnham, 1966). No ultimo grupo estdo classificadas as familias
Haemoproteidae, Plasmodiidae, Leucocytozoidae e Garniidae (Valkidnas, 2005)
(Tabela 3). Esses protozoarios hemosporideos sao cosmopolitas, e podem ser
encontrados desde montanhas de 3.000 metros de altura até ao nivel do mar e ja
foram descritos parasitando diversos grupos de aves em todos o0s continentes
exceto na Antartida (Valkidnas, 2005; Sehgal, 2010).

Os hemosporideos possuem grande importancia ecolégica e sdo amplamente
utilizados em investigacoes da relacao parasita-hospedeiro (Lively e Dybdahl, 2000;
Krone et al.,, 2008). Estes servem como modelos para estudos ecolégicos de
especiacao simpatrica (Pérez-Tris et al.,, 2007), ocasionam doengas em aves
domésticas assim como a diminuicdo da produtividade e elevadas taxas de
mortalidade (Valkitnas, 2005). Aproximadamente 45% da avifauna mundial tem sido
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analisada para infeccdo por hemoparasitos. Ha registros do género Haemoproteus
em cerca de 50% e Plasmodium e Leucocytozoon em 30% das aves investigadas
(Tabela 3) (Valkianas, 2005).

Os hemosporideos sao heteroxenos obrigatérios, ou seja, desenvolvem-se
em dois grupos de hospedeiros. Animais vertebrados como répteis, aves e
mamiferos sdo seus hospedeiros intermediarios e insetos dipteros hematéfagos sao
0s hospedeiros definitivos (vetores) (Kreiner, 1994). A necessidade de que parte do
ciclo dos hemosporideos ocorra em vetores dipteros, influencia na baixa prevaléncia
ou auséncia dos parasitos em regioes aridas, salinas, de elevada altitude, ou com
baixas temperaturas, devido a escassez dos insetos nesses locais (Bennett et al,,
1992; Valera et al., 2003). As aves que vivem em condi¢des climaticas extremas e
em areas onde o vetor é ausente, somente sdo encontradas infectadas quando séo
transferidas para outros locais como zooldgicos, programas de reproducao em
cativeiro ou por serem animais de estimacdo. Tais aves sao frequentemente
suscetiveis a infeccdo por parasitos que podem ser muito patogénicos para esses
animais (Peirce, 2008).

Tabela 3. Nimero de espécies por familia de parasitos hemosporideos que foram descritos em

ordens de aves.

Ordem Haemoproteidae Plasmodiidae Leucocytozoidae Garniidae

Sphenisciformes 0 0
Struthioniformes
Tinamiformes
Pelecaniformes
Ciconiiformes
Anseriformes
Falconiformes
Galliformes
Turniciformes
Gruiformes
Charadriiformes
Columbiformes
Psittaciformes
Cuculiformes
Musophagiformes
Strigiformes
Caprimulgiformes
Apodiformes
Coliiformes
Trogoniformes
Coraciiformes
Piciformes
Passeriformes 63
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Fonte: modificado de ValkiGnas, 2005.
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No Brasil, as pesquisas relacionadas aos hemosporideos foram iniciadas pelo
médico e parasitologista Adolpho Lutz, que estudou esses hemoparasitos no periodo
entre 1893 e 1907, e designou maior atencao as aves. Este pesquisador, juntamente
com sua equipe, examinou cerca de vinte ordens de aves e, em nove delas,
encontrou hematozoarios dos géneros Plasmodium, Haemoproteus e
Leucocytozoon. Pouco tempo depois, Henrique Aragado e Wladimir Lobato Paraense
se dedicaram aos estudos a respeito de Haemoproteus e Plasmodium,
respectivamente, e realizaram descobertas importantes acerca desses parasitos (Sa,
2011).

O Género Plasmodium

Plasmodium é o género de hemosporideos mais estudado e conhecido,
pois nele estado incluidos os agentes da malaria humana (Plasmodium falciparum, P.
vivax, P.malariae e P. ovale), doenca que ainda ocorre em muitas pessoas que
vivem em paises tropicais. Por isso, a infeccdo por Plasmodium em aves €
conhecida como malaria aviaria (Valkianas, 2005). A palavra malaria tem origem no
idioma italiano medieval, no século XVII, significando “mau ar”, pois naquela época o
agente etiolégico ainda nao havia sido descoberto e vinculava-se a doenca ao odor
fétido exalado dos pantanos (Cox, 2002). Entretanto, as espécies de Plasmodium
que acometem aves sao filogeneticamente mais préximas as espécies de
Haemoproteus do que as espécies de Plasmodium de mamiferos (Pérez-Tris et al.,
2005) e ainda as formas de plasmédios aviarios sdo transmitidas por mosquitos da
espécie Culex, enquanto os vetores das formas de mamiferos sao da espécie
Anopheles (Ricklefs, 2010).

Plasmodios podem ser patogénicos em canarios, pinglins, galinhas
domeésticas, patos, pombas e falcées. Por outro lado, muitas aves, especialmente
passeriformes, sdo freqlentemente carreadores assintomaticos (Greiner e Harrison;
1994, Campbell, 1995). Esses hemoparasitos devem ser considerados quando aves
domeésticas e silvestres sao translocadas para regides em que Plasmodium nao seja
endémico, mas onde as condicdes para a transmissao dos mesmos sao favoraveis.
Por isso, os projetos de reintroducédo de espécies raras e aves em desaparecimento
para as regidbes do seu habitat sdo freqlentemente ameacados devido a
transmissdo ativa de espécies patogénicas desses parasitas. E interessante notar
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que os servicos de quarentena de muitos paises ndo incluem a maléaria aviaria em

seus programas (Valkitnas, 2005).

Taxonomia

Os plasmddios aviarios sdo taxonomicamente classificados na seguinte forma
(Valkianas, 2005):

Reino Protista (Haeckel, 1866)

Filo Apicomplexa (Levine, 1970)

Ordem Haemosporida (Danilewsky, 1885)

Familia Plasmodiidae (Mesnil, 1903)

Género Plasmodium (Marchiafava e Celli, 1885)
Subgénero Haemamoeba (Grassi e Feletti, 1890)

. relictum (Grassi and Feletti, 1891)

. cathemerium (Hartman, 1927)

. matutinum (Huff, 1937)

gallinaceum (Brumpt, 1935)

giovannolai (Corradetti, Verolini e Neri, 1963)
lutzi (Lucena, 1939)

. subpraecox (Grassi e Feletti, 1892)

. griffithsi (Garnham, 1966)

. tejerai (Gabaldon e Ulloa, 1977)

. coturnixi (Bano e Abbasi, 1983)

U U U U UUUUUU

Subgénero Giovannolaia (Corradetti, Garnham e Laird, 1963)

P. lophurae (Coggeshall, 1938)

P. circumflexum (Kikuth, 1931)

P. polare (Manwell, 1934)

P. gundersi (Bray, 1962)

P. octamerium (Manwell, 1968)

P. pinottii (Muniz e Soares, 1954)
P. pedioecetae (Shillinger, 1942)

P. formosanum (Manwell, 1962)

P. durae (Herman, 1941)

P. hegneri (Manwell e Kuntz, 1966)
P. anasum (Manwell e Kuntz, 1965)
P. leanucleus (Huang, 1991)

P. fallax (Schwetz, 1930)

P. garnhami (Guindy, Hoogstraal e Mohammed, 1965)
P. gabaldoni (Garnham, 1977)
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Subgénero Novyella (Corradetti, Garnham e Laird, 1963)

P. vaughani (Novy e MacNeal, 1904)

P. rouxi (Sergent, Sergent e Catanei, 1928)

P. hexamerium (Huff, 1935)

P. nucleophilum (Manwell, 1935)

P. dissanaikei (Jong, 1971)

P. bertii (Gabaldon e Ulloa, 1981)

P. columbae (Carini, 1912)

P. paranucleophilum (Manwell e Sessler, 1971)
P. kempi (Christensen, Barnes e Rowley, 1983)

Subgénero Huffia (Corradetti, Garnham e Laird, 1963)

P. elongatum (Huff, 1930)
P. hermani (Telford e Forrester, 1975)
P. huffi (Muniz, Soares e Batista, 1951)

Subgénero Bennettini (ValkiGnas, 1997)
P. juxtanucleare (Versiani e Gomes, 1941)

Cabe salientar que os subgéneros foram classificados conforme as
caracteristicas morfolégicas e biolégicas dos estagios eritrociticos e exo-eritrociticos
(Valkitnas, 2005).

Distribuicao dos plasmédios

A maléria aviaria tem distribuicdo mundial e sua grande importancia
econdmica esté relacionada com a industria avicola, pois tais hematozodarios podem
causar taxas significativas de morbidade e mortalidade em criagbes de aves
domésticas (Soares et al , 1999). Plasmodium spp. ja foi descrito em praticamente
todos os continentes, exceto na Antartida (Garnham, 1966) e foram detectados em
varios paises como: Republica de Madagascar (Bennett e Blancou, 1974; Savage et
al., 2009), Uganda (Bennett et al., 1974), Espanha (Valera et al., 2003), Alemanha
(Krone et al., 2008), Escandinavia (Bensch e Akesson, 2003), Nova Zelandia (Howe
et al, 2011), Japdo (Murata, 2002), Malasia (Bennett e Warren, 1966), Estados
Unidos (Califérnia e Alaska) (Martins et al., 2008; Yohannes et al., 2009), México
(Carlson et al., 2011), Colémbia (Valkitinas et al., 2003) e no Brasil (Paraense, 1949;
Woodworth-Lynas et al., 1989; Soares et al., 1999; Ribeiro et al., 2005; Belo, 2011;
Fecchio, 2011; Sebaio et al., 2012).
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Algumas pesquisas relacionadas a infecgdo por Plasmodium em
psitacideos no Brasil ja foram realizadas. Dentre esses estudos, Belo e
colaboradores (2009) avaliaram a ocorréncia de malaria aviaria em papagaios e
araras mantidos em condi¢des de cativeiro em dois estados no Brasil (Minas Gerais
e Ceard), por meio de exame microscopico de esfregacos sanguineos e
amplificacdo do gene 18SSU rRNA de Plasmodium, e obtiveram alta ocorréncia de
Plasmodium spp. (36% das aves). No Rio de Janeiro, Silva (2011) pesquisou os
aspectos clinicos e laboratoriais da maléria aviaria, assim como sua prevaléncia em
araras-canindé (Ara ararauna) cativas, e observou em microscopia Optica de
esfregacos sanguineos que 30,19% dos animais apresentaram infeccdo por

plasmédios, porém com baixa parasitemia individual.

Hospedeiros aviarios

Os hemosporideos filogeneticamente relacionados podem parasitar espécies
hospedeiras de aves distantemente relacionadas, assim como espécies de parasitos
distantemente relacionados podem partilhar uma Unica espécie de hospedeiro
(Beadell et al., 2004; Peirce, 2008; Njabo et al., 2010). Por exemplo, alguns
plasmédios apresentam alta especificidade por seus hospedeiros aviarios, como o
Plasmodium juxtanucleare que foi descrito somente em galinhas domésticas (Gallus
gallus), entretanto outras espécies podem ser encontradas em diferentes ordens de
aves, como € o caso do P. relictum que ja foi encontrado parasitando Passeriformes,
Anseriformes, Columbiformes, Falconiformes, Psittaciformes, entre outros (Garnham,
1966; ValkiGnas, 2005). Em um estudo, Waldenstrdm e colaboradores (2002)
observaram que 44% das 18 linhagens de hemosporideos analisadas foram
detectadas em mais de uma espécie de hospedeiro, indicando que € possivel o

compartilhamento de hospedeiro por mais de um parasito (Tabela 4).
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Tabela 4: Espécies de Plasmodium aviario que ja foram descritas em algumas ordens de aves:

Ordem de aves

Espécie de Plasmodium

Passeriformes

Anseriformes

Columbiformes

Falconiformes

Psittaciformes

. relictum

. cathemerium
. matutinum

. giovannolai
fallax

. circumflexum
polare
pinottii

. octamerium

. leanucleus
vaughani
rouxi

. hexamerium
. nucleophilum
. paranucleophilum
. elongatum

T U U UUUUUUUUUUUTUTm

. relictum

. circumflexum
polare
anasum
hegneri
gabaldoni

. vaughani

. nucleophilum
. elongatum

T U U UUUUTUDO

. relictum

. cathemerium
. circumflexum
polare
lophurae
gabaldoni
vaughani

. columbae

. nucleophilum
. dissanaikei

TUUUUUUUUU

. relictum

. fallax

. circumflexum
polare

. elongatum

T UUTuUmo

. relictum

. circumflexum
. vaughani

. nucleophilum
. dissanaikei

T UUuUuUomo

Fonte: Valkitinas, 2005 (modificada).



Vetores

As espécies de vetores ndo sao determinadas para a maioria de
hemosporideos. Os plasmdédios se desenvolvem somente em espécies de dipteros
hematéfagos da familia Culicidae. O grande numero de espécies de Plasmodium
estudados é transmitido por representantes do género Culex, Culiseta, Aedes,
Anopheles, Armigeres, Mansonia, Psorophora e Wyeomyia (Valkiinas, 2005).
Alteracbes climaticas podem afetar a distribuicdo de espécies de vetores, devido a
modificacdo das condicdes de reproducdo e alimentacdo e consequentemente sdo
fatores que influenciam a transmissao da doenca (Cook e Karesh, 2008). Em adigéo,
surtos de Plasmodium podem ocorrer esporadicamente em areas endémicas e
principalmente em locais onde ocorre aumento da populacdo de mosquitos
transmissores (Campbell, 1995).

A introducdo de espécies de mosquitos pode causar sérios danos ao
ecossistema invadido, conforme pbéde ser observado no Havai, onde a malaria
aviaria era considerada ausente e surgiram casos da doenca a partir do século XIX
apos a introducdo do mosquito Culex quinquefasciatus nas ilhas havaianas. Esse
acontecimento causou consequéncias dramaticas, pois o parasito Plasmodium
relictum carreado provavelmente por aves migratérias e transmitido as aves nativas
por meio do vetor introduzido desempenhou um importante papel na diminuicdo
populacional ou até mesmo a extincdo de varias espécies de aves endémicas da
familia Drepanidae (Warner, 1968; Van Riper Il et al., 1986).

Ciclo biolégico

O conhecimento atual do ciclo biolégico de plasmédios foi acumulado
principalmente entre as décadas de 1930 a 1950, pois esses hematozoarios foram
amplamente utilizados em modelos experimentais para estudos da malaria humana.
O ciclo de vida do Plasmodium é heteroxeno obrigatério, portanto depende de um
hospedeiro invertebrado (definitivo), que sdo as fémeas de dipteros hematéfagos em
que ocorre o processo sexual do parasito, e um hospedeiro vertebrado
(intermediario) (Valkitinas, 2005).

O desenvolvimento do parasito nas aves pode ser dividido em merogonia

exoeritrocitica, merogonia eritrocitica e formagdo de gametdcitos. A merogonia
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exoeritrocitica € dividida em primaria (pré-eritrocitica) e secundaria (pos-eritrocitica).
A merogonia exoeritrocitica primaria consiste em duas geracdes de merontes que
sdo chamadas de criptozoitos e metacriptozoitos, respectivamente. A merogonia
exoeritrocitica secundaria inclui varias geracées de merontes, que sdo chamadas de
fanerozoitos (Paraense, 1944; Valkiinas, 2005).

A Figura 1 esbocga o ciclo biolégico do Plasmodium em que a transmissao do
parasito ocorre quando o vetor se alimenta do sengue de uma ave infectada e ingere
formas sexuadas denominadas gametdcitos que irdo formar o estagio de oocisto no
estbmago do vetor. Por meio da esporogonia sdo desenvolvidos nos oocistos 0s
esporozoitos que sao liberados na hemocele para seguirem em dire¢do as glandulas
salivares e dessa forma, infectar o hospedeiro vertebrado ao ser picado pelo vetor.
Os esporozoitos penetram nas células do sistema fagocitico mononuclear (SFM)
presentes no local da inoculacéo e, posteriormente, nas células do SFM da camada
endotelial dos capilares sanguineos cerebrais, do baco, figado, rins, pele e de outros
orgaos dependendo da espécie de parasito. A partir dos esporozoitos sdo originados
a primeira geracao de merontes primarios exoeritrociticos (criptozoitos) e estes nao
tém a capacidade de infectar células sanguineas. Os merozoitos desenvolvidos em
criptozoitos induzem a segunda geracdo de merozoitos exoeritrociticos
(metacriptozoitos), que se desenvolvem em macréfagos presentes em muitos
orgaos. Os merozoitos formados nos metacriptozoitos sdo capazes de infectar as
células eritrociticas. Uma parte dos merozoitos desenvolvidos nos metacriptozoitos
induz a proxima geracdo de metacriptozoitos e fanerozoitos, enquanto a outra parte
invade os eritrécitos, originando aos estagios agamicos que sdo os gametdcitos.
Alguns metacriptozoitos que penetram em eritrocitos jovens e/ou maduros originam
formas do parasito chamadas de trofozoitos. Uma parte dos merozoitos formados
em merontes eritrociticos induz o proximo ciclo de merogonia eritrocitica e originam
0s gametocitos enquanto os demais penetram nas células endoteliais dos capilares
de muitos érgaos incluindo o cérebro. O numero de merozoitos dentro de cada
meronte € uma das principais caracteristicas na identificacdo dos plasmodios
(Paraense, 1944; Valkiinas, 2005; Peirce, 2008). Os merontes eritrociticos contém
pigmentos granulares de coloracdo dourada, marrom ou preta, que se agrupam nos
merontes maduros. Esse pigmento € um produto insolUvel resultante do processo de
degradacdo da hemoglobina pelo Plasmodium, conhecido como hemozoina
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(pigmento malarial) e sdo bastante refringentes na microscopia 6ptica (Yamada e
Sherman, 1979).

O tempo de maturacdo desde a inoculacdo dos esporozoitos na ave até a
maturacdo da primeira geracao de metacriptozoitos € chamado de periodo pré-
patente, que ndo excede 120 horas para o Plasmodium relictum (ValkiGnas, 2005). A
maturacado da primeira geracao de fanerozoitos geralmente coincide com o periodo
agudo da parasitemia e os fanerozoitos junto com merontes eritrociticos produzem
merozoitos que mantém a parasitemia durante a fase cronica da infeccao. Ainda, os
fanerozoitos sdo responsaveis pelas “recaidas”, em que uma parasitemia secundaria
ocorre apdés um periodo latente da infeccdo. Tais “recaidas” geralmente séo
sincronizadas com a época de reproducdo das aves, que € importante para a
infeccdo dos vetores e disseminacdo dos parasitos para os filhotes, o que contribui

para a manutencdo da maldria na vida selvagem (Garnham, 1966).

Figura 1: Ciclo de vida de Plasmodium spp. |, Il — merogonia exoeritrocitaria primaria; Ill - merogonia
eritrocitaria; 1V — merogonia exoeritrocitaria secundéria e V — fase sexuada no vetor (modificado de
Valkitnas, 2005).
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A ave uma vez infectada por Plasmodium mantém o parasito por muitos anos
ou pela vida toda, atuando como fonte de infeccdo para os vetores (ValkiGnas,
2005). O ciclo de merogonia intraeritrocitico continua indefinidamente ou até que o
sistema imune do hospedeiro intervenha ou ocorra a morte da ave (Peirce, 2008).

Patogenia da infeccao por Plasmodium

As alteracbes moérbidas em aves causadas por infeccdo de espécies de
plasmodios sdo diversas. Uma caracteristica do desenvolvimento da primeira
geracdo de merontes exoeritrociticos € que geralmente ndo causam alteracdes
graves nas aves, pois 0 numero de merontes e seus tamanhos ainda sdo pequenos
e, embora o desenvolvimento seja rapido, a reagao inflamatéria normalmente nao é
pronunciada (ValkiGnas, 2005). Entretanto, as alteragdes se tornam mais
acentuadas nas fases seguintes de geracdo de merontes e a mais severa esta
associada com o Dblogueio pelos fanerozoitos e algumas vezes pelos
metacriptozoitos dos capilares cerebrais e de outros 6érgdos vitais, ocasionando
andxia tecidual seguida de morte celular e necrose significante. Por isso, muitas
vezes as aves infectadas apresentam paralisia cerebral, resultando em alteracdes
neurolégicas (Al Dabagh, 1961; Valkitnas, 2005).

A conseqiéncia mais grave da malaria é a ocorréncia de destruicdo de
hemacias e anemia. Uma causa geral dessa alteragdo € a remocao ativa de
eritrocitos infectados da circulagéo pelas células do SFM no bago, figado, medula
Ossea e outros 6rgdos. Anemia aguda acontece nos casos em que 0 processo de
eritropoiese e liberacdo de eritroblastos na circulacdo ndo compensam a perda de
hemacias (Garnham, 1966; Valkilinas, 2005). A destruicdo de eritrécitos também
esta associada com o desenvolvimento de numerosos merontes eritrociticos, e, esse
processo pode se acentuar com a alteracdo da composicdo quimica do plasma
sanguineo como a diminuicao do pH e aumento da concentracao de proteinas (Seed
e Manwell, 1977).

Outras caracteristicas relacionadas a malaria sdo a espleno e hepatomegalia
associadas com hiperplasia de células linféides macrofagicas e aumento da vesicula
biliar, pois as formas exoeritrociticas de Plasmodium se concentram nesses 6rgaos
(Fowler e Fowler, 2001; Paraense 2004; Williams, 2005; Valkiinas, 2005). Em

infecgdes graves o érgdo pode aumentar em até 20 vezes do volume normal, o que
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pode causar sua ruptura. Pode ainda, ser observado o acumulo de pigmento
(hemozoina) em macréfagos e o baco e figado podem adquirir aspecto enegrecido
(Valkiinas, 2005). J& foram descritas formas exoeritrociticas de Plasmodium em
outros érgaos como pulmodes, coracao e rins (Fix et al., 1988; Graczyk et al., 1995),
além de ascite e edema pulmonar (Fowler e Fowler, 2001).

Diagndstico clinico e laboratorial da malaria aviaria

Geralmente, os parasitos da maldria aviaria parecem ter uma relacédo
comensal com a maioria de seus hospedeiros, mas podem se tornar patogénicos em
condicbes especiais (Julian e Galte, 1980) e tém sido descritas cepas nao-
patogénicas que podem causar infeccdes assintomaticas em cacatuas e passaros
(Greiner e Harrison, 1994). Contudo, o Plasmodium pode ter um impacto negativo
em seus hospedeiros especialmente quando sdo expostos pela primeira vez ao
parasito. Mas, quando o animal consegue se recuperar da infec¢do, podera adquirir
resisténcia as recidivas posteriores, o que pode ser um aspecto benéfico. Além
disso, a capacidade imunolédgica do hospedeiro influencia o tipo de infec¢édo a ser
desenvolvida (sintomatica ou ndo) (Esparza et al., 2004). Por exemplo, pingiins tém
pouca ou nenhuma resisténcia inata ao Plasmodium e podem sucumbir de forma
grave a infeccao (Fowler e Fowler, 2001). A interacao de varios fatores (genética,
condigdo imunoldgica, idade, fonte de alimentacdo, estresse e disponibilidade de
abrigos) pode influenciar no desenvolvimento da infecgdo dos animais (Valkitinas,
2005).

Os sinais clinicos de infec¢des por Plasmodium incluem apatia, depresséao,
fraqueza, letargia, dispnéia, alteracbes neurolédgicas, convulsdes, febre, perda de
peso, e morte subita (Greiner e Harrison, 1994; Campbell, 1995; Fowler e Fowler,
2001; Williams, 2005; Almosny e Monteiro, 2006; Peirce, 2008).

Nos exames laboratoriais de aves com malaria pode ser observado anemia
hemolitica, leucocitose, linfocitose, hemoglobindria, biliverdindria. Na bioquimica
sérica podem ocorrer alteragées nas concentracées de proteinas séricas (reducéo
de albumina e aumento de globulinas), aumento de aspartato aminotransferase
(AST) e alanina aminotransferase (ALT) e diminuicdo de creatinina (Graczyk et al.,
1995; Williams, 2005; Harr, 2006).
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Métodos para diagndstico de Plasmodium

Ha mais de cem anos os plasmoédios tém sido estudados com o auxilio da
microscopia Optica. Grande parte do conhecimento atual relacionados a esses
parasitos deve-se a esse tipo de exame (Valkitnas, 2005).

A identificacdo de género de hemoparasitos aviarios pode ser feita por
microscopia Optica geralmente a partir das caracteristicas morfolégicas do
organismo em um esfregaco de sangue periférico corado com coloracdées do tipo
Romanowsky (Leishman e coloragdes Giemsa) e examinado por um profissional
bem treinado (Campbell, 1995; Valkitnas, 2005).

A deteccdo de Plasmodium é baseada na presenca de gametdcitos
intraeritrociticos (pigmentados), trofozoitos e esquizontes (Campbell, 1995). Em
infecgdes iniciais, somente trofozoitos e esquizontes podem ocorrer nos eritrécitos, o
que dificulta o diagnostico especifico. Em contrapartida, durante as infeccdes
cronicas somente gametécitos podem estar presentes e se forem de espécie
alongada, podem ser facilmente confundidas com Haemoproteus (Peirce, 2008).

O organismo também pode ser encontrado em trombdcitos, leucocitos e
células endoteliais. Certas espécies de Plasmodium tém gamontes redondos a
irregulares que deslocam o nucleo da célula hospedeira, e outras espécies tém
gamontes alongados que também podem realizar esse deslocamento.
Macrogametdcitos coram em azul mais intenso que microgametécitos. Os
gametocitos contém pigmentos granulares refringentes amarelos ou marrons
(hemozoina) (Campbell, 1995).

Uma limitacao do método de deteccao de plasmodios por meio de
microscopia 6ptica é a impossibilidade de identificar espécies na maioria dos
esfregacos, mesmo por especialistas experientes. Sendo que para infeccées por
Plasmodium essa limitacdo aumenta devido a baixa parasitemia que geralmente é
observada nesse tipo de infeccao (Valkitnas, 2005). E ainda, para a identificacao de
muitas espécies do parasito é necessario o exame de formas parasitarias colhidas
durante todo o seu ciclo de vida, o0 que nem sempre é possivel (Garnham, 1966).

Os exames soroldgicos que detectam anticorpos para malaria aviaria tém sido
utiizados como ferramenta de diagnéstico para a doenga. Em um experimento
realizado em passeriformes havaianos (Hemignathus virens) foi observado que os

anticorpos foram detectaveis oito dias apds a infeccao por Plasmodium e até os

27



1.200 dias seguintes por meio do método “immunoblotting”, mesmo nos momentos
em que os parasitos ndo eram facilmente encontrados na microscopia optica devido
a baixa parasitemia, com isso, concluiram que esse método sorolégico é efetivo para
identificar aves com infecgdo malarial crénica e de baixa intensidade (Atkinson et al.,
2001). Em contrapartida, amostras de aves na Samoa Americana (Polinésia Central)
que foram positivas em exame de PCR para Plasmodium spp. ndao mostraram
reacdo na técnica de “immunoblotting” com o auxilio de extrato de eritrécitos
infectados por Plasmodium relictum do Havai, o que sugeriu uma possivel diferenca
antigénica entre os isolados de Plasmodium de Samoa e do Havai (Jarvi et al.,
2006).

A quantidade de trabalhos relacionados as pesquisas de hemoparasitos em
aves tem aumentado significativamente desde a introducao de métodos baseados
na Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR) para a identificacdo do parasito
(Bensch et al.,, 2009). A PCR é baseada em uma reacdo de polimerizagdo em
cadeia, onde se obtém o enriquecimento de um fragmento especifico de DNA por
meio de sua replicagdo exponencial. Assim, um gene presente no genoma como
cbpia unica pode ser amplificado, podendo ser posteriormente visualizado como
uma banda discreta, constituida por moléculas de DNA, por meio de eletroforese
(Silva-Pereira, 2003). Para os protozoarios, o método utiliza o conhecimento da
variacao das sequéncias para detectar linhagens especificas de diferentes parasitos
permitindo que limitadas quantidades de amostra de um espécime seja analisada,
como sangue por exemplo (Henning et al., 1999). Existem protocolos que sao
capazes de detectar infeccbes por hemosporideos em um eritrocito entre 100.000
nao infectados (Waldenstrom et al., 2002).

Investigagdes moleculares por meio de PCR adicionaram aspectos
importantes no conhecimento a respeito da filogenia e especificidade pelo
hospedeiro vertebrado (Ricklefs, 2004; Bensch et al., 2007; Krone et al., 2008).
Diversos genes tém sido utilizados como alvos na PCR para identificacdo dos
hemosporideos, tais como o gene codificador do &cido ribonucléico ribossomal
(rBRNA), mais especificamente da subunidade menor (SSU), do Plasmodium e o
acido desoxirribonucléico mitocondrial (gene do citocromo b), que sdo sequéncias
estaveis e bastante conservadas em espécies congenéricas e ndo sao encontradas
no hospedeiro ou em outros patdégenos comuns (Li et al., 1995; Bensch et al., 2004).
O primeiro estudo realizado por meio de PCR para hemosporideos foi realizado por
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Feldman e colaboradores (1995) com a finalidade de amplificar Plasmodium de
amostras de aves havaianas. Para isso, foram utilizados oligonucleotideos para
amplificar o gene codificador do18S rRNA. Anos apoés, Bensch e colaboradores
(2000) desenvolveram um protocolo que detecta Plasmodium e Haemoproteus
conjuntamente por meio da sequéncia do citocromo b dos parasitos. O ultimo
protocolo ja passou por modificacées sutis (Hellgren et al. 2004; Waldenstrém et al.
2004) e atualmente é o mais utilizado (Bensch et al., 2009).

Uma analise foi realizada por Richard e colaboradores (2002), em que
compararam quatro protocolos de PCR para detectar a presenca de malaria aviaria
no sangue de espécies de passaros africanos. Dois protocolos eram compostos por
oligonucleotideos para o citocromo b e os outros utilizam como alvo o gene 18SSU
rRNA e foi concluido que os protocolos que amplificaram o citocromo b mostraram
ser mais confiaveis em relacdo aos que detectaram o gene ribossomal.

Embora a variacao da sequéncia dos parasitos possa inibir o alinhamento
especifico de oligonucleotideos e conseqlientemente, a amplificagcdo de alguns
individuos e possam ocorrer falsos negativos por insuficiente concentracao de DNA
do hematozodério, a PCR é considerada um recente avango na deteccao de malaria,
pois muitas desvantagens associadas a pesquisa do parasito por microscopia sao
amenizados, apresentando maior sensibilidade e resultados mais rapidos (Singh et
al., 1999; Richard et al., 2002; Waldenstrom et al., 2004; Ribeiro et al., 2005).
Entretanto alguns autores defendem a utilizagdo da microscopia mostrando como o
método pode ser eficiente e confiavel para a detecgdo Plasmodium (ValkiGnas et al.,
2008; Krone et al., 2008).

OBJETIVOS

O presente estudo teve como principais objetivos:

- Determinar a ocorréncia da infeccao por Plasmodium spp. em araras
mantidas em cativeiro por meio da Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR) e
microscopia optica.

- Comparar os resultados da PCR com achados na microscopia optica.
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- Comparar o perfil hematoldgico e bioquimico dos animais infectados por

Plasmodium spp. com aquele dos animais nao infectados.
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CAPITULO II

Estudo da ocorréncia de Plasmodium spp. em araras mantidas em cativeiro e
suas provaveis alteracoes laboratoriais

INTRODUCAO

Hemoparasitos sdo frequentemente encontrados em esfregacos de sangue
periférico de aves, inclusive nas araras (Campbell, 1995; Belo et al., 2009; Silva,
2011). Esses protozoarios desempenham um papel decisivo na dindmica e evolucao
da avifauna (Ricklefs 1992; Lively e Dybdahl, 2000), podendo influenciar na
sobrevivéncia, no sucesso reprodutivo, na suscetibilidade dos individuos aos
predadores, na habilidade de estabelecer territérios e até mesmo causar a extingcao
de populagdes (Anderson e May, 1979; Ricklefs, 1992). Por outro lado, na avicultura,
0s hematozoarios também possuem importancia econémica por ocasionarem taxas
significativas de morbidade e mortalidade em aves domésticas (Soares et al., 1999).

Dentre esses parasitos esta o género Plasmodium que € o mais estudado e
conhecido em relacdo aos outros hemosporideos, pois nele estao incluidos os
agentes da malaria humana (Plasmodium falciparum, P. vivax, P.malariae e P.
ovale), ficando assim conhecida como maldria aviaria (Valkiinas, 2005). Os

plasmodios ja foram descritos em praticamente todos os continentes, exceto na
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Antartida (Garnham, 1966) e o ciclo de vida desses protozodarios é heteroxeno
obrigatério, composto por um hospedeiro invertebrado (definitivo), que sao as
fémeas de dipteros hematéfagos e um hospedeiro vertebrado (intermediario)
(Valkionas, 2005).

A deteccado de Plasmodium em sangue de aves por meio de microscopia
Optica é baseada na presenca de gametécitos intraeritrociticos, trofozoitos e
esquizontes (Campbell, 1995). Os exames moleculares também podem auxiliar o
diagnéstico de malaria aviaria (Bensch et al., 2009) e atualmente tem sido utilizados
diferentes genes como alvos na reacdo de polimerase em cadeia (PCR) para
identificacdo dos parasitos, tais como o acido ribonucléico ribossomal (rRNA) e o
acido desoxirribonucléico mitocondrial (citocromo b) do protozoario (Li et al., 1995;
Bensch et al., 2004).

Apesar da existéncia de varios trabalhos relacionados com a infeccao por
Plasmodium em aves no Brasil (Woodworth-Lynas et al., 1989; Ribeiro et al., 2005;
Fecchio, 2011; Sebaio et al., 2012), esses parasitos foram pouco estudados em
psitaciformes (Belo et al.,, 2009; Silva, 2011). Considerando a importancia
epidemiologica das araras na participacdo no ciclo dos plasmodios por serem
animais que transitam com freqUéncia entre localidades (Belo et al., 2009) é
importante o desenvolvimento de pesquisas a respeito da malaria aviaria para
contribuir na elucidacédo dessa doenca em araras.

Diante dessas informacdes, este estudo teve como objetivos utilizar a PCR e
microscopia Optica para determinar a ocorréncia da infeccdo por Plasmodium spp.
em araras mantidas em cativeiro, assim como confrontar os resultados desses meios
de diagnéstico e comparar o perfil hematolégico e bioquimico dos animais infectados

com aquele dos animais nao infectados.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram obtidas amostras de sangue de 106 araras adultas, mantidas em
cativeiro classificadas em trés grupos conforme o criadouro de origem:
 Grupo 1 (G1): 41 amostras de araras das espécies A. ararauna (21

espécimes), A. chloroptera (13) e Anodorhynchus hyacinthinus (7) do Criadouro de
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Aves Apoena localizado em Corumba de Goias/GO, a aproximadamente 100 Km de
Brasilia/DF (15°49'13,80”S e 48°28'25,56”0);

* Grupo 2 (G2): 42 amostras de araras das espécies A. ararauna (22
espécimes), Ara chloroptera (9), A. hyacinthinus (3), A. rubrogenis (2), Ara
glaucogularis (1), Ara macao (5) do plantel da Fundagao Jardim Zooldgico de
Brasilia — Brasilia/DF (15°50'23,50”S e 47 °55’54,950);

* Grupo 3 (G3): 283 amostras de araras das espécies A. ararauna (10
espécimes), A. chloroptera (2), A. macao (4) e hibridas (7) do criadouro comercial
Zoobotanica Abreu e Lima - Brasilia/DF (15°49°'20,62”S e 47°44’'27,36"0).

A Figura 2 indica a localizagao dos criadouros amostrados neste trabalho.

35 Km
1 1 1 I |

Figura 2: Localizagdo dos criadouros amostrados (Google Earth, 2012). A - Criadouro de Aves
Apoena; B - Fundacao Jardim Zoolodgico de Brasilia; C - Zoobotanica Abreu e Lima.

As amostras foram colhidas independentemente de espécie, sexo, idade e
condigao clinica e os métodos experimentais deste projeto foram avaliados e
aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal da UnB (UnBDOC n® 62.084/2010)
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Colheita de sangue

Os procedimentos de colheita de sangue foram realizados nas instalacdes
dos proprios criadouros. Os animais foram contidos manualmente e rapidamente
seguiram para a contencao quimica com a utilizacdo de anestesia inalatéria (Figura
1). Esse tipo de contencdo quimica foi escolhido por ser considerado um método
seguro e de rapido retorno anestésico, reduzindo assim, o estresse dos animais.
Para isso, foi aplicado o farmaco isofluorano’ por meio de uma mascara e/ou sonda
endotraqueal acopladas a um aparelho de anestesia inalatéria? (Figura 3). Apds a
colheita de sangue, o peso de cada animal foi mensurado em balanca digital®. Cabe
ressaltar que as araras foram manipuladas quando n&o estavam em fase
reprodutiva.

Foram colhidas amostras de sangue (aproximadamente 3 mL, que representa
menos de 1% do peso corporal das araras) por venopuncado das veias jugular
(Figura 4A) ou braquial (Figura 4B) e acondicionadas em tubos com e sem
anticoagulante (EDTA potassico), que foram mantidos em caixa térmica com gelo
até o processamento que foi realizado em no maximo 2 horas apds a obtencéo das
amostras. No momento da colheita foram confeccionados esfregacos sanguineos
para garantir uma melhor preservacao da morfologia das células.

Figura 3: Ara chloroptera contida quimicamente por meio de anestesia inalatéria (Arquivo pessoal).

! Isoforine®, Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira, Sao Paulo, SP.
2 Conques Slim®, HB Hospitalar Industria e Comércio Ltda, Sao Paulo, SP.
8 Modelo EK 3550, DayHome Comeércio Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil.
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Figura 4: A — Pun¢éo de veia jugular em Anodorhynchus hyacinthinus; B - Puncao de veia braquial
em Ara ararauna (Arquivo pessoal).

Hemograma

Os hemogramas foram realizados no laboratério de Patologia Clinica
Veterinaria, Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria (FAV), Universidade de
Brasilia (UnB), Distrito Federal. As amostras de sangue foram diluidas com Natt &
Herrick na proporcédo 1:200 e as células (hemacias, leucdcitos e trombdcitos) foram
contadas em Camara de Neubauer™"*®® A hemoglobina foi mensurada pelo
método cianometahemoglobina®* em aparelho analisador de bioquimicos semi-
automatico®>. O volume globular (VG) foi determinado pela técnica do
microhematécrito. O diferencial de leucdcitos foi obtido por microscopia éptica a
partir da contagem de 100 células em esfregaco sanglineo corado com May-
Grunwald-Giemsa e as proteinas plasmaticas totais (PPT) foram determinadas com
o auxilio de refratbmetro manual (Campbell, 1995; Almosny e Monteiro, 2006). A
pesquisa por Plasmodium spp. foi realizada durante 15 minutos por microscopia
optica em aumento de 1000X nos campos em que as células estavam
uniformemente distribuidas (Krone et al, 2001) e a intensidade da infeccéo foi
estimada em porcentagem por meio da contagem do numero de parasitas em cada

10.000 eritrécitos examinados (Godfrey et al, 1987).

* Kit comercial da LABTEST Diagnéstica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil.
5 Bio-2000°, Bioplus — Produtos para Laboratérios Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil.
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Extracao DNA

Apébs a realizagdo do hemograma, o restante das amostras com EDTA foi
mantido a -20°C para posterior extracdo do DNA e realizacdo da reagdao de
polimerizacao em cadeia (PCR).

O DNA foi extraido a partir de 10 uL de sangue com o auxilio de Kkits
comerciais®, seguindo as recomendacdes do fabricante. As amostras de DNA foram
mantidas acondicionadas a -20°C até o momento da realizacdo da PCR.

PCRs e oligonucleotideos

Os exames moleculares foram realizados no laboratério de Microbiologia e
Patologia Molecular do Hospital Veterinario da Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterinaria (FAV), Universidade de Brasilia (UnB), Distrito Federal.

Foram realizados trés tipos de exames moleculares em cada amostra obtida.
Apbés as extracbes, todas as amostras foram submetidas a PCR para a
determinacdo do sexo e deteccdo de hemoparasitos (uma para género —
Plasmodium spp. /Haemoproteus spp. € outra somente para Plasmodium spp.),
utilizando diferentes conjuntos de oligonucleotideos (Tabela 6).

Em todas as reagdes utilizou-se o mesmo aparelho termociclador’ e os
produtos gerados nas PCRs foram analisados por eletroforese em gel de agarose
corado com brometo de etidio e observado sob transiluminador de fluorescéncia
ultravioleta. Um marcador molecular de 100pb (Invitrogen®) foi incluido em cada
eletroforese para a determinagéo do tamanho dos produtos da PCR amplificados em
cada reacao. O surgimento de produtos na altura dos pares de bases esperados foi

considerado o parametro para classificar as amostras como positivas.

® lllustra blood genomicPrep Mini Spin Kit®, GE Healthcare do Brasil Ltda, Sao Paulo, SP.
! MyCycler, Thermal Cycler, Bio-Rad Laboratories, Inc., Califérnia, EUA.
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Tabela 6. Seqléncias de oligonucleotideos, gene amplificado, tamanho dos produtos da amplificagao

e fonte consultada nas reacdes de PCR utilizadas neste trabalho:

Reacéo Oligonucleotideos Nome / Gene / Tamanho do
Autores produto
GTTACTGATTCGTCTACGAGA 2950F
(Fridolfsson e CHD1-W/ 450 bp
Sexagem E”egren, 1999)
ATTGAAATGATCCAGTGCTTG a718R
(Fridolfsson e )
Ellegren, 1999) CHD1-2/850 bp
) HaemNFI
Plasmodium CATATATTAAGAGAAITATGGAG (Hellgren et al.,
spp./Haemoproteus 2004) Citocromo b / 617 bp
a HaemNR3
spp. (12 etapa) ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC (Hellgren et al.,
2004)
] HaemF
Plasmodium ATGGTGCTTTCGATATATGCATG (Bensch et al.,
spp./Haemoproteus 2000) Citocromo b / 527 bp
(22 etapa) HaemR2
spp. (22 etapa
PP P GCATTATCTGGATGTGATAATGG (Bengggo‘it al,
rPLU1 (Ribeiro
Plasmodium spp. (12 TCA AAG ATTAAG CCATGC AAG TGA et al., 2005)
etapa) rPLU5 (Ribeiro  18S SSU rRNA /610 bp
CCT GTT GTT GCC TTAAAC TCC et al., 2005)
rPLUS (Ribeiro
Plasmodium spp. (22 TTTTTATAAGGATAACTACGGAAAAGCTGT et al., 2005)
18S SSU rRNA / 240 bp
etapa) rPLU4 (Ribeiro
TACCCG TCATAGCCATGTTAG GCCAATACC et al., 2005)

PCR Sexagem

Considerando que as araras sdao animais monomoérficos, foi necesséaria a

realizacdo de PCR das aves para determinacao do sexo. Tal exame também foi Gtil

para excluir a presenca de possiveis inibidores da reacdo durante o processo de

extracdo de DNA das amostras sanguineas. Nessa PCR foram utilizados os

oligonucleotideos 2550F e 2718R (Tabela 6) para deteccdo dos genes CHD1-W e

CHD1-Z. Para a reacao da PCR as concentracoes dos reagentes na mistura foram:
2,0uL de DNA, 1X tampéo de PCR, 2 mM MgClz, 1,2 mM de cada oligonucleotideo,
0,2 mM de cada deoxinucleotideo, 1 U de Tag DNA Polimerase e agua miliQ para

um volume final de 25uL. Na amplificagcdo da reagéo foram utilizadas as condigdes
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do protocolo seguido por Quintana e colaboradores (2008) com adaptacdes. Na
etapa inicial, as amostras foram incubadas a 95°C por 5 minutos para ocorrer a
desnaturacdo. Em seguida, as amostras passaram por 35 ciclos de: 95°C por 30
segundos para a desnaturacao da fita de DNA, 54°C por 45 segundos para a
hibridizacdo dos oligonucleotideos e 72°C por 30 segundos para a extensdo das
fitas. Ao término, foi realizada a extensao final a 72°C por 5 minutos. Essa PCR
pode gerar dois produtos finais com diferenca de aproximadamente 200 pares de
bases de diferenca e, entdo quando os dois tamanhos de pares de base foram
observados o animal foi considerado como fémea (ZW) e quando somente houve a
visualizagdo de um produto a ave foi considerada como macho (ZZ) (Quintana et al,
2008).

PCR Plasmodium spp./Haemoproteus spp. (“Haem”)

Para a deteccao de Plasmodium spp. e Haemoproteus spp. nas amostras de
sangue das araras foi realizada nested PCR . Para a 12 etapa desse ensaio foram
utilizados os oligonucleotideos HaemNFlI e HaemNR3 (Tabela 6). A mistura de
reagentes foi composta por: 5,0uL de DNA; 1X tampéao de PCR; 1,5 mM MgClz, 0,2
mM de cada deoxinucelotideo, 0,6 mM de cada oligonucleotideo, 1 U de Tag DNA
Polimerase e agua miliQ para um volume final de 25uL. A segunda etapa foi
realizada com os oligonucleotideos HaemF e HaemR2 (Tabela 6) com a seguinte
mistura de reagentes: 2,0uL de produto da primeira reag¢do, 1X de tampéo, 1,5 mM
de MgClz, 0,4 mM de cada oligonucleotideo, 0,2 mM de cada deoxinucleotideo, 1 U
de Tag DNA Polimerase e agua miliQ para um volume final de 25uL. Para a
amplificagdo da reagdo foram utilizadas as seguintes condi¢ées no termociclador
modificadas de Hellgren e colaboradores (2004): na fase de desnaturagdo as
amostras foram incubadas a 95°C por 3 minutos. Em seguida, as amostras
passaram por 40 ciclos de: 95°C por 45 segundos para a desnaturacao da fita de
DNA, 48°C por 45 segundos para a hibridizacao dos oligonucleotideos e 72°C por 45
segundos para a extensao das fitas. Ao término, foi realizada a extenséo final a 72°C
por 10 minutos. Na 12 etapa foi obtido um produto de 617 bp e na 22 um produto de

527 bp nas amostras positivas.

PCR Plasmodium spp. (“rPLU”)
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Com o DNA das araras também foi realizada nested PCR para detectar
infeccdo ocasionada somente por Plasmodium spp. Para isso foram utilizados na 12
etapa os oligonucleotideos rPLU1 e rPLU5 (Tabela 6) e a seguinte mistura de
reagentes: 2,0uL de DNA, 1X de tampdo, 2 mM MgClz, 0,4 mM de cada
oligonucleotideo, 0,2 mM de cada deoxinucleotideo; 1U de Tag DNA Polimerase e
agua miliQ para um volume final de 25uL. A segunda etapa foi realizada com os
oligonucleotideos rPLU3 e rPLU4 (Tabela 6) adicionados a mistura de 2,0uL de
produto da primeira reagdo; 1X de tampao, 2 mM MgCl2, 0,4 mM de cada
oligonucleotideo; 0,2 mM de cada deoxinucleotideo; 1 U de Taq DNA Polimerase e
agua miliQ para um volume final de 25uL. Para a amplificagdo na primeira etapa a
mistura foi submetida as seguintes condigdes (Ribeiro et al., 2005): uma fase de
desnaturacao a 95°C por 4 minutos, 40 ciclos de: 94°C por 30 segundos para a
desnaturacdao da fita de DNA, 53°C por 1 minuto para a hibridizacdo dos
oligonucleotideos e 72°C por 1 minuto para a extensao das fitas, finalizando com
extensao a 72°C por 4 minutos. As condicdes da 22 etapa foram as mesmas, exceto
a temperatura de hibridizacao que foi ajustada para 62°C. Nas amostras positivas
foram obtidos produtos de 610bp (12 etapa) e 240bp (22 etapa).

Em todas as PCRs foram utilizados como controle negativo agua miliQ (estéril
e desprovida de DNA) e como controle positivo amostra de sangue de galinha
(Gallus gallus domesticus) infectada por Plasmodium spp. cedida gentiimente por
Lais Grego Silva da Universidade Federal de Niter6i (UFF).

Bioquimica sérica

As amostras de sangue sem anticoagulante foram centrifugadas a
3.000 rpm durante 5 minutos para a obtencdo do soro e realizacdo de ensaios
bioquimicos (alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST),
fosfatase alcalina (FA), proteinas totais, albumina, globulinas, acido Urico, creatinina,
creatinofosfoquinase (CK) e calcio). Os testes bioquimicos foram mensurados nas
amostras por aparelho analisador de bioquimicos semi-automatico® utilizando kits

comerciais®, seguindo as recomendagdes do fabricante.

8 Bio-2000°, Bioplus — Produtos para Laboratérios Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil.
? Kit comercial da LABTEST Diagnéstica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil
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Analise estatistica

Na analise estatistica, foram excluidas duas Ara rubrogenis, uma Ara
glaucogularis e sete araras hibridas, totalizando 10 individuos com a finalidade de
evitar que o numero escasso de amostras e as particularidades das espécies desses
animais interferissem nos resultados. Por isso, 96 espécimes foram estatisticamente
avaliados. Inicialmente foi realizada a verificacdo da normalidade das amostras e
como o conjunto de dados era composto por aproximadamente 100 individuos a
andlise teve como base o teorema do limite central. Com o auxilio do software R®
foram utilizadas analises de variancia multifatorial para testar a influéncia dos
seguintes fatores: (a) infeccao, (b) local e (c) espécie. O intervalo de confianca
considerado foi de 95%.

RESULTADOS

As quantidades de individuos, que foram incluidos e excluidos da anadlise
estatistica, bem como a sua origem, estdo relacionadas nas tabelas 7 e 8,
respectivamente. Cabe salientar que as araras excluidas nao apresentaram

infeccao.

Tabela 7. Distribuicdo por grupos das araras incluidas na estatistica conforme a espécie:

. G1 (namero de G2 (namero de G3 (numero de
Espécie ., C s,
individuos) individuos) individuos)
A. ararauna 21 22 10
A. chloroptera 13 9 2
A. hyacintinus 7 3 0
A. macao 0 5 4
Total 41 39 16

Onde (G1): Criadouro de Aves Apoena; (G2): Fundacao Jardim Zoolégico de Brasilia; (G3): Criadouro
Zoobotéanica Abreu e Lima.
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Tabela 8. Distribuicdo por grupos das araras excluidas da estatistica conforme a espécie:

. G2 (numero de G3 (numero de
Especie s s
individuos) individuos)
Ara rubrogenis 2 NA
Ara glaucogularis 1 NA
Hibridas NA 7

Onde (G2): Fundagao Jardim Zooldgico de Brasilia; (G3): Criadouro Zoobotanica Abreu e Lima; NA:
Nao se aplica, pois o criadouro ndo possuia a espécie.

Na PCR para sexagem das amostras de 96 araras em que foram utilizados os
oligonucleotideos 2550F e 2718R houve amplificacdo dos genes CHD1-W e CHD1-Z
que resultaram em produtos com tamanho de aproximadamente 350pb e 550 pb,
respectivamente. Contudo os produtos de sexagem da amostra proveniente de uma
galinha que foi utilizada como controle positivo para Plasmodium spp. foram um
pouco menores dos produtos das araras (Figura 5). As fémeas apresentaram dois
produtos de ambos os tamanhos (ZW) e os machos apenas o produto de 550 pb
(ZZ). No exame foram identificadas 40,6% (39/96) de araras fémeas e 59,4%
(57/96) de araras machos. A distribuicdo dos animais por sexo em cada grupo esta
demonstrada na Tabela 9. Esse exame também serviu para excluir a presenca de
possiveis inibidores da PCR durante o processo de extracdo de DNA das amostras
sanguineas.

Nos exames moleculares, 16,66% das amostras (16/96) foram positivas para
hemoparasitos em alguma das reacdes realizadas. Sendo que na reacdo que
utilizou os oligonucleotideos “Haem” para detectar juntamente Haemoproteus spp. e
Plasmodium spp. foram observadas 13,54% (13/96) amostras positivas e na PCR
que utilizou os oligonucleotideos “rPLU” para identificar somente Plasmodium spp.
foram encontradas 7,29% (7/96) araras positivas. Cabe salientar que trés animais
foram positivos somente na PCR para Plasmodium spp. ou seja, nao amplificaram
na PCR para Haemoproteus spp./Plasmodium spp. e quatro amostras foram
positivas nas duas reagdes utilizadas. Nas amostras positivas obtidas por meio da
nested PCR “Haem” foi observado um produto de 617pb na 12 etapa e na 22 etapa
um produto de 527pb. Na nested PCR especifica para Plasmodium spp. as amostras
positivas geraram produtos de 610pb e 240pb nas 12 e 22 etapas, respectivamente
(Figura 6). E importante notar que todas as araras que apresentaram hemoparasitos

no esfregago sanguineo foram positivas em algum ou nos dois testes moleculares.
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1 2 34 S6-T 8

550 pb (Z)

350 pb (W)

Figura 5: Resultado de PCR para sexagem de aves. 1 — Marcador de peso molecular'® (100pb); 2, 3,
5 e 6 — araras machos (ZZ); 4 e 7 — araras fémeas (ZW); 8 — galinha (ZW) (amostra infectada por
Plasmodium que foi utilizada como controle positivo nas reagdes de PCR). Gel de agarose a 1,5%
(p/v) corado com brometo de etideo a 0,01% (p/v).

Tabela 9. Distribuicdo de araras conforme o sexo nos grupos:

Grupo Fémeas Machos
G1 (41/96) 15 26
G2 (39/96) 14 25
G3 (16/96) 10 6
Total 39 57

Onde (G1): Criadouro de Aves Apoena; (G2): Fundacao Jardim Zool6gico de Brasilia; (G3): Criadouro
Zoobotanica Abreu e Lima.

Com o auxilio da microscopia Optica foram analisados esfregacos sanguineos
de 96 araras para a presenga de hematozodrios. Foram encontradas hemacias
parasitadas em 4,16% (4/96) dos animais (Tabela 10), mas nao foi possivel
identificar o género e a espécie dos protozodarios considerando a morfologia. A
intensidade de infeccdo de eritrécitos detectada variou entre 0,01 e 0,09% (média
0,04%), a maioria dos estagios observados foram gametécitos (Figura 7) e nao foi
possivel distinguir algumas formas.

A tabela 10 mostra o numero de araras infectadas por hematozodrios
detectados por cada método de diagnostico (microscopia dptica e PCR).

19100 bp DNA Ladder®, Invitrogen Tech-Line™", E.U.A.
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FEAVELL

Figura 6: Resultado de PCR para deteccdo de hemoparasitos. A: 22 etapa da PCR “Haem”, 1 —
Marcador de peso molecular (100pb); 2 — controle negativo (agua); 3 — controle positivo; 4,5,6e 7 —
araras negativas ; 8 — arara positiva para Plasmodium/Haemoproteus. B: 22 etapa da PCR “rPLU”, 1
— Marcador de peso molecular' (100pb); 2 — controle negativo (agua); 3 — controle positivo; 4 -
animal positivo para Plasmodium. Gel de agarose a 1,5% (p/v) com brometo de etideo a 0,01% (p/v).

Tabela 10: Nimero de araras positivas para hemoparasitos por método de diagnéstico (microscopia
optica (M.O.) e PCR:

Método Positivas
M.O. 4,16% (4/96)
PCR ”"Haem” 13,54% (13/96)
PCR “rPLU” 7,29% (7/96)

Onde: “Haem”: PCR para Plasmodium spp/Haemoproteus spp.; “rPLU”: PCR para Plasmodium spp.

Figura 7: A e B — Gametécitos de hemosporideo em eritrécitos de arara (seta); B - Granulos de
hemozoina (cabe¢a de seta). 1000x May-Grunwald-Giemsa (arquivo pessoal).

1100 bp DNA Ladder®, Invitrogen Tech-Line™", E.U.A.
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A distribuicao de animais infectados por hemoparasitos em cada método de
diagnéstico utilizado de acordo com a espécie em cada grupo esta relacionada na
tabela 11.

Na analise estatistica realizada entre os hemogramas e bioquimicos de
animais positivos e negativos para hemoparasitos a maioria dos parametros nao
mostrou distribuicdo normal, entretanto nos resultados foi observada normalidade
nos valores de concentracdo de hemoglobina, eosinéfilos, proteina total sérica,
globulinas, AST e calcio. Na avaliacao dos fatores “local” e “espécie” foi observado
que sao variaveis de efeito e influenciaram a maioria dos resultados considerados,
mas o fator “infec¢do”, com excecao da albumina, praticamente ndo se comportou
da mesma forma (Tabelas 12 e 13). Quanto ao sexo das aves, o fator género nao se
mostrou estatisticamente significativo relacionado a chance de o animal estar
infectado (Tabela 14).

Tabela 11: Numero de araras positivas para hemoparasitos detectados em cada método de
diagnéstico utilizado (microscopia éptica - M.O. e PCR) distribuidas por espécie em cada grupo:

M.O. PCR "Haem” PCR “rPLU”

G1 (n=41)

A. ararauna (21/41) 0

A. chloroptera (13/41)
A. hyacintinus (7/41)

0
2,43% (1/41)

2,4% (1/41)
4,87% (2/41)
4,87% (2/41)

2,43% (1/41)
4,87% (2/41)
0

Total 2,43% (1/41) 12,19% (5/41) 7,31% (3/41)
G2 (n=39)
A. ararauna (22/39) 0 7,69% (3/39) 0
A. chloroptera (9/39) 2,56% (1/39) 2,56% (1/39) 2,56% (1/39)
A. hyacintinus (3/39) 0 0 0
A. macao (5/39) 5,12% (2/39) 5,12% (2/39) 7,69% (3/39)
Total 7,69% (3/39) 15,38 (6/39) 10,25% (4/39)
G3 (n=16)
A. ararauna (10/16) 0 6,25% (1/16) 0
A. chloroptera (2/16) 0 0 0
A. macao (4/16) 0 6,25% (1/16) 0
Total 0 12,50% (2/16) 0
Total (n=96) 4,16% (4/96) 13,54% (13/96) 7,29% (7/96)

Onde (G1): Criadouro de Aves Apoena; (G2): Fundacao Jardim Zoolégico de Brasilia; (G3): Criadouro
Zoobotéanica Abreu e Lima.
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Tabela 12. Analise estatistica dos hemogramas e dos bioquimicos séricos dos animais positivos e
negativos na PCR “Haem” (Plasmodium spp. e Haemoproteus spp.) dos grupos G1, G2 e G3 (n=96
araras).

Parametros Média Desvio Infeccdo  Local Espécie
padrao (Haem)
VG (%) 40,97 3,66 NS NS **
Hemécias (x10°x pL™) 264 054 NS * NS
Hemoglobina (g/dL) 14,01 1,52 NS — NS
o Trombocitos (x10° x uL™) 36,07 14,40 NS . ox
§ PPT (gL 4,30 0,63 NS NS
8  Leucécitos (x10% x uL™) 13,57 6,94 NS NS -
:g:E» Heterdfilos (x193 X p!;) 8,15 4,7 NS
Linfécitos (x10” x pL™) 4,84 3,87 NS NS o
Eosinéfilos (x10° x pL™) 0,091 0.23 NS NS *
Monécitos (x10% x pL") 0.32 0,51 NS -
Basofilos (x10° x L") 017 0.21 NS * NS
PT (g/dL) 3,21 0,59 NS NS -
Albumina (g/dL) 0,98 0,24 NS - NS
Globulina (g/dL) 222 0,51 NS NS *ork
Razao A/G 0,47 0,17 NS *x *x
é Creatinina (mg/dL) 0,26 0,09 NS * ok
£ AT 56,75 46.21 NS
8 AST (UIL) 176,03 106,64 NS NS
@ FAUIL) 13011 81,69 NS
Acido arico (mg/dL) 4.08 256 NS * *
CK (UIL) 361,51 416,59 NS NS NS
Célcio (mEqg/L) 8,73 1,45 NS NS NS

Onde (G1): Criadouro de Aves Apoena; (G2): Fundacao Jardim Zoolégico de Brasilia; (G3): Criadouro
Zoobotanica Abreu e Lima; p < 0,05%, p < 0,01, p < 0,001**; Nao Significativos (NS); Volume
globular (VG); PPT (Proteinas Plasméaticas Totais); Proteinas totais séricas (PT); Albumina/Globulina
(A/G); Alanina aminotransferase (ALT); Aspartato aminotransferase (AST); Fosfatase alcalina (FA);

Creatinina-quinase (CK).
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Tabela 13. Analise estatistica dos hemogramas e dos bioquimicos séricos dos animais positivos e

negativos na PCR “rPLU” (Plasmodium spp.) dos grupos G1, G2 e G3 (n=96 araras).

Parametros Média Desvio Infeccdo  Local Espécie
padrao (rPLU)
VG (%) 40,97 3,66 NS NS **
Hemacias (x10°x uL™) 264 0,54 NS * NS
Hemoglobina (g/dL) 14,01 1,52 NS e NS
o Trombdcitos (x10°x uL") 3 07 14.40 NS b **
§ PPT (g 4,30 0,63 NS NS
8 Leucécitos (x10% x pL™) 13,57 6.94 NS NS
Jcsg Heterdfilos (x193 X p!;) 8,15 4,7 NS
Linfécitos (x10” x pL™) 4,84 3,87 NS NS o
Eosinéfilos (x10° x pL™) 0,091 0.23 NS NS .
Monécitos (x10% x pL™) 0.32 0,51 NS *
Basofilos (x10° x L") 017 0.21 NS * NS
PT (g/dL) 3,21 0,59 NS NS ”
Albumina (g/dL) 0,98 0,24 * NS
Globulina (g/dL) 222 0,51 NS NS e
Razéo A/G 0,47 0,17 NS *ox *ox
.g Creatinina (mg/dL) 0,26 0,09 NS * o
£ AT (UL 56,75 46,21 NS
8 AST (UIL) 176,03 106,64 NS NS
“ FAUIL) 130,11 81,69 NS
Acido arico (mg/dL) 4.08 256 NS NS .
CK (UIL) 361,51 416,59 NS NS NS
Célcio (mEqg/L) 8,73 1,45 NS NS NS

Onde (G1): Criadouro de Aves Apoena; (G2): Fundagao Jardim Zoolégico de Brasilia; (G3): Criadouro

Zoobotanica Abreu e Lima; p < 0,05 p < 0,01™, p < 0,001*; Nao Significativos (NS); Volume

globular (VG); PPT (Proteinas Plasméaticas Totais); Proteinas totais séricas (PT); Albumina/Globulina

(A/G); Alanina aminotransferase (ALT); Aspartato aminotransferase (AST); Fosfatase alcalina (FA);

Creatinina-quinase (CK).

Tabela 14. NUmero de araras positivas para hemoparasitos na microscopia éptica (M.O.) e PCR por

sexo:
. PCR Haemoproteus spp./ PCR Plasmodium
Sexo Positivas (M.O.) .
Plasmodium spp.
Fémeas (36/96) 0 4,16% (4/96) 1,04% (1/96)
Machos (57/96) 4,16% (4/96) 9,37% (9/96) 6,25% (6/96)
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Os resultados dos hemogramas e analises bioquimicas dos animais positivos

e negativos, das espécies e dos grupos estdao apresentados nas tabelas 15,16 e 17,

respectivamente.

Tabela 15. Valores médios e desvio padrao dos parametros hematoldgicos e bioquimicos séricos nas
araras positivas e negativas para a infec¢ao por hemoparasitos de todos os criadouros amostrados.

Parametro Positivos (16/96) Negativos (80/16) VR
VG (%) 40,75+3,38 41,19+4,14 40 +7,7
Hemacias (x10°x pL™) 2,66+0,47 2,64+0,53 2,7 40,7
Hemoglobina (g/dL) 13,58+1,57 14,19 £1,69 11,00£2,9
Trombécitos (x10° x pL™) 38,18+9,45 37,17+15,9 NI
% PPT (g/dL) 4,23+0,60 4,3240,62 2,86+0,8
§’ Leucécitos (x10° x uL™") 11,5545,72 13,17+ 6,81 18,9245,56
€ Hetersfilos (x10° x uL™) 10,18+4,06 7,72+4,45 10,00+3,80
T Linfécitos (x10% x pL™ 4,25+4,76 4,98+3,87 8,00+3,10
Eosindfilos (x10% x pL™) 0,11+0,30 0, 092+0,23 0
Mondcitos (x10° x uL™) 0,49+0,66 0,29+ 0,45 0, 756+0,44
Basofilos (x10° x pL™) 0,10+0,13 0,17 0,22 0,15+0,22
PT (g/dL) 3,15+0,61 3,23+0,58 2,5+0,7
Albumina (g/dL) 0,92+0,21* 0,99+0,24* 1,240,3
Globulina (g/dL) 2,23+0,54 2,24+0,50 1,3 40,6
Razdo A/G 0,43 40,14 0,46+0,17 0,840,2
§ Creatinina (mg/dL) 0,25+0,08 0,27+0,10 0,4+0,07
E ALT (UILL) 50,3+42,10 56,49+45,09 4+3
8 AST (UIL) 173,06+111,99 171,84+102,24 101424
D EaUIL) 128,94+91,45 123,28+78,54 1200390
Acido drico (mg/dL) 4,70£3,14 3,97 £2,38 1,925
CK (UI/L) 338,19+156,97 351,77+432,06 540 267
Calcio (mg/dL) 9,16+1,87 8,60 1,47 10+0,47

Volume globular (VG); PPT (Proteinas Plasmaticas Totais);

Proteinas totais séricas (PT);

Albumina/Globulina (A/G); Alanina aminotransferase (ALT); Aspartato aminotransferase (AST);

Fosfatase alcalina (FA); Creatinina-quinase (CK); NI: Nao informado; VR: Valor de referéncia para Ara

ararauna (Ritchie et al, 1994). *Diferiram (p<0,05) na analise estatistica.
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Tabela 16. Valores médios e desvio padrao dos parametros hematoldgicos e bioquimicos séricos das
quatro principais espécies de araras amostradas.

Ara Ara
Parametro Ara araratina chloroptera hyacintinus Ara macao VR
(53/96) (9/96)
(24/96) (10/96)
VG (%) 40,10+3,84 40,50+3,08 43,90+2,33 43,89+2,42 40 7,7
Hemacias (x106x pL") 2,711£0,56 2,52+0,53 2,8210,50 2,4210,42 2,7 10,7
Hemoglobina (g/dL) 13,84+1,51 13,81+1,61 14,52+0,92 14,89+1,68 11,00£2,9
Trombdcitos (x1 0° x uL'1) 40,58+11,98 33,25+18,39 21,85+3,23 33,83+12,05 NI
% PPT (g/dL) 4,23+0,60 4,70+0,55 3,60+0,46 4,36+0,30 2,86+0,8
§> Leucocitos (x1 0° x uL'1) 11,5545,72 10,55+2,91 10,55+2,91 17,7749,35 18,9245,56
E  Heterofilos (x10° x uL ™) 6,69+4,02 10,15+4,40 8,23+3,03 11,69+7,05 10,00+3,80
T Linfocitos (x10% x uL™ 4,42+3.20 7,015,118 1,91+1,93 4,69+2,21 8,00+3,10
Eosindfilos (x10° x pL™) 0, 032+0,11 0,19+0,39 0,10+0,10 0,14+0,15 0
Mondécitos (x1 0° x uL'1) 0,21+0,21 0,24+0,35 0,23+0,14 1,19+1,18 0, 756+0,44
Basofilos (x10% x uL™) 0,19+0,22 0,21+0,26 0, 05640, 086 0, 041+0, 087 0,15+0,22
PT (g/dL) 3,2510,64 3,3510,42 2,5710,54 3,30+0,33 2,510,7
Albumina (g/dL) 1,01+£0,26 0,94+0,19 0,96+0,25 0,94+0,27 1,210,3
Globulina (g/dL) 2,24+0,49 2,40+0,46 1,61+0,40 2,36+0,41 1,3 +0,6
Razéao A/G 0,47+0,14 0,42+0,15 0,63+0,24 0,43+0,22 0,810,2
§ Creatinina (mg/dL) 0,25+0,09 0,30+0,08 0,16+0,08 0,29+0,03 0,4+0,07
g ALT (UI/L) 58,961+46,68 69,92+53,93 40,60+25,98 26,22+20,28 413
g AST (UI/L) 178,81£78,53 190,88+155,44  206,50+98,54 91,56+72,02 101+24
@ FA (UI/L) 157,41+£76,10 151,50+9,43 35,70+15,76 36,67+£19,94 1200£390
Acido trico (mg/dL) 4,69+2,86 2,90+1,77 4,49+2 28 3,22+1,76 1,925
CK (UIL) 437,61+540,52 253,45+175,14 351,92+129,82 253,22+122,15 540 267
Calcio (mg/dL) 8,69+1,14 9,02+1,66 8,25+1,44 9,03+2,19 100,47
Volume globular (VG), PPT (Proteinas Plasmaticas Totais); Proteinas totais séricas (PT),

Albumina/Globulina (A/G), Alanina aminotransferase (ALT), Aspartato aminotransferase (AST),

Fosfatase alcalina (FA), Creatinina-quinase (CK), NI: Nao informado, VR: Valor de referéncia para Ara

ararauna (Ritchie et al, 1994).
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Tabela 17. Valores médios e desvio padrao dos parametros hematoldgicos e bioquimicos séricos de
araras amostradas nos diferentes criadouros.

R G1 G2 G3
Parametro (41/96) (39/96) (16/96) VR
VG (%) 40,56 +3,28 41,00+4,27 41,94+2 93 40 +7,7
Hemaécias (x10®x pL™) 2,68+0,56 2,74+0,51 2,31+0,42 2,7 40,7
Hemoglobina (g/dL) 13,9641,55 13,45+1,23 15,49+1,07 11,0042,9
£ Trombécitos (x10° x pL™) 30,54+10,54 41,19+16,61 37,71+12,76 NI
& PPT (g/dL) 4,38+0,75 4,22+0,50 4,28+0,55 2,86+0,8
2 Leucécitos (x10° x uL™) 15,0247,22 11,9315,87 13,8748,11 18,9245,56
£ Heterofilos (x10° x uL™") 10,1844,06 6,35+4,37 7,315,18 10,00+3,80
£ Linfécitos (x10° x pL™) 4,25+4,76 5,12+2,85 5,68+3,39 8,00+3,10
Eosindfilos (x10° x uL™") 0,11+0,30 0, 072+,51 0,087+0,19 0 (0)
Mondcitos (x10° x pL™) 0,23+0,19 0,26+0,47 0,66+0,91 0, 756+0,44
Basdfilos (x10° x pL™) 0,23+0,25 0,11+0,18 0,12+0,15 0,15+0,22
PT (g/dL) 3,11+0,56 3,34+0,65 3,13+0,44 2,520,7
Albumina (g/dL) 0,91+0,18 1,110,26 0,87+0,21 1,240,3
,, Globulina (g/dL) 2,20+0,47 2,24+0,56 2,26+0,51 1,3 40,6
3 Razao A/G 0,43+0,09 0,27+0,09 0,42+0,19 0,840,2
‘g’ Creatinina (mg/dL) 0,24+0,09 0,27+0,09 0,29+0,07 0,4+0,07
S ALT (UIL) 103,10+29,11 13,1848,72 44,1949,76 443
& AST (UIL) 263,05+60,41 86,44+78,17  171,44+72,26 101+24
& FA (UIL) 162,11481,98  111,51+81,35 99,4445,52 12004390
Acido urico (mg/dL) 3,58+1,71 4,81+3,35 3,54+1,61 1,9+2,5
CK (UIL) 361,22+342,36  310,92+282,76  485,56+746,47 540+ 267
Calcio (mg/dL) 8,46+1,43 9,13+1,28 8,46+1,72 10+0,47

Onde (G1): Criadouro de Aves Apoena; (G2): Fundacao Jardim Zool6gico de Brasilia; (G3): Criadouro
Zoobotanica Abreu e Lima; Volume globular (VG); PPT (Proteinas Plasmaticas Totais); Proteinas
totais séricas (PT); Albumina/Globulina (A/G); Alanina aminotransferase (ALT); Aspartato
aminotransferase (AST); Fosfatase alcalina (FA); Creatinina-quinase (CK); NI: Nao informado; VR:
Valor de referéncia para Ara ararauna (Ritchie et al, 1994).

Uma arara da espécie Ara macao pertencente a Fundacao Jardim Zoolbgico
de Brasilia que apresentou infeccao por hemoparasitos foi amostrada em dois
momentos diferentes com intervalo de aproximadamente quatro meses. As
informacdes a respeito desse individuo estédo relacionadas na tabela 18. Em ambos
0s momentos esse animal foi positivo para a infecgdo na microscopia Optica e nos
exames moleculares, entretanto a parasitemia detectada na primeira amostragem foi

maior em relagdo a segunda.
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Tabela 18: Resultados obtidos em exames de amostras colhidas em momentos diferentes de um

mesmo espécime infectado por hemoparasitos:

Parametro 24/03/2011 02/08/2011
Peso do animal (g) 902 1.040
PCR Haemoproteus/ Plasmodium Positivo Positivo
PCR Plasmodium Positivo Positivo
Parasito na microscopia éptica Presente Presente
Parasitemia 0,09% 0,01%
VG (%) 44 40
Hemacias (x106x uL") 2,5 2,46
Hemoglobina (g/dL) 14,9 13,5
Leucécitos (x10° x uL™") 17,0 16,0
Mondécitos (x1O3 X uL'1) 1,7 0
Linfocitos (x10° x uL™) 5,10 6,56
Basdfilos (x10° x pL™) 0 0
Eosindfilos (x10% x pL™) 0 0
Heterofilos (x10° x pL™) 10,2 9,44
Trombécitos (x10° x uL™) 38,5 40,0
Proteinas PlasmaticasTotais (g/dL) 4,4 3,8
Proteina total sérica (g/dL) 2,7 2,8
Albumina (g/dL) 0,6 0,7
Globulina (g/dL) 2,1 2,1
Albumina/Globulina 0,29 0,33
Creatinina (mg/dL) 0,3 0,2
ALT (UI/L) 10 41
AST (UI/L) 10 99
FA (UIIL) 74 13
Acido urico (mg/dL) 5,0 2,1
CK (UIL) 437 145
Célcio (mEq/L) 7,6 6,5

Onde: Volume globular (VG); PPT (Proteinas Plasmaticas Totais); Proteinas totais séricas (PT);
Albumina/Globulina (A/G); Alanina aminotransferase (ALT); Aspartato aminotransferase (AST);
Fosfatase alcalina (FA); Creatinina-quinase (CK).

Os valores obtidos nos hemogramas e bioquimica sérica das araras das

espécies Ara rubrogenis, Ara glaucogularis e as médias das araras hibridas,que

foram excluidas das analises estatisticas estdo dispostos nas Tabelas 19, 20 e 21,

respectivamente.
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Tabela 19. Valores obtidos nos pardmetros hematolégicos e bioquimicos séricos das araras da

espécie Ara rubrogenis amostradas:

A. rubrogenis A. rubrogenis

Parametro 1 2 VR
VG (%) 33 33 40+7,7
Hemécias (x10®x pL™) 2,09 2,52 2,7+0,7
Hemoglobina (g/dL) 11,2 10,6 11,00+ 2,9
£  Trombocitos (x10° x uL™) 50,00 25,50 NI
& PPT (g/dL) 4,0 3,2 2,86 +0,8
2  Leucécitos (x10° x pL™) 5,50 10,50 18,92 + 5,56
€  Heterdfilos (x10° x pL™) 6,19 NP 10,00 + 3,80
£  Linfécitos (x10° x uL™) 4,09 NP 8,00 + 3,10
Eosindfilos (x10% x uL™") 0,21 NP 0
Mondcitos (x10° x uL™) 0 NP 0,75 +0,44
Basofilos (x10° x uL™) 0 NP 0,15+ 0,22
PT (g/dL) 3,3 2,3 25+0,7
Albumina (g/dL) 1 0,7 1,240,3
° Globulina (g/dL) 2,3 1,6 1,3+0,6
o Razdo A/G 0,43 0,44 0,8+0,2
‘E’ Creatinina (mg/dL) 0,4 0,6 0,4 +0,07
S ALT (UIL) 20 31 4+3
g AST (UIL) 125 94 101 + 24
@ FA(UIL) 103 28 1200 + 390
Acido urico (mg/dL) 8,9 3,8 1,9+25
CK (UI/L) 24 48 540 + 267
Calcio (mg/dL) 8,1 8,1 10 + 0,47

Volume globular (VG), PPT (Proteinas Plasmaticas Totais);

Proteinas totais séricas

(PT),

Albumina/Globulina (A/G), Alanina aminotransferase (ALT), Aspartato aminotransferase (AST),

Fosfatase alcalina (FA), Creatinina-quinase (CK), NI: Nao informado, NP: Nao foi possivel, VR: Valor

de referéncia para Ara ararauna (Ritchie et al, 1994).
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Tabela 20. Valores obtidos nos parametros hematolégicos e bioquimicos séricos da arara da espécie
Ara glaucogularis amostrada:

Parametro Ara glaucogularis VR
VG (%) 37 40 +7,7
Hemacias (x10°x pL™) 2,57 2,7+0,7
Hemoglobina (g/dL) 12,3 11,00+ 2,9
£  Trombocitos (x10° x pL™) 43,50 NI
&  PPT(g/dL) 4.4 2,86 +0,8
@  Leucécitos (x10° x uL ™) 10,50 18,92 + 5,56
= Heterdfilos (x10% x pL™) 3,67 10,00 * 3,80
£  Linfocitos (x10° x pL™) 6,72 8,00 + 3,10
Eosindfilos (x10% x uL™") 0,11 0
Mondcitos (x10° x uL™) 0 0,75 +0,44
Basofilos (x10° x uL™) 0 0,15+ 0,22
PT (g/dL) 3,7 25+0,7
Albumina (g/dL) 0,9 1,240,3
Globulina (g/dL) 2,8 1,3+0,6
8  Razio AG 0,32 0,8+0,2
‘g’ Creatinina (mg/dL) 0,3 0,4 +0,07
S ALT (UIL) 5 4+3
g AST (UIL) 31 101 + 24
B FA (UIL) 83 1200 + 390
Acido Urico (mg/dL) 1,6 1,9+25
CK (UI/L) 121 540 + 267
Calcio (mg/dL) 6,9 10 + 0,47

Volume globular (VG), PPT (Proteinas Plasmaticas Totais); Proteinas totais séricas (PT),
Albumina/Globulina (A/G), Alanina aminotransferase (ALT), Aspartato aminotransferase (AST),
Fosfatase alcalina (FA), Creatinina-quinase (CK), NI: Nao informado, VR: Valor de referéncia para Ara
ararauna (Ritchie et al, 1994).
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Tabela 21. Valores obtidos nos parametros hematoldgicos e bioquimicos séricos da araras hibridas

amostradas.
Parametro Araras hibridas VR
(n=7)
VG (%) 46,14 +4,06 40 +7,7
Hemaécias (x10®x pL™) 2,74+ 0,38 2,7+0,7
Hemoglobina (g/dL) 16,56% 1,34 11,00 £ 2,9
£  Trombécitos (x10° x L) 53,64+ 7,97 NI
& PPT (g/dL) 4,66 0,30 2,86+0,8
2  Leucdcitos (x10° x L) 11,64+ 2,79 18,92 + 5,56
€ Heterdfilos (x10% x pL™") 5,98+ 1,85 10,00 * 3,80
£ Linfécitos (x10° x pL™) 5,12+ 1,78 8,00 + 3,10
Eosindfilos (x10° x uL™") 0,056+ 0,10 0
Mondcitos (x10° x uL™) 0,41+0,26 0,75+0,44
Basofilos (x10° x uL™) 0,068+ 0,18 0,15+ 0,22
PT (g/dL) 3,43+ 0,38 25+0,7
Albumina (g/dL) 0,93+ 0,10 1,2+0,3
m Globulina (g/dL) 2,50+ 0,35 1,3+0,6
Q Razdo A/G 0,38+ 0,05 0,8+0,2
g Creatinina (mg/dL) 0,30+ 0,08 0,4 + 0,07
S ALT (UIL) 55,00+ 10,17 4+3
S AST (UIL) 155,14+ 32,55 101 + 24
@ FA(UIL) 67,71+ 30,33 1200 + 390
Acido Urico (mg/dL) 3,91+ 1,17 1,9+25
CK (UIIL) 311,71+ 188,30 540 + 267
Célcio (mg/dL) 8,47+ 2,75 10 + 0,47

Volume globular (VG), PPT (Proteinas Plasmaticas Totais); Proteinas totais séricas (PT),
Albumina/Globulina (A/G), Alanina aminotransferase (ALT), Aspartato aminotransferase (AST),
Fosfatase alcalina (FA), Creatinina-quinase (CK), NI: Nao informado, VR: Valor de referéncia para Ara

ararauna (Ritchie et al, 1994).

DISCUSSAO

Na PCR para sexagem das araras a amplificacdo dos genes CHDI1-W e
CHD1-Z resultou em produtos de aproximadamente 350pb e 550 pb,
respectivamente (figura 5). A diferenca entre os tamanhos desses produtos foi de
200pb, o que era esperado conforme Quintana e colaboradores (2008). Entretanto,
esses valores ndao corresponderam com o0s produtos de sexagem da amostra de
galinha (Gallus gallus domesticus) utilizada neste estudo como controle positivo nas
reacoes para pesquisa de hemoparasitos, bem como com os resultados obtidos por
outros pesquisadores (Dawson et al., 2001; Quintana et al., 2008). Dawson e
colaboradores (2001) realizaram a sexagem de DNA de aves do género Aethia com
0s mesmos oligonucleotideos e obtiveram bandas de 430 pb e 600 pb para os
cromossomo W e Z, respectivamente. Em contrapartida, Quintana e colaboradores
(2008) observaram produtos de tamanhos 450 pb e 650pb quando amplificaram os
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genes CHD1-W e CHD1-Z de amostras sanguineas de diferentes espécies de aves
aquaticas. Com base nessas observacdes pode-se sugerir que o tipo de espécie da
ave amostrada possa influenciar no tamanho dos produtos dos genes sexuais
obtidos, permanecendo como regra somente a diferenca de aproximadamente 200
pb entre W e Z.

O presente estudo mostrou que existe a presenca de infeccao por
hemoparasitos em araras mantidas em cativeiro no Distrito Federal e Goias, pois
foram encontradas amostras positivas provenientes dos trés criadouros na PCR
“‘Haem” que é capaz de detectar Haemoproteus spp. e Plasmodium spp.
conjuntamente. No total, a ocorréncia determinada nesses locais foi de 13,54%
(13/96) (Tabela 10). Ao estudar a infeccdo por esses protozoarios em espécies
variadas de passeriformes de vida livre no Distrito Federal, Fecchio (2011) obteve
por meio de técnicas moleculares prevaléncia de 21% (166/790), ou seja, maior do
gue a observada neste estudo. Essa divergéncia de valores pode ter ocorrido devido
a possibilidade da reacdo molecular aplicada por Fecchio (2011) ter sido mais
sensivel que a PCR “Haem”, pois oligonucleotideos diferentes foram utilizados em
cada uma dessas reacOes. Contudo, deve-se considerar que foram analisadas
espécies diferentes de aves nos dois trabalhos e que nessa regido podem existir
espécies de parasitos melhor adaptados aos passeriformes do que psitaciformes,
pois segundo Garnham (1966) e Valkiiinas (2005) alguns hemosporideos podem
apresentar alta especificidade por seus hospedeiros aviarios. Dentre os criadouros
as ocorréncias de Haemoproteus/Plasmodium encontradas foram: 12,19% (5/41) no
Criadouro de Aves Apoena — GO, 15,38% (6/39) na Fundacao Jardim Zooldgico de
Brasilia-DF e 12,50% (2/16) no Criadouro Zoobotanica Abreu e Lima-DF (Tabela 11)
e, a diferenca de ocorréncia nesses locais pode ser relacionada a disponibilidade de
vetores dipteros em cada local, pois a presenca no ambiente desses insetos
influencia a transmissao de hemosporidioses (Esparza et al., 2004). Vale notar que é
provavel que alguns espécimes nao tenham nascido nesses criadouros sendo
provenientes de outros locais ou por apreensdo ou por permuta entre instituicoes.
Logo existe a possibilidade de tais animais ja estarem infectados por hemoparasitos
ao serem introduzidos nos atuais plantéis atuando como fonte de infecgdo para
transmissao da doenca as outras araras se houver a presenca dos vetores.

A PCR “PLU” foi utilizada neste trabalho com a finalidade de identificar
animais infectados somente por Plasmodium, visto que os oligonucelotideos (Tabela
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6) dessa reacao sao especificos para Plasmodium spp. Com esse exame a infeccao
foi detectada em 7,29% (7/96) das aves (Tabela 10). Esse valor foi abaixo do obtido
por Belo e colaboradores (2009) em psitacideos nos estados de Belo Horizonte-MG
e Fortaleza-CE que também por meio da PCR “rPLU” observaram a ocorréncia de
Plasmodium em 34,6% (44/127) das aves analisadas. O clima dessas localidades e
do Distrito Federal é classificado como tropical, embora existam periodos seco e
chuvoso bem definidos (Repelli et al., 1997; Meyer et al., 2004; Oliveira, 2008), com
isso, essa discordancia de resultados pode ter ocorrido devido a diferenca de
altitude entre as regides estudadas. Os criadouros amostrados neste estudo se
localizam em média a 1.000 metros de altura em relagao ao nivel do mar, enquanto
Belo Horizonte esta a 840 metros e Fortaleza a 3 metros (Google Earth, 2012). Isso
poderia justificar a baixa prevaléncia de infeccdo detectada, considerando que a
densidade populacional de vetores é menor em altitudes elevadas (Van Riper Il et
al., 1986).

A ocorréncia de Plasmodium spp. obtida em cada criadouro foram
divergentes, pois 7,31% (3/41) das amostras procedentes do Criadouro de Aves
Apoena — GO e 10,25% (4/39) das aves amostradas na Fundacao Jardim Zoolégico
de Brasilia-DF foram positivas e esse hematozoario ndo foi encontrado nas
amostras de araras provenientes do Criadouro Zoobotanica Abreu e Lima-DF
(Tabela 11). Conforme Bennett et al. (1992) e Valera et al. (2003) a necessidade de
que parte do ciclo dos hemosporideos ocorra em dipteros hematéfagos influencia na
prevaléncia de parasitos no ambiente, com isso onde existe pouco ou nenhum
mosquito transmissor a chance de encontrar infeccdo nas aves é pequena ou nula.
Logo, os valores discrepantes encontrados nos trés criadouros podem ter ocorrido
devido a uma provavel diferenca de distribuicdo de mosquitos da familia Culicidae,
que sdo os transmissores da maldria aviaria, nesses locais uma vez que 0s
criadouros sdo afastados um dos outros. Reiterando o que foi discutido
anteriormente, a ocorréncia de hematozoarios também pode estar relacionada com
a auséncia de ave portadora do parasito no local, portanto, nessa condicdo, mesmo
com a existéncia do vetor a infec¢do nao ira acontecer.

Inicialmente a PCR “Haem” foi utilizada em nosso trabalho com o propdsito de
atuar como um exame de triagem para que depois as amostras positivas fossem
direcionadas para analises em reacoes especificas e separadas de Plasmodium e

Haemoproteus. No entanto, ao incluirmos todas as amostras colhidas na PCR
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“rPLU”, foi observado que trés delas que ndo amplificaram na PCR “Haem” foram
positivas na PCR “rPLU”, o que indicou que esse procedimento de triagem nao
podera ser aplicado. Isso possivelmente pode ter ocorrido devido a possiveis
variagbes na seqiéncia génica dos parasitos que podem inibir o alinhamento
especifico de oligonucleotideos e consequentemente, a amplificacdo de alguns
individuos e ainda a insuficiente concentracdo de DNA do hematozoario pode causar
a ocorréncia de falsos negativos (Richard et al., 2002). No caso das amostras
positivas na PCR “Haem”, cabe salientar que ndo podemos inferir a auséncia ou
presenca de Haemoproteus nas amostras das araras por método de exclusao
apenas considerando os resultados positivos da PCR "rPLU” pois podem ocorrer
infeccbes mistas em um mesmo hospedeiro (Waldenstrdm et al, 2002). No que se
refere as amostras que foram positivas na PCR “Haem” e negativas na PCR “rPLU”
€ provavel que estejam infectadas por Haemoproteus, contudo para confirmar esse
indicativo € necessaria a realizacao de PCR especifica para esse parasito. Nao foi
possivel comparar a sensibilidade da PCR “Haem” em relacdo ao hemosporideo
Haemoproteus, pois a falta de controle positivo para esse parasito inviabilizou a
padronizacado de uma PCR especifica.

Na pesquisa por hematozoarios em esfregacos sanglineos por meio de
microscopia Optica foram encontrados parasitos em 4,16% (4/96) das araras (Tabela
10) e a parasitemia média foi de 0,04%. Belo e colaboradores (2009) obtiveram a
prevaléncia de 24,4% (31/127) de parasitos do género Plasmodium ao analisar
esfregagos sanguineos de psitacideos em Minas Gerais e no Ceard. Em outra
pesquisa, Silva (2011) ao estudar a presenca de Plasmodium em araras da espécie
Ara ararauna no Rio de Janeiro visualizou parasitos em eritrcitos de 30,19% (16/53)
dos animais que apresentaram baixa parasitemia (<0,01%). Tais prevaléncias foram
maiores quando confrontadas com a que foi encontrada no presente estudo,
provavelmente por terem sido obtidas em regides com climas e altitudes diferentes o
que influencia na presenga do vetor transmissor da doenca, bem como sua
ocorréncia. Em contrapartida, Fecchio (2011) observou prevaléncia pouco menor
que a obtida neste trabalho ao examinar esfregacos sanglineos de passeriformes
no Distrito Federal que resultou em 3,6% (28/772). E possivel que essa
desigualdade tenha ocorrido por diferencas no tipo da fase de infeccdo nos
momentos de colheita das amostras, pois no ciclo do Plasmodium o periodo de

infeccdo aguda € curto, por isso a chance de encontrar o protozoario € maior nessa
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ocasido e poucos parasitos estdo presentes no sangue periférico durante a
parasitemia cronica (Valkiinas, 2005). Esses mesmos motivos podem explicar a
diferenca de parasitemia observada neste trabalho (0,04%) e por Silva (2011) que
obteve valor pouco mais baixo (<0,01%). Nao foi possivel identificar o género e a
espécie dos protozodarios considerando a morfologia, pois foram encontrados
somente gametdcitos e algumas formas nao definidas dos parasitos e a baixa
parasitemia dificultou esse processo em que é necessario o exame de Vvarios
estagios do ciclo de vida do parasito (Garnham, 1966).

Das amostras que foram positivas na microscopia Optica, trés foram
confirmadas nos dois tipos de PCR, uma amplificou somente na PCR “Haem” e néo
foram encontradas hemacias parasitadas em 12 das amostras que foram positivas
em alguma das reacoes, provavelmente por apresentarem menor parasitemia. Com
esses resultados os exames moleculares mostraram ser mais sensiveis em relacéao
a pesquisa por parasito em esfregaco sangtiineo. Essa observacao esta em acordo
com Ribeiro e colaboradores (2004) que encontraram prevaléncia de 39,6% de
Plasmodium em passeriformes por meio de PCR (“rPLU”) e 16,5% de aves positivas
na microscopia 6ptica. Assim como Belo e colaboradores (2009) que avaliaram a
infeccdo por plasmodios em psitacideos com a utilizacao de PCR (“rPLU”) e exames
de esfregacos sangliineos e observaram resultados positivos em 34,6% e 24,4%
das aves estudadas nos respectivos métodos. No entanto, ValkiGnas et al. (2008) ao
utilizarem microscopia éptica e PCR encontraram valores similares em ambos os
exames para a presenca de Plasmodium (22% e 17% respectivamente). Ao analisar
esses dados, € possivel inferir a importancia da associacdao da microscopia Optica e
exames moleculares para detectar a presenca de plasmédios a fim de reduzir os
resultados falsos positivos e negativos que possam ser encontrados em alguma
dessas técnicas de diagnéstico.

Na malaria aviaria a anemia esta associada a destruicao de eritrocitos devido
ao desenvolvimento de merontes eritrociticos e a remocao ativa de eritrdcitos
infectados da circulacao pelas células do sistema fagocitico mononuclear (Garnham,
1966; Seed e Manwell, 1977; Valkiinas, 2005). Contudo, os valores do eritrograma
nao foram estatisticamente significativos quando relacionados a infeccao e nenhuma
arara apresentou anemia (Anexo ll), provavelmente devido a baixa parasitemia que
foi encontrada nos animais positivos ou por estarem na fase crénica da doenca em

que alteragdes laboratoriais e clinicas estdo ausentes (Silveira et al., 2009). Foi
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observada diferenca estatistica por efeito de espécie apenas nos valores de volume
globular (VG) apesar de Campbell (2010) afirmar que, com algumas excecoes, 0S
valores da série vermelha de psitacideos sao similares, o que esta de acordo com a
auséncia de influéncia especifica na contagem de hemécias e concentracdo de
hemoglobina (Anexo Il). No entanto, Villouta e colaboradores (1997) encontraram
discrepancia de valores de VG e hemoglobina quando compararam a espécie
Spheniscus humboldti a outros pinglins (Pygoscelis adeli, Pygoscelis antartica e
Eudyptes crestatu). A diferenga estatistica associada ao efeito “local” observada na
contagem de hemacias e hemoglobina (Tabelas 12 e 13) pode ser explicada pela
diferenga de estrutura dos recintos das araras em cada criadouro, pois 0os ambientes
da Fundacao Jardim Zoolégico de Brasilia sdo mais amplos em relacdo aos outros
locais. Entao, recintos grandes tornam mais dificeis as capturas das aves e isso
permite que elas se esforcem mais fisicamente no processo de fuga, o que pode
resultar em eritrocitose relativa devido a excitagdo ou ansiedade que estimula a
liberagdo de glébulos vermelhos mediada por catecolaminas. Esse mecanismo é
ligeiro e transitério e nao esta associado a sinais clinicos (Randolph et al., 2010).

A infeccao por Plasmodium nao causou diferenca significativa no leucograma
das araras, embora leucocitose seja relatada em aves com malaria (Campbell, 1995)
e dois animais infectados apresentaram valores altos de leucdcitos totais (23,5 e
29,0 x10%pL) (Anexo Il). Neste trabalho a proporcdo encontrada de
heterdfilos:linfocitos foi de 1,68, ou seja, o heterdfilo foi o tipo de leucdcito
predominante no leucograma das araras deste estudo o que ocorreu nos achados
de Proenca (2010) e Silva (2011) que encontraram relacées semelhantes e com a
afirmacao de Campbell (2010) de que a proporcao desses dois tipos de células varia
entre 1,1 e 2,4 nos psitacideos. O efeito “espécie” resultou em alteracdes
significativas nos leucdcitos totais, heterdfilos, linfocitos, eosindfilos e mondcitos
(Tabelas 12 e 13) o0 que também foi observado por Villouta e colaboradores (1997).
Efeito “local” foi observado na andlise estatistica da contagem de mondécitos,
heteré6filos e basofilos. Isso pode ter ocorrido por possiveis infeccdes de outra
natureza por influéncia de manejo, pois a presenca de monécitos e heteréfilos em
maior quantidade geralmente estdo associadas a processos infecciosos e
inflamatérios (Campbell, 2006; Clark et al., 2009) e o baséfilo € uma das primeiras
células a participar de uma resposta inflamatéria aguda ou reagdo de
hipersensibilidade (Wakenell, 2010).
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Nao houve associacdo de alteracdes na contagem de trombdcitos com a
presenca de infeccao por plasmadios, o que foi compativel com o achado de Silva
(2011), apesar de trombocitopenia ter sido relatada em galinhas domésticas
experimentalmente infectadas por Plasmodium juxtanucleare (Silveira et al., 2009).
Contudo, diferenca estatistica com efeito “local” foi encontrada (Tabelas 12 e 13), e
considerando que os trombdcitos possuem fungao fagocitica e podem participar de
processos infecciosos é possivel que o manejo dos animais tenha influenciado no
resultado (Campbell, 1995; Doneley, 2010). Em relacdo ao efeito “espécie” nao
foram encontrados dados na literatura a respeito e a disponibilidade de valores de
referéncia para trombécitos em psitacideos é escassa, entretanto ao comparar 0s
resultados médios de araras positivas e negativas para Plasmodium spp. obtidos
neste trabalho (38,18+9,45 e 37,17+15,39 x103/uL, respectivamente) (Tabela 15)
com os de Silva (2011) (31,81+10,11 e 35,21+11,16 x10%uL, respectivamente) foi
observado similaridade entre os dados dessas aves.

As proteinas plasmaticas totais e proteinas séricas totais tiveram alteracao
significativa somente quando relacionadas a espécie (Tabelas 12 e 13), e suas
concentragdes se comportaram de acordo com os valores obtidos em psitacideos
por Pélo et al. (1998) e Ritchie et al. (1994), respectivamente. No fracionamento das
proteinas, a albumina foi o0 Unico parametro que apresentou diferenca estatistica por
influéncia da presenca de infec¢do por Plasmodium spp. (Tabela 15), provavelmente
por ser uma proteina de fase aguda negativa e sua concentracao se reduz durante
processo infeccioso ou inflamatério (Eckersall, 2008). A albumina € sintetizada
principalmente no figado a partir de aminoéacidos reciclados no préprio organismo e
provenientes da dieta alimentar (Eckersall, 2008), logo, a composicdo da
alimentacdo que a ave ingere e a presenca de injurias hepaticas causadas por
parasitos e toxinas fungicas podem influenciar nos niveis de concentracdo dessa
proteina. Desse modo, tais fatores sdo possiveis causas da observacado de efeito
“local” nos niveis de albumina nos animais estudados. Apesar desse efeito, os
valores obtidos para albumina foram compativeis com os descritos por Ritchie e
colaboradores (1994) e pouco abaixo do observado por Valle et al (2008) em Ara
ararauna. As globulinas, que sdo outras fracdes das proteinas séricas (Bailey, 2008)
apresentaram diferenca significativa apenas por efeito “espécie” e a razao
albumina:globulinas por efeito “local” e “espécie”, 0 que era esperado considerando
as alteracbes das fragdes protéicas mencionadas anteriormente.
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Alteracdo significativa foi encontrada na mensuragdo de creatinina por
influéncia do local. Por ser um metabdlito de origem protéica variagcbes em sua
concentracao podem estar relacionadas a dieta do animal (Braun e Lefebvre, 2008),
o que justifica o efeito observado. O valor médio de creatinina encontrado nas araras
amostradas foi menor que as médias de concentra¢des obtidas por Pdlo et al. (1998)
e Ritchie et al. (1994). A concentracdo de acido urico foi estatisticamente
significativa quando relacionada ao local e espécie. Conforme Almosny e Monteiro
(2006) esse achado pode ser explicado por variagbes desse catabdlito que podem
ocorrer devido a espécie, idade, dieta alimentar, presenca de hepatopatias e
nefropatias.

No que diz respeito a atividade enzimatica, foi observada diferenca (p<0,05)
nas mensuracoes de ALT relacionada ao local e espécie, entretanto alteracées na
atividade dessa enzima sao dificeis de interpretar e tem limitada utilidade por
aumentar em injurias de quase todos os tecidos e provavelmente neste estudo estao
ligadas ao tipo de manejo que as aves foram submetidas (Hochleithner, 1994).
Alteracbes significativas nas concentracoes de AST foram significativas quando
considerado o local e sua atividade geralmente esta associada ao dano dos tecidos
hepatico e muscular (Campbell, 2006). Portanto, as condicées de criagdo das aves
podem influenciar as atividades enzimaticas, pois deficiéncia de alguns nutrientes,
intoxicacdes, presenca de infecgdes por microrganismos e estresse por captura e
contencado podem justificar tais variacées (Hochleithner, 1994; Harr, 2006). Nao foi
observado efeito de espécie nos niveis de AST, embora tenha sido citado na
literatura (Pélo et al., 1998; Campbell, 2006 ). A atividade de fosfatase alcalina (FA)
mostrou diferenca significativa por efeito “local” e “espécie” e pode estar presente
nos tecidos do intestino, figado, rins e ossos (Harr, 2006). As alteracbes observadas
podem ter relagcdo com o manejo e a idade dos animais, pois a concentracdo de FA
pode esta aumentada em animais em crescimento, 0 que neste caso nao deve ser
considerado, pois as aves amostradas eram adultas (Hochleithner, 1994).

Apesar de a dieta alimentar influenciar os niveis de célcio sérico
(Hochleithner, 1994) e a possibilidade de alteracées nas concentracbes de CK
causadas por processo de captura e contencdo (Lumeij, 2008) nao foram
encontradas diferencas significativas nos valores desses testes bioquimicos neste

trabalho, bem como houve a auséncia de efeito infecgdo nos mesmos.
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Cabe salientar que embora achados laboratoriais associados a malaria aviaria
tenham sido descritos como anemia, leucocitose, linfocitose, alteracbes nas
concentracdes de proteinas séricas, AST, ALT e creatinina (Graczyk et al., 1995;
Williams, 2005; Harr, 2006) no presente trabalho ndo foram encontradas diferencas
significativas nesses parametros quando associados a infeccdo, com excecdo da
albumina (Tabela15). Esses resultados podem indicar que os animais amostrados
estavam na fase crénica em que ndo sao manifestados sinais clinicos (Silveira et al.,
2009), ou os animais estao infectados por cepas de Plasmodium nao-patogénicas
que causam apenas infeccbes assintomaticas (Greiner e Harrison, 1994) ou as
araras possuem boa capacidade imunoldgica para resistir a infec¢ao (Esparza et al.
2004).

No presente trabalho foram encontrados mais espécimes machos infectados
(12/16) por hemoparasitos em relacao as fémeas (4/16) (Tabela 14). Contudo, na
andlise estatistica o fator “género” ndo apresentou diferenca significativa. Vale
ressaltar que o numero de animais amostrados nos grupos de machos (57/96) e
fémeas (39/96) foi desproporcional, o que pode ter influenciado os resultados
obtidos. Tem sido descrito que o género do individuo pode influenciar a resposta
imune do organismo, bem como a suscetibilidade a infec¢des, mas o consenso a
respeito desse assunto ainda n&o foi obtido com as informagbes disponiveis na
literatura. Saino et al. (1995) estudaram a atuagdo da testosterona na resposta
imune em aves e observaram que o nivel de imunoglobulinas decresceu enquanto a
carga de ectoparasitos aumentou e Zuk et al. (1995) encontraram diminuicdo da
contagem de linfécitos em aves que receberam implante de testosterona. Em
contrapartida, no trabalho de Hasselquist e colaboradores (1999) foi concluido que a
testosterona ndao promove efeito supressivo na resposta imune secundaria em
machos de aves cativas apesar de ja ter sido mencionado que fémeas desenvolvem
melhor resposta imune que os machos. No entanto, Grossman (1985) sugeriu que a
diferenga de resposta imune entre os géneros deve-se ao sistema imunoldgico
melhorado das fémeas e nao a imunodepressao nos machos.

A arara da espécie Ara macao que foi amostrada em dois momentos (Tabela
18), com intervalo de aproximadamente quatro meses, apresentou infecgdo por
hemoparasitos detectada por meio de microscopia 6ptica e testes moleculares em
ambas as ocasides, contudo a parasitemia obtida na primeira amostragem (0,09%)
foi maior em relacdo a segunda (0,01%). Os resultados das PCR permitiram concluir
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que a arara estava parasitada por Plasmodium spp. mas nao excluiu a possibilidade
de infeccdo concomitante por Haemoproteus. Na segunda amostragem foi
observado que o peso da ave aumentou 21,95% (198 g), em relacdo ao peso inicial,
0 que pode ser considerado relevante visto que o procedimento de pesagem foi
mantido nas duas ocasides. Isso pode ter ocorrido porque animais infectados por
plasmédios podem se alimentar menos na fase aguda da doenca e por
conseqliéncia diminuem o ganho e até mesmo perdem massa corporal (Williams,
2005). Entao, considerando a diferenca de parasitemia e de peso é provavel que no
primeiro dia de colheita de sangue essa arara estivesse na fase aguda da infeccao.
Outro indicativo dessa conjectura esta relacionado a maior contagem de mondcitos
no primeiro dia, pois essas células tém a capacidade de fagocitar organismos
complexos como o0s protozoarios e desempenham importante funcéo
imunorreguladora por apresentar o antigeno processado aos linfocitos (Weiser e
Thrall, 2006). Uma consequéncia disso pode ter sido o aumento de linfocitos
observado no segundo exame. As proteinas plasmaticas totais apresentaram maior
concentracdo na primeira amostragem e é possivel que essa diferenca tenha
ocorrido devido ao aumento de fibrinogénio e outras proteinas de fase aguda
positiva que podem modificar suas concentracbes em processos infecciosos e
inflamatérios (Eckersall, 2008), mas nao foi possivel comprovar essa suposicao, pois
nao foi realizada a mensuracao dessa proteina neste estudo. As enzimas ALT, AST
e FA apresentaram modificagdes em suas concentracdées, mas apesar de estarem
presentes em outros tecidos existe a possibilidade das alteracbes estarem
relacionadas com a injuria hepatica que os parasitos possam ter ocasionado nesse
orgao, pois parte de seu ciclo de vida pode ocorrer no figado, bem como nos rins
(Valkitnas, 2005), o que também pode justificar a diferenga de niveis de acido urico
sérico entre os dois momentos, pois € o principal indicador de fung¢éo renal em aves
(Campbell, 2006). Ao analisar a concentragdo de CK nas duas ocasides foi
observado que estava maior na primeira amostragem o que pode ter acontecido
devido ao aumento da atividade muscular associada a captura do animal (Lumeij,
2008), porque na primeira captura a ave estava em um recinto mais amplo do que
na segunda, o que pode ter dificultado tal procedimento. Nesse caso, em especial, a
malaria causou alteracoes perceptiveis nos exames dessa arara, o que demonstra a
necessidade de monitoracdo dos animais em relacdo a essa hemoparasitose.

Entretanto, deve-se considerar a possibilidade de que essa ave pudesse estar
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acometida por alguma infeccdo concomitante o que pode ter contribuido para as
modificacdes nos exames.

Apesar do pequeno numero de individuos amostrados, € importante registrar
os resultados obtidos nos hemogramas e bioquimicos das araras que foram
excluidas da analise estatistica (Tabelas 19, 20 e 21), visto que duas espécies (Ara
rubrogenis e Ara glaucogularis) estao em perigo de extincao (IUCN, 2011) (Tabela
2). Os outros animais excluidos sao hibridos que provavelmente tiveram sua origem
a partir de cruzamentos entre as espécies Ara ararauna e Ara chloroptera e com
isso, formam um grupo de araras com caracteristicas fisiolégicas e hematoldgicas
peculiares, por isso é preferivel analisar os exames dessas aves separadamente de

outras espécies.

CONCLUSOES

Os resultados do estudo realizado em criadouros de aves no Distrito Federal

e Goias nos permitem concluir que:

- Existe a presenca de infecgdo por Plasmodium spp. em araras mantidas em
cativeiro nessas regides, que foi caracterizada por baixa ocorréncia e parasitemia.

- A PCR foi mais sensivel para detectar Plasmodium quando comparada a
microscopia optica.

- As infecgdes nao causaram alteracbes severas nos hemogramas e
bioquimicos séricos, com excecdo da albumina em que foi observada diferenca
estatistica, o que pode indicar que as cepas desse parasito que ocorrem nessas
localidades sao de baixa patogenicidade.

- A maioria das diferencas estatisticas encontradas esta relacionada a
espécie e ao local em que as amostras foram colhidas. Essas observacbes nos
permitem inferir que devem ser evitadas extrapolacdes de valores de referéncia para
espécies diferentes de araras e também considerar 0 manejo a que as mesmas

foram submetidas.
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CAPITULO Il

CONSIDERACOES FINAIS

Acredita-se que este trabalho em que foi encontrada a presenca de infecgéao
por Plasmodium em araras mantidas em cativeiro contribuiu para a avaliagcdo da
presenga de hemoparasitos aviarios no Distrito Federal e Goias. Contudo,
considerando a escassez de informacdes a cerca das hemosporidioses que possam
acometer as araras ha a necessidade de realizacdo de mais estudos, no que diz
respeito a distribuicdo, transmissado, patogenia, manifestacdo clinica e patologia
clinica dessas doencas.

Também é de fundamental importancia o desenvolvimento de investigacoes a
respeito da presenca, distribuicdo e espécies de mosquitos que possam atuar como
vetores de hematozoarios nessa regido, bem como a determinacao das espécies por
meio de seqlenciamento de Plasmodium e outros hemosporideos que parasitam as
araras, com a finalidade de melhor elucidar o ciclo bioldégico desses parasitos nessa
regiao.

A insercdo de hemosporidioses nos exames de quarentena e triagem para
inclusdo de aves em plantéis e nos programas de reintroducdo desses animais na

natureza deve ser considerada, visto que foi suspeitado que araras infectadas antes
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de serem incorporadas aos grupos estudados tenham atuado como fonte de

infeccdo para outras que foram positivas em nossos testes.
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ANEXOS

ANEXO |

i. Resumo publicado em anais de Congresso Internacional

Ramos, R. R. ; Ramos, R. R. ; Grossmann, N. V. ; Borges, T. S. ; Marodin, N.
B. ; Monteiro, R.V. ; Miyasaka, R. A. ; Paludo, G. R. Hematological and Biochemical
Evaluation of Captive Blue and Yellow Macaw (Ara ararauna). In: The American
College of Veterinary Pathologists - 62th Annual Meeting and The Veterinary Society
for Veterinary Clinical Pathology - 46th Annual Meeting, 2011, Nashville, USA.
Veterinary Clinical Pathology, 2011. v. 40. p. 598-598.
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ANEXO Il

i. Tabelas de resultados de hemograma (Tabelas Il.1 e 11.2) e bioquimicos séricos
das araras positivas para Plasmodium spp. na PCR.

Tabela Il.1: Resultados de hemograma das araras positivas para Plasmodium spp.

na PCR.
Arara G (%) Hem* Hb(g/dl) LT* Mon* Linf* Bas™ Eos™ Het* Tromb™ (§/Z|T.)
2 37 2,91 134 1000 040 180 020 0 760 2400 3,6
7 42 2.65 133 1200 012 060 024 024 1080 4950 5.0
9 36 211 105 2350 023 1034 0 0 1292  37.00 5.4
66 43 2.47 15 29.00 023 348 0 029 2291 4000 4.2
67 44 2,5 149 1700 170 540 0 0 1020 3850 4.4
68 42 2,37 12 9,00 063 459 0 036 342 3050 4.0
70 36 221 13,1 1200 012  3.84 0 0 804 2900 4.4

Onde: VG — Volume globular; Hem - Hemé&cias; Hb — Hemoglobina; LT — Leucécitos totais; Mon — mondcitos; Linf — linfécitos; Bas —
baséfilos; Eos — eosindfilos; Het — heteroéfilos; Tromb — Trombdcitos; PPT — proteinas plasmaticas totais.

* (x10% pL™)

*%

(x10% uL™)

Tabela I1l.2: Resultados de bioquimicos séricos das araras positivas para
Plasmodium spp. na PCR.

Arara  PT Ab  Glob - Cr ALT  AST FA AC CK Calcio
(g/dL) (g/dL)  (g/dL) (mg/dL)  (UL)  (UL)  (UL) (mg/dL) (UIL)  (mg/dL)
2 2,7 0,8 1,9 042 0,3 120 230 192 4,8 145,7 7.4
7 42 093 327 028 0,2 99 330 293 2,9 388,6 13,1
9 40 097 3,03 032 0,2 89 251 131 2,8 170 11,4
66 3,5 0,9 26 0,35 0,3 10 26 25 6,5 170 7.9
67 2,7 0,6 21 0,29 0,3 10 10 74 5 437 7.6
68 3,1 0,6 25 024 0,3 15 26 36 3,4 145 12,2
70 2,9 0,9 20 045 0,3 10 5 149 3,8 145 10,2

Onde: VG — Volume globular; Hem - Hemacias; Hb — Hemoglobina; LT — Leucécitos totais; Mon — mondcitos; Linf — linfécitos; Bas —
baséfilos; Eos — eosindfilos; Het — heterofilos; Tromb — Trombdécitos; PT — proteinas séricas totais; Alb — albumina; Glob — globulinas; A/G
— razao albumina/globulina; Cr — creatinina; ALT — alanina aminotransferase; AST — aspartato aminotransferase; FA — fosfatase alcalina;
AC — acido urico; CK — creatinina-quinase.
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ANEXO Il

i. Descricao do ensaio e principio utilizado para analise de bioquimica sérica

Tabela Ill.1. Tabela com a descrigdo do ensaio e principio método utilizado para analise de
bioquimica sérica (Labtest Diagndstica®).

Ensaio

Principio

Proteinas

totais séricas

Os ions cobre (Cu™) em meio alcalino (Reagente de Biureto) reagem com as ligagdes
peptidicas das proteinas séricas formando cor purpura, que tem absorbancia maxima em
545 nm, proporcional a concentragcao das proteinas na amostra.

Albumina

A albumina interage com o verde de bromocresol tamponado e, devido ao erro protéico
dos indicadores, ocorre formacgao de cor verde, proporcional a concentragao da albumina
na amostra. O verde de bromocresol possui especificidade para albumina e ndo sofre
interferéncia de valores elevados de bilirrubina e hemoglobina, permitindo também que as
interferéncias de valores elevados de ftriglicérides possam ser corrigidas utilizando o
branco de amostra.

Globulinas

A mensuragéo de globulinas é obtida a partir da subtra¢do da concentragédo de albumina
das Proteinas totais séricas.

Creatinina

A creatinina e outros componentes do soro reagem com a solucdo de picrato em meio
alcalino, formando um complexo de cor vermelha que é medico fotometricamente.

A adicao de um acidificante abaixa o pH para 5,0, promovendo a decomposi¢éo do picrato
de creatinina, permanecendo inalterada a cor derivada dos cromogénios, que também é
medida fotometricamente. A diferenca entre as duas leituras fornece o valor da creatinina.

ALT

Liquiform

A ALT catalisa a transferéncia de grupos amina da alanina para o cetoglutarato, com
formacdo de glutamato e piruvato. Este é reduzido a lactato por acdo da lactato
desidrogenase (LDH), enquanto que a coenzima NADH é oxidada a NAD. A conseqliente
redugdo da absorbancia em 340 ou 365 nm, monitorizada espectrofotometricamente, é
diretamente proporcional a atividade da enzima na amostra.

AST

Liquiform

A AST catalisa a transferéncia de grupos amina da alanina para o cetoglutarato, com
formagédo de glutamato e oxalacetato. Este é reduzido a malato por agdo da malato
desidrogenase (MDH), enquanto que a coenzima NADH é oxidada a NAD. A conseqlente
reducdo da absorbancia em 340 ou 365 nm, monitorizada espectrofotometricamente, é
diretamente proporcional a atividade da enzima na amostra.

FA

colorimétrico

A fosfatase alcalina do soro hidrolisa a timolftaleina monofosfato liberando timolftaleina,
que tem cor azul em meio alcalino. A cor formada, diretamente proporcional a atividade
enzimatica, é medida em 590 nm. O produto final da reagédo se constitui de uma mistura
de cor azul e a cor prépria do substrato.

Acido urico

O acido urico é oxidado pela uricase a alantoila e peroxido de hidrogénio. O peroxido de
hidrogénio, na presenca de peroxidase, reage com o DHBS e a 4-aminoantipirina,
formando o cromogénio antipirilquinonimina. A intensidade da cor vermelhaformada é
diretamente proporcional a concentracdo do acido Urico na amostra.

CK - NAC

A CK catalisa a desfosforilagdo da creatina fosfato para produzir adenosina trifosfato
(ATP), a qual reage com a glicose na presenca da hexoquinase (HK) formando glicose-6-
fosfato. A glicose-6-fosfato na presenca de glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PDH) é
oxidada a fosfogluconato(6-PG) e reduz o NADP a NADPH. A velocidade de incremento
na absorbancia em 340 nm é proporcional a atividade da CK na amostra.

Calcio

colorimétrico

O célcio reage com a purpura de ftaleina em meio alcalino, formando um complexo de cor
violeta que é medido em 570 nm.

Onde: ALT — alanina aminotransferase; AST — aspartato aminotransferase; FA — fosfatase alcalina; AC — acido

urico; CK — creatinina-quinase.
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