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RESUMO

STOCCO, Naiara Vidal. Avaliacdo Hematoldgica e Pesquisa de Hemoparasitos do Género
Hepatozoon em Urubus-preto (Coragyps atratus). 2024. 51p. Tese (Doutorado em Medicina
Veterinéria). Instituto de Veterinaria, Programa de P6s-Graduagdo em Medicina Veterinaria -
Patologia e Ciéncias Clinicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2024.

Coragyps atratus € uma espécie de abutre do Novo Mundo pertencente a Ordem
Cathartiformes, responsavel por desempenhar importante papel ecoldgico como saneadores
ambientais, eliminando matérias organicas em decomposicdo. Entretanto, tais habitos também
podem favorecer a atuacdo destes individuos como importantes reservatérios de agentes
patogénicos. Portanto, rastrear agentes de importancia médico-veterinaria, como 0s
hemoparasitos, pode auxiliar no entendimento das interacdes parasito-hospedeiro e, prevenir a
propagacdo destes patdgenos entre espécies suscetiveis. O objetivo do presente estudo foi
realizar avaliacdo hematolOgica e pesquisa de hemoparasitos do género Hepatozoon em
Urubus-preto (Coragyps atratus), através de observacdo direta sob microscopia de luz e
biologia molecular com base no gene 18S rRNA em individuos amostradas do Centro de
Triagem de Animais Silvestres (CETAS), Seropédica-RJ. Vinte urubus-preto originados de
resgate foram atendidas no Hospital Veterindrio de Pequenos Animais (HVPA) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) e amostradas neste estudo. Ao término
do exame clinico, todas as aves foram submetidas a colheita de sangue, via veia ulnar e, a partir
do sangue total, foram realizadas a avaliacdo hematoldgica, pesquisa de hematozoarios via
esfregaco sanguineo e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Cinco desses animais
apresentaram sinais clinicos inespecificos (prostracdo e anorexia), sendo submetidos também a
colheita de medula 6ssea para uma avaliacdo mais minuciosa. As cinco amostras de medula
Ossea pareadas ao sangue foram submetidas ao diagnostico molecular. Na microscopia direta
quatro aves (20%) apresentaram inclusdes no interior dos leucécitos no sangue total, onde o0s
gametocitos intraleucocitarios foram sugestivos do género Hepatozoon. No diagnéstico
molecular, 11 urubus (55%) foram positivos para Hepatozoon com base no gene 18S rRNA,
diante das amostras obtidas do sangue total. Além disso, 3 (3/5; 60%) urubus foram positivos
apenas nas amostras obtidas da medula déssea, apresentando ocorréncia global de 14 aves
positivas (14/20; 70%) mediante aos dois métodos amostrais (coleta sangue total e medula
6ssea) na PCR. Quanto aos resultados do hemograma, os valores médios observados entre
individuos positivos e negativos ndo apresentarem alterac6es discrepantes. No entanto, quando
analisados individualmente algumas alteragdes foram observadas para o grupo de animais
positivos. Pelo menos 2/14 urubus apresentaram hematdcrito abaixo do intervalo de referéncia
para espécie (n=2; 14%; urubu 98 e 102). Um apresentou eritrocitose (urubu 100). 5/14 (36%;
urubus 95, 100, 102, 109, 110 e 113) manifestaram eosinofilia e 8/14 apresentaram
hiperproteinemia. Os demais parametros ndo diferiram da literatura. Os resultados obtidos
revelaram a ocorréncia de 70% de Hepatozoon sp. em urubus-preto mantidos no CETAS do
Rio de Janeiro, alertando sobre o risco de transmisséo entre os individuos mantidos nestas
instituicGes e a importancia de implementagdo de métodos diagnosticos. Ademais, os resultados
oferecem oportunidades para pesquisas futuras, direcionadas as consequéncias, prevaléncia e
diversidade do género Hepatozoon em abutres do novo mundo.

Palavras-chave: Hematozoarios, diagnostico molecular, medula éssea, Cathartidae



ABSTRACT

STOCCO, Naiara Vidal. Hematological Evaluation and Research of Hemoparasites of the
Genus Hepatozoon in Black Vultures (Coragyps atratus). 2024. 51p. Thesis (Doctorate in
Veterinary Medicine). Veterinary Institute, Graduate Program in Veterinary Medicine -
Pathology and Clinical Sciences, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2024.

Coragyps atratus is a species of New World vulture belonging to the Order Cathartiformes,
responsible for playing an important ecological role as environmental sanitizers, eliminating
decomposing organic matter. However, such habits can also favor the role of these individuals
as important reservoirs of pathogenic agents. Therefore, tracking agents of medical and
veterinary importance, such as hemoparasites, can help to understand parasite-host interactions
and prevent the spread of these pathogens between susceptible species. The objective of the
present study was to carry out hematological evaluation and research on hemoparasites of the
genus Hepatozoon in Black Vultures (Coragyps atratus), through direct observation under light
microscopy and molecular biology based on the 18S rRNA gene in individuals sampled from
the Animal Screening Center. Wild Animals (CETAS), Seropédica-RJ. Twenty rescued black
vultures were treated at the Small Animal Veterinary Hospital (HVPA) of the Federal Rural
University of Rio de Janeiro (UFRRJ) and sampled in this study. At the end of the clinical
examination, all birds underwent blood collection via the ulnar vein and, from the whole blood,
hematological evaluation, hematozoa research via blood smear and Polymerase Chain Reaction
(PCR) were carried out. Five of these animals showed non-specific clinical signs (prostration
and anorexia), and were also subjected to bone marrow collection for a more detailed
evaluation. The five blood-matched bone marrow samples were subjected to molecular
diagnosis. In direct microscopy, four birds (20%) showed inclusions within leukocytes in whole
blood, where intraleukocyte gametocytes were suggestive of the Hepatozoon genus. In the
molecular diagnosis, 11 vultures (55%) were positive for Hepatozoon based on the 18S rRNA
gene, based on samples obtained from whole blood. Furthermore, 3 (3/5; 60%) vultures were
positive only in samples obtained from bone marrow, with an overall occurrence of 14 positive
birds (14/20; 70%) using both sampling methods (whole blood and bone marrow collection) in
PCR. Regarding the blood count results, the average values observed between positive and
negative individuals did not present discrepant changes. However, when analyzed individually,
some changes were observed for the group of positive animals. At least 2/14 vultures had
hematocrit below the reference range for the species (n=2; 14%; vulture 98 and 102). One
presented erythrocytosis (vulture 100). 5/14 (36%; vultures 95, 100, 102, 109, 110 and 113)
showed eosinophilia and 8/14 showed hyperproteinemia. The other parameters did not differ
from the literature. The results obtained revealed the occurrence of 70% of Hepatozoon sp. in
black vultures kept at CETAS in Rio de Janeiro, warning about the risk of transmission between
individuals kept in these institutions and the importance of implementing diagnostic methods.
Furthermore, the results offer opportunities for future research, aimed at the consequences,
prevalence and diversity of the Hepatozoon genus in New World vultures.

Keywords: Hematozoa, molecular diagnosis, bone marrow, Cathartidae
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1 INTRODUCAO

O crescimento exponencial da populacdo humana somado a consequente invasdo ao
habitat da vida selvagem aumentou a frequéncia e a intensidade das interagdes entre individuos
selvagens e seres humanos, proporcionando surgimento e adaptacbes de uma variedade de
patogenos. A mortalidade de animais selvagens esta atribuida a uma série de fatores, incluindo
predacdo, senescéncia, desnutricao, acidentes, desastres naturais, doencas e agdes antropicas.

Os abutres do Novo Mundo, urubus e condores, representam importante papel no
controle de doencas devido seu habito necrdfago, responsaveis por cumprirem funcoes
ecologicas como saneadores ambientais, eliminando matérias organicas em decomposicao.
Desempenhando papel notavel no funcionamento dos ecossistemas, especialmente ao forragear
animais mortos, promovendo limpeza dos ambientes onde vivem, prevenindo propagacao de
doencas entre os diferentes niveis troficos.

Entretanto, as populacGes destes individuos vém sofrendo declinios vertiginosos por
diversas causas antrépicas. Além disso, o habito alimentar (deposito de lixo, carcaca de animais
advindas tanto do ambiente urbano, quanto ambiente rural ou silvestre) pode favorecer seu
contato com inumeros patdgenos. Portanto, rastrear tais agentes pode auxiliar no entendimento
das interacdes parasito-hospedeiro e, prevenir propagacdo de linhagens altamente patogénicas
e potencialmente zoondticas, capazes de afetar tanto a conservagdo dessas espécies, quanto a
da saude humana.

Os Centros de Triagem do IBAMA, albergam consideravel nimero de aves de diversas
espécies. Estes individuos advém de apreensdo, resgate ou criacdo ilegal e chegam
constantemente debilitados nestas instituicdes, estando propensos a doencas. Logo, a realizacao
de testes diagnosticos neste meio é de suma importancia, dado o papel destas instituicdes frente
a realocacdo ou reintroducdo de animais silvestres a natureza, além de favorecer interacdes
interespécies, ambiente ideal a transmissao de uma variedade de patdgenos.

InfecgcBes parasitarias em animais de vida livre ou de ambientes ndo antropizados
costumam acarretar alteracdes clinicas pouco significativas. No entanto, parasitoses intensas
podem estar associadas a animais imunocomprometidos, frequentemente observado em
individuos provenientes de apreensdes e resgate.

Uma variedade de hemoparasitos acometendo aves ja foram descritos em indmeras
literaturas. No entanto, pouco se sabe sobre a patogenicidade do Hepatozoon nesta classe.
Espécies desse género sdo parasitos sanguineos intracelulares cosmopolitas transmitidos por
artrépodes de vertebrados terrestres.

Diversas espécies do género Hepatozoon foram relatadas em anfibios, répteis e
mamiferos, porém em menor descrigdo em aves. Os ciclos de vida completos sdo desconhecidos
para qualquer uma das espécies aviarias de Hepatozoon. Em geral, a transmissdo consiste na
ingestdo do invertebrado infectado. Em alguns casos, os vertebrados também podem funcionar
como hospedeiros intermediarios e infectar predadores quando consumidos, motivacéo pela
qual optou-se desenvolver o atual estudo voltado a infec¢des por Hepatozoon em urubus, uma
vez que seus habitos alimentares podem favorecer infecces por este género.

Até o presente momento nao ha relatos na literatura que investiguem a ocorréncia de
hemoparasitos do género Hepatozoon em abutres do novo mundo, comumente conhecidos
como urubus e condores, cuja distribuicdo geografica é exclusiva do continente americano.

O objetivo do presente estudo foi realizar a avaliagdo hematologica e pesquisa de
hemoparasitos do género Hepatozoon em Urubus-preto (Coragyps atratus), através de
observacao direta em microscopia de luz e biologia molecular com base no gene 18S rRNA de



aves da Familia Cathartidae amostradas do Centro de Triagem de Animais Silvestres (CETAS),
Seropédica-RJ.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ordem Cathartiformes

A Ordem Cathartiformes é constituida pela Familia Cathartidae, representada pelos
abutres do Novo Mundo, comumente conhecidos como urubus e condores, cuja distribuicdo
geogréfica é exclusiva do continente americano. S&o reconhecidas sete espécies atuais,
distribuidas em cinco géneros, sendo quatro deles monotipicos (Cathartes aura, Cathartes
burrovianus, Cathartes melambrotus, Coragyps atratus, Sarcoramphus papa, Vultur gryphus
e Gymnogyps californianus) (Houston, 1994; Sick, 1997; Marquez et al., 2005).

A familia Cathartidae é representada por aves de médio a grande porte (56-134 cm /
8509 — 15kg) que possuem varias adaptacdes anatbmicas e fisioldgicas associadas a sua dieta.
Acredita-se que todas as espécies de urubus possuam um olfato superior ao das demais aves,
sendo mais altamente desenvolvido em Cathartes aura, urubu-de-cabeca-vermelha, espécie
capaz de encontrar carcacas escondidas no interior de matas fechadas (Houston, 1986; McShea
et al., 2000). Do mesmo modo, a visdo é agucada em todas as espécies (Bang et al., 1964;
Mcshea et al., 2000). As narinas sdo vazadas, bicos e pés fortes utilizados na dilaceracdo de
carcacas, € a cabeca e 0 pescoc¢o sdo desprovidos, total ou parcialmente, de penas o que evita o
acumulo de matéria organica em decomposicdo nestas regides, e espesso colar de penas no
pescoc¢o, 0 que evita a passagem de liquidos provenientes da dieta as outras partes do corpo
(Sick 1997; Fergusson-Lee; Christie, 2001).

Por serem consumidores de carne em putrefacdo essas aves desempenham importante
papel ecoldgico como saneadores ambientais, eliminando matérias organicas em decomposi¢do
(Sick, 1997). Carvalho e colaboradores (2003) afirmam que a condi¢cdo altamente &cida do
estomago de C. atratus (Urubu-de-cabecga-preta) contribui para a degradacdo dos alimentos e
constitui uma barreira que neutraliza patégenos microbianos, eliminando possiveis infeccoes.
Porém, por se alimentarem de carnica, essas espécies podem ser afetadas por substancias
absorvidas durante a vida do animal morto (bioacumulacdo e/ou biomagnificacdo). Dentre essas
substancias destacam-se produtos de uso veterinario, o chumbo oriundo de armas de fogo, ou
substancias utilizadas na agropecudria para intoxicacdo proposital. Um declinio significativo
de abutres do Novo Mundo do género Gyps foi registrado recentemente pela ingestdo de
carcagas de animais tratados com diclofenaco (Soares et al., 2008), comprovando a influéncia
das acdes antropicas no declinio dessas espécies.

Devido as similaridades na dieta, muitas dessas adaptacdes morfologicas s&o
compartilhadas entre os catartideos e os abutres do Velho Mundo (Gypaetinae e Aegypiinae;
Accipitridae), historicamente gerando muita confusdo na taxonomia dos grupos em questéo
(Brito, 2008).

Os caracteres morfoldgicos considerados exclusivos dos Cathartidae, que o0s
diferenciam dos abutres no Velho Mundo, séo a falta de separagéo interna das narinas e a falta
de um halux funcional devido a posi¢do mais cranial de sua articulagdo com o tarsometatarso
(Houston, 1994).

Além das adaptacGes morfologicas para alimentagdo, os Cathartidae apresentam outras
caracteristicas peculiares, como a auséncia de siringe, 6rgdo responsavel pela vocalizacao das



aves (Sick, 1997). Entretanto, essas espécies sdo capazes de bufar fortemente, este som é
provavelmente produzido pela passagem do ar nos sacos aéreos (Houston, 1994).

Os abutres do Novo Mundo possuem diversos mecanismos comportamentais e
fisioldgicos para a regulacdo da temperatura corporal, sendo eles, abertura das asas, distensao
ou retracdo do pescoco e da cabeca, e excrecdo de urina e fezes sobre as pernas, comportamento
denominado urohidrosis (Arad; Bernstein, 1988; Arad et al., 1989; Sick, 1997). De acordo com
o trabalho realizado por Arad et al. (1989), a pele nua da cabeca de C. aura € caracterizada pela
presenca de grandes veias superficiais que auxiliam na termorregulacdo corporal. Em altas
temperaturas ocorre a vasodilatacdo, gerando perda de calor, quando em temperaturas baixas,
a vasoconstricdo auxilia na conservacédo do calor.

2.2 Coragyps atratus (Bechstein, 1793)

A espécie Coragyps atratus é a mais abundante e comum da familia. Sua plumagem é
totalmente negra, exceto pelas bases das penas primarias invadidas de branco, com partes nuas
cinza-escuras. Distribui-se desde o sul/sudeste dos Estados Unidos até o paralelo 41°S na
fronteira entre o Chile e a Argentina. Sd0 aves de habitos gregarios que possuem
comportamento agressivo durante a disputa de alimentacdo. Estes urubus sdo mais comumente
encontrados em areas ndo florestadas, frequentemente associados a areas urbanas, onde se
beneficiam de dejetos, lixdes e aterros sanitarios (Houston, 1994; Sick, 1997; Ferguson-Lees;
Christie, 2001).

Sdo considerados necréfagos obrigatorios, fornecem servigcos ecossistémicos
inestimaveis, aumentando o fluxo de nutrientes nas cadeias alimentares e reduzindo a
transmissdo de doencas infecciosas através da remocao de carnica. Especializados no consumo
de carcagas, 0s abutres estédo adaptados para detectar e remover carcagas de paisagens com mais
eficiéncia do que qualquer outro necr6fago vertebrado terrestre (Byrne et al., 2019).

O urubu-preto possui um comprimento total que varia entre 60 e 70cm, com uma
envergadura entre 1,3 e 1,6m. Em relacdo ao peso ha uma pequena diferenca entre as trés
subespécies reconhecidas: Coragyps atratus atratus (Bechstein, 1793), Coragyps atratus
foetens (Lichenstein, 1817) e Coragyps atratus brasiliensis (Bonaparte, 1850). Sendo que
individuos que habitam as planicies tropicais da América do Sul possuem entre 1,180kg e
1,940kg, enquanto individuos que ocorrem na América do Norte e nos Andes seu peso varia de
1,600kg a 2,750kg (Houston, 1994; Campbell, 2015).

O C. atratus foetens e C. atratus atratus possuem 0 mesmo porte, porém o primeiro
possui uma plumagem um pouco mais escura, suas marcas brancas nas asas sao menores e a
cobertura inferior das asas € mais escura. A subespécie C. atratus brasiliensis possui um
tamanho menor em relagédo as outras duas e a cobertura inferior das asas é mais clara (Campbell,
2015).

A espécie € monomorfica, ou seja, ndo apresentam dimorfismo sexual. O local de
nidificagdo é bastante varidvel, podendo ser encontrados em cavernas rasas, entre rochas, 0cos
de arvores, troncos caidos e edificios urbanos, sem nenhum material de substrato (Rabenold,
1986; Houston, 1994; Méarquez et al., 2005).

A fémea pde dois ou trés ovos no chdo. Ambos os pais incubam e alimentam os filhotes,
regurgitando comida no local do ninho. A maioria das aves constroi estruturas de ninhos
buscando uma func¢éo termorreguladora para 0s ovos e posteriormente para os filhotes, que sdo
fundamentais para o sucesso da reproducdo das aves (De Vault et al., 2019). O periodo de
incubacéo ¢ de 30 a 45 dias, podendo se estender até 55 dias (Rabenold, 1986; Houston, 1994;
Marquez et al., 2005).



C. atratus é extremamente adaptada as atividades humanas. Essa adaptacdo se d&
principalmente devido a oferta de alimentos que sdo gerados pelos humanos devido a incorreta
destinacdo final de residuos. Por conta do amplo crescimento urbano, a presenca dessas aves é
cada vez maior nas cidades, sendo menos observada em areas florestadas. Tal situacdo de
desequilibrio ecoldgico pode acarretar diversos problemas devido a¢Bes antropicas como por
exemplo, o risco de colisdo entre aeronaves, alteracfes do habitat, acidentes e aparecimento de
doencas (Neto et al., 2006; Petersen et al., 2011; De Garine-Wichatitsky et al. 2013).

2.3 Coleta e Processamento das Amostras Sanguineas

Na medicina de animais selvagens, 0s exames laboratoriais s&o indicados como apoio
para diagnéstico, monitoramento e prevencdo de doencas. Contudo, podem ser empregados
também, como biomarcadores de impacto ambiental, uma vez que, 0 meio ambiente influencia
a vida dos seres que com este interagem (Almosny, 2014).

O exame laboratorial inicia-se na contencao e coleta, que por sua vez, deve ser realizada
de maneira adequada e cuidadosa, respeitando as particularidades de cada espécie (Almosny;
Monteiro, 2007). O volume adequado de sangue varia de acordo com o tamanho e estado de
salde da ave, sendo recomendada a coleta de até 1% do peso vivo do animal, desde que estes
estejam higidos (Campbell, 2014).

Nas aves, as principais veias utilizadas para a puncédo sdo a jugular (preferencialmente
a direita, pois ela pode ser a Unica presente ou a de maior calibre), basilica (ulnar cutanea, da
asa ou braquial) e a metatarsica medial (tibial caudal) (Campbell, 2014).

Amostras sanguineas podem ser colhidas em seringas, tubos capilares ou microtubos, e
as agulhas devem apresentar o calibre entre 23 a 27 mm, conforme o porte da ave. A succ¢ao
deve ser leve, pois, as veias podem colabar-se facilmente. Em aves de pequeno porte, poucas
gotas de sangue podem ser colhidas, sendo necessario a utilizacdo do tubo capilar (Santos;
Cubas, 2014).

O anticoagulante indicado é o &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), pois
possibilita a coloracdo adequada das células e ndo tende a agrupar leucocitos. Certos grupos
aviarios, como corvos, gralhas e alguns passeriformes, necessitam da utilizacdo da heparina,
pois 0 EDTA pode ocasionar anticoagulacao incompleta ou hemolise parcial (Campbell, 2014).

As aves assim como os répteis, anfibios e peixes possuem eritrocitos nucleados de
formato ovalado. Os eritrocitos maduros das aves em geral sdo maiores do que os de mamiferos,
mas menores do que os de répteis (Almosny; Monteiro, 2007).

O hemograma ndo deve ser realizado em contadores automaticos, tendo em vista a
dificuldade dos equipamentos em diferenciarem eritrocitos, trombaocitos e leucocitos, pela
presenca de nucleo nos trés tipos celulares. Dessa forma, o processamento das amostras é
predominantemente manual (Almosny; Monteiro, 2007).

As provas laboratoriais que compdem o hemograma nas aves sdo: contagem total de
eritrocitos, leucocitos e trombocitos em camara de Neubauer com diluente Natt & Herrick. A
diluicdo para realizagdo da hematimetria é 1:100 e a contagem é efetuada em aumento de 400X,
uma vez que é necessario diferenciar as células durante o processo. Utiliza-se o reticulo de
eritrocitos (na camara) para contagem de todas as células, cujos leucécitos e trombdcitos sdo
contados nos 25 quadrados, obtendo um valor que sera multiplicado pelo fator 1.000. Os
eritrocitos sdo mensurados apenas em cinco quadrados do reticulo, utilizando o fator de
multiplicacdo de 5.000. Os leucdécitos também podem ser contados nos quadrantes laterais
(reticulos de leucdcitos), como nos mamiferos, porém o fator de multiplicagdo nesse caso sera
de 250 (Almosny; Monteiro, 2007; Schmidt, 2014).
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A confeccdo do esfregaco sanguineo também € uma etapa importante na realizacdo do
hemograma e, recomenda-se que seja realizado antes que o0 material sanguineo entre em contato
com o anticoagulante, ou seja, sem o EDTA. Essa técnica permite a realizagdo da contagem
diferencial de leucdtcitos por microscopia de luz, observacdo morfologica das células e a
pesquisa de hemoparasitos com menor interferéncia (Almosny; Monteiro, 2007).

O hematdcrito é determinado pelo método de centrifugagdo do capilar sanguineo,
velocidade de rotacdo de 10.000 a 12.000 rpm durante 5 minutos (Clark et al., 2009). A
concentracdo de hemoglobina é avaliada utilizando-se kits comerciais (Almosny; Monteiro,
2007) e os indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM) e a concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) sdo calculados considerando os valores do
hematocrito, hemoglobina e contagem de hemacias (Almosny; Monteiro, 2007).

2.4 Interpretacdo das Analises Laboratoriais

O hemograma é o principal exame laboratorial de triagem e, portanto, o0 primeiro a ser
solicitado. Sua andlise auxilia na informacdo do estado geral do animal, para elucidar uma
suspeita clinica e direcionar o médico veterinario a solicitacdo de outros exames
complementares. A avaliagdo hematoldgica é composta pelo eritrograma, leucograma e
trombograma e visa detectar e dimensionar condi¢des como anemia, doencas inflamatdrias,
parasitemias, disfungbes hemostaticas e distlrbios hematopoiéticos (Campbell; Almosny,
2014).

A determinacdo do hematdcrito, concentracdo de hemoglobina e a contagem de
eritrocitos auxiliam no diagndstico da anemia e a avaliacdo da sua intensidade (Tvedten, 2009;
Thrall, 2012).

As anemias em aves tém causas semelhantes as demais espécies. As anemias podem ser
etiologicamente classificadas como hemolitica, hemorragica, hipoplésica e aplasica por
depressdo da medula 6ssea. As anemias hemorragicas geralmente estdo relacionadas a lesdes
traumaticas ou a parasitos hemat6fagos, no entanto, outras causas, como coagulopatias ou
lesBes ulcerativas, também devem ser consideradas. Anemia hemolitica, pode ser decorrente de
reacOes imunomediadas ou parasitemias, sepses ou intoxicagdes. Os parasitos mais comumente
associados a anemia hemolitica em aves pertencem ao género Plasmodium spp. A anemia por
depressdo da medula Ossea pode estar relacionada a doencas inflamatérias cronicas,
especialmente aquelas envolvendo agentes infecciosos (tuberculose, aspergilose e clamidiose),
ou doengas hepaticas, renais cronicas e o hipotireoidismo (Campbell, 2014).

Os tipos de leucdcitos presentes no sangue periférico das aves sdo heterdéfilos, linfocitos,
eosinofilos, mondcitos e basofilos. As aves apresentam ligeira variagdo morfoldgica entre os
tipos de leucdcitos, além de diferencas nos valores numéricos dessas células, intra e
interespécies (Schmidt, 2014).

A contagem total de leucdcitos pode apresentar-se normal, aumentada (leucocitose) ou
reduzida (leucopenia). As leucocitoses podem estar associadas a redistribuicéo intravascular,
devido ao estresse e isso pode interferir na analise do leucograma, ou por causas inflamatorias,

podendo ser infecciosas ou ndo. A leucopenia, pode ocorrer em doencgas inflamatorias
superagudas, devido a rapida mobilizacéo de heterdfilos para os 6rgaos alvo (Campbell, 2014).

Os heterdfilos séo as células mais comuns no sangue das aves. Sua funcédo € similar aos
neutréfilos dos mamiferos, participam ativamente em reacdes inflamatorias, atuando como
fagocitos. Apresentam granulos eosinofilicos alongados que podem ser ovais ou arredondados
no interior do citoplasma e nucleo lobulado com aspecto grosseiro (Almosny; Monteiro, 2007;
Campbell, 2014).
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Os eosindfilos apresentam 0 mesmo tamanho dos heteréfilos, também possuem granulos
eosinofilicos, porém esses granulos sdo arredondados e coram-se de maneira mais intensa,
quando comparados aos heterofilos. Em aves, costumam estar relacionados a processos
alérgicos e parasitarios (Almosny; Monteiro, 2007; Campbell, 2014).

Os basdfilos tendem a ser menores que os heterofilos e os eosinéfilos, possuem granulos
metacromaticos que em geral obscurecem o nucleo. Assemelham-se morfologicamente aos
mastocitos de mamiferos. Sua fungdo é pouco conhecida, porém, acredita-se estar associado a
reacOes inflamatorias agudas e reacoes de hipersensibilidade do tipo IV. Apresentam histamina
nos granulos citoplasmaticos, assim como o0s mastocitos (Campbell, 2014).

Os linfécitos das aves sdo semelhantes aos dos mamiferos, possuindo ndcleo
arredondado e pouco citoplasma, porém, tendem a apresentar irregularidades citoplasmaticas
ao moldarem-se ao redor de células adjacentes. Podem ser classificados de acordo com o
tamanho (pequenos, médios e grandes). Linfdcitos grandes podem ser vistos no sangue de aves
normais, contudo, podem ser confundidos com mondcitos, pelo seu tamanho e volume
citoplasmatico (Campbell, 2014). As linfocitoses estdo associadas a afeccdes virais ou nas fases
de resolucdo de infeccOes bacterianas. As linfopenias podem estar associadas a fase aguda da
inflamacdo, assim como, ao uso de corticosteroides, que determinam grave linfopenia, sendo
observado também em casos de estresse prolongado, que eleva os niveis enddgenos (Almosny;
Monteiro, 2007).

Mondcitos, as maiores células sanguineas na circulacdo das aves, sdo morfologicamente
semelhantes a dos mamiferos e podem apresentar formato arredondado a ameboides e
citoplasma abundante, azul-acinzentado podendo apresentar vacuolos e granulos. Exibem
atividade fagocitica e migram para os tecidos para se diferenciarem em macréfagos. Estdo
envolvidos na inflamacdo e na destruicdo oxidativa de microrganismos invasores e
desempenham também importante papel imunolégico no processamento de apresentacdo de
antigenos. A monocitose normalmente esta relacionada a afeccBes crbnicas, doencas
infecciosas especificas e necroses, principalmente quando extensas, além de ser observada
também em casos de neoplasias (Dieterien-lievre, 1988; Almosny; Monteiro, 2007; Campbell,
2014).

2.5 Parasitismo em Aves

Estudos envolvendo a ecologia dos parasitos, sua diversidade e influéncia sobre seus
hospedeiros vém sendo bastante abordado em pesquisas cientificas nas Gltimas décadas (Secchi
et al., 2003), uma vez que sao capazes de exercer importantes pressdes evolutivas e ecoldgicas
em seus hospedeiros, sendo considerados, segundo alguns autores, como agentes de selecédo
natural das espécies (Hakkarainen et al., 1998; Marzal et al., 2005).

Do ponto de vista epidemioldgico, as aves sdo consideradas importantes hospedeiros
definitivos ou intermediarios, visto que podem ser infectadas por diversos agentes patogénicos
devido suas caracteristicas de migracdo e nidificacdo, favorecendo contato com indmeros
vetores artropodes e espécies animais (Bjoersdorff et al., 2001; De La Fuente et al., 2015). No
que diz respeito as aves carnivoras, seu habito alimentar (ingestdo de visceras e o contato intimo
com presa ou carcagas), pode favorecer infestaces por ectoparasitos vetores e infecgdes por
endoparasitos (Pitarelli; Pereira, 2002).

A relacdo entre o parasito e seu hospedeiro ndo necessariamente se traduz em uma
doenca, um dos principios bem defendidos entre os parasitologistas é que o parasito ndo mata
0 seu hospedeiro, pois ao fazé-lo, causaria sua propria morte (Bennett; Bishop, 1990). No
entanto, fatores intrinsecos (como perda de peso, imunossupressao etc.) e extrinsecos (estresse,
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por exemplo) podem exacerbar alguns efeitos do parasitismo, resultando em sinais clinicos
importantes (Samour, 2006).

Apesar de comum em animais de vida livre, os parasitos podem oferecer grande risco a
saude do seu hospedeiro (Freitas et al., 2002), principalmente quando associado a condic¢des de
alta densidade populacional, interacdo entre diferentes espécies e, exposicdo dos parasitos a
hospedeiros que ndo possuem sistema imunologico competente para combater a infeccédo
(Greiner; Ritchie, 1994; Freitas et al., 2002; Chagas, 2016). Desse modo, o parasitismo pode
influenciar de diversas formas, seja em sua fisiologia, comportamento, processos de
competicdo, migracdo, especiacao e estabilidade de ecossistemas (Amato; Amato, 2010).

As aves sdo hospedeiras de varios parasitos, entre eles, destacam-se 0s parasitos
sanguineos (hemoparasitos), pertencentes a ordem Haemosporida (géneros Plasmodium,
Haemoproteus e Leucocytozoon), Familia Hepatozoidae (género Hepatozoon), piroplasmideos
(género Babesia), Familia Trypanosomatidae (género Trypanossoma), Filarideos e outros
(Garnham, 1966; Feldman et al., 1995; Hannover, 2000). Estes parasitos podem exercer
importantes pressdes ecoldgicas e evolutivas nas caracteristicas da histéria de vida das aves
infectadas (Merino et al., 2000; Hdrak et al., 2001; Marzal et al., 2005), seja através de efeitos
na sobrevivéncia dos seus hospedeiros (Sorci; Mgller, 1997; Mgaller; Nielsen, 2007), no sucesso
reprodutivo (Merino et al., 2000; Knowles et al., 2010), ou na coloracdo da plumagem (Hdrak
et al., 2001; Del Cerro et al, 2010), desencadeando importancia ecoldgica e consequéncias
evolutivas, modificando estruturas de comunidades dos individuos acometidos (Van Riper et
al., 1986).

A taxa de infeccdo varia muito entre as diferentes ordens de aves (Bennett et al., 1993b;
Valkitinas, 2005), mas as razOes para a ampla variacdo taxonémica na prevaléncia ou
diversidade de parasitos ainda sdo pouco compreendidas (Scheuerlein; Ricklefs, 2004; Arriero;
Magller, 2008; Moens; Pérez-Tris, 2016). Embora alguns taxons de aves sejam fortemente
afetados, outros sdo pouco atingidos (Martinez-Abrain, 2004; Valkitnas et al., 2003),
especialmente em grupos como aves marinhas (Peirce; Brooke, 1993; Merino et al., 1997;
Merino; Minguez, 1998; Engstrém et al., 2000; Quillfeldt et al., 2010).

Alem do aparente viés filogenético na incidéncia de infeccGes parasitéarias entre 0s
taxons de aves, ha também algumas evidéncias de que os parasitos sanguineos sao menos
comuns em certos habitats, como a tundra artica (Bennett et al., 1992a), ambientes aridos
(Little; Earle, 1995; Valera et al., 2003), ambientes insulares (Little; Earle, 1994) ou ambientes
marinhos (Piersma, 1997; Figuerola, 1999). Vérias hipoteses foram propostas para explicar essa
auséncia (Martinez-Abrain et al., 2004), como a auséncia e até mesmo escassez de vetores
adequados, devido uma associacdo altamente especifica entre hospedeiro e parasitos, sendo a
troca de hospedeiro pouco frequente, ou em virtude da capacidade imunolégica do hospedeiro
que previnem a infeccao (Quillfeldt et al., 2014).

2.6 Género Hepatozoon

Hepatozoon sp. (Filo Apicomplexa pertencente ao subgénero Adelorina, Familia
Hepatozooidae) sdo hemoparasitos chamados hemogregarinas (Coccidia: Adeleorina), sendo
protistas intracelulares que ocorrem em todas as classes de vertebrados (Davies; Johnston
2000). O género Hepatozoon é uma colecdo de parasitos sanguineos apicomplexos que foram
descritos em todos 0s grupos de vertebrados terrestres e em uma ampla gama de invertebrados
hematofagos (Levine, 1988).

Hospedeiros vertebrados parasitados por este género incluem as aves (Hoare, 1924),
mamiferos (Wenyon, 1926), crocodilianos (Hoare, 1932), lagartos (Robin, 1936), cobras (Ball
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etal., 1967), tartarugas (Michel, 1973) e anuros (Desser et al., 1995). Também foi demonstrado
que grande variedade de invertebrados serve como vetores e hospedeiros definitivos, incluindo
carrapatos, acaros, percevejos, flebotomineos, mosquitos culicideos e anofelinos, moscas tsé-
tsé (Telford, 1984), piolhos (Clark et al., 1973), pulgas (Gobel; Krampitz, 1982; Bennett et al.,
1992a) e sanguessugas (Pessoa; Cavalheiro, 1969a; Pessda; Cavalheiro, 1969b).

Hepatozoon é um dos seis géneros de parasitas sanguineos classificados como
hemogregarinas, todos com um ciclo de vida heteroxeno envolvendo um hospedeiro vertebrado
intermediario e um hospedeiro invertebrado definitivo que se alimenta de sangue. Outros
géneros incluem Desseria e Cyrilia, que infectam peixes e sanguessugas, Karyolysus, que sao
hemogregarinas de lagartos e acaros, Hemolivia, que contém uma espécie que infecta sapos e
carrapatos, e Haemogregarina (Smith, 1996). Historicamente, parasitos sanguineos de anfibios,
cobras, lagartos, crocodilianos, aves e mamiferos também foram incluidos no género
Haemogregarina como resultado da semelhanca morfolégica de gamontes entre
hemogregarinas de diferentes géneros (Mohammed; Mansour, 1959; Ball, 1967; Wozniak;
Telford, 1991).

Com essas evidéncias e dados filogenéticos, Siddall (1995) revisou extensivamente o
complexo hemogregarina, transferindo 41 espécies de Haemogregarina para um género
Desseria, redefinindo o género Cyrilia, e sugerindo que todas as hemogregarinas que infectam
cobras, lagartos, crocodilianos, aves e mamiferos que permaneceram no género
Haemogregarina fossem transferidos para Hepatozoon.

2.6.1 Ciclo de vida

As espécies de Hepatozoon exibem uma ampla variedade de ciclos de vida, o que é
compativel com a variedade de hospedeiros vertebrados e invertebrados utilizados por esses
parasitos. No entanto, um aspecto basico do ciclo de vida é que o desenvolvimento
esporogdnico e a formacdo de oocistos ocorrem em um invertebrado hemat6fago, enquanto o
desenvolvimento merogbnico ocorre em diferentes tecidos (figado, baco, medula dssea,
ganglios linfaticos, intestino) e gamontogdnico em eritrocitos e/ou, mais frequentemente
leucécitos em aves e mamiferos de vertebrados. A complexidade dos ciclos de vida manifesta-
se na formacdo de cistos dizbicos latentes nos 6rgdos internos, especialmente no figado e nos
pulmdes, de alguns hospedeiros vertebrados infectados com espécies de Hepatozoon (Smith,
1996).

Sua transmissdo ocorre atraves da ingestdo direta de invertebrados hematéfagos, como
insetos dipteros, carrapatos, acaros e outros invertebrados (Smith, 1996; Davies; Johnston,
2000), ou indiretamente através da ingestdo/predacéo de um hospedeiro paraténico com cistos
teciduais (Davies; Johnston, 2000). O desenvolvimento da maioria das espécies de Hepatozoon
ocorre no hemocele do hospedeiro invertebrado (Desser, 1993) ap0s o repasto sanguineo, onde
ocorre o desenvolvimento esporogonico e, finalmente, a formacdo de grandes oocistos, também
conhecidos como grandes oocistos multiesporocisticos, que contém esporocistos com
esporozoitos, os estagios infecciosos do parasito que, ao serem ingeridos pelo hospedeiro
vertebrado intermediario, ddo origem a estagios merogdnicos no figado (Desser et al. 1995;
Netherlands et al., 2017).

Ball et al. (1967), Ball et al. (1969), Bashar et al. (1991) e Smith et al. (1994)
demostraram que a fase esporogonica do parasito inicia-se com a ingestdo de microgamontes e
macrogamontes de Hepatozoon sp. durante repasto sanguineo em hospedeiro vertebrado
infectado. Em seguida, os gamontes migram para a parede intestinal onde ocorre a
gametogénese. Um microgamonte da origem a quatro microgametas uniflagelados que, por
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singamia, fecundam os macrogametas, originados de macrogamontes, formando um zigoto. O
zigoto cresce rapidamente e atravessa a parede intestinal, localizando-se na hemocele do vetor
hematdfago. Nesse local, forma um oocisto com mdaltiplos esporocistos com esporozoitos
(estagio evolutivo infectante para o hospedeiro vertebrado). Quando o artrépode é ingerido, 0s
esporozoitos sdo liberados e inicia-se a fase do ciclo no hospedeiro vertebrado. Os esporozoitos
podem seguir para os hepatdcitos, formando um cistozoito, ou iniciar o primeiro ciclo
merogonico. Dois tipos de merontes sdo formados: um contendo macromerozoitos que,
transportados via sangue ou linfa, invadem novos tecidos e outro, contendo micromerozoitos,
que irdo penetrar nos eritrcitos, sofrer gamontogonia e d&o origem aos gamontes circulantes,
infectantes para os vetores hematofagos (Smith, 1996).

Gamontes de determinadas espécies de Hepatozoon estdo restritos ao tipo de célula
sanguinea que infectam. Os gamontes de algumas espécies sd@o encontrados nos eritrocitos
(Hoogstraal, 1961; Furman, 1966), enquanto os de outras espécies infectam leucécitos (Clark,
1958; Krampitz, 1964; Harmelin et al., 1992) como nos mamiferos e aves. Em infec¢des baixas
ou moderadas (valores de parasitemia inferiores a 5%), a maioria dos eritrocitos parasitados
contém apenas um gamonte. No entanto, em infeccbes mais graves, como aquelas
frequentemente observadas em cobras, dois ou mais gamontes podem infectar o mesmo
eritrocito, e em infeccBes onde mais de 90% dos eritrocitos estdo parasitados, foram relatados
trés ou quatro gamontes dentro de um Unico eritrocito (Plimmer, 1912; Smith et al., 1994). Tais
infeccdes também sdo caracterizadas por gamontes invadindo linfocitos e neutrofilos, células
normalmente ndo parasitadas por gamontes hemogregarinos de cobras. Os gamontes exibem
motilidade no sangue, movendo-se livremente de eritrocito para eritrocito e sdo frequentemente
detectados como "viajantes” no plasma, um comportamento que intrigou 0S primeiros
investigadores (Sambon; Seligmann, 1908; Plimmer, 1912).

2.6.2 Hepatozoon sp. no hospedeiro aviario

As espécies de Hepatozoon em aves sdo relativamente poucas em nimero e, parecem
ser parasitos incomuns deste grupo de vertebrados. Hoare (1924) transferiu seis espécies de
hemogregarinas que infectavam aves para o género Hepatozoon, sem ter observado um ciclo
de vida completo ou ter determinado um hospedeiro definitivo. No entanto, a sua designacao
genérica provou ser correta, pois Bennett et al. (1992b) encontraram oocistos em carrapatos
argasideos e pulgas que se alimentaram de andorinhas infectadas da Africa. Bennett et al.
(1992b) e Bennett e Peirce (1989) revisaram a taxonomia das espécies de Hepatozoon que
infectam aves, descrevendo oito novas especies e redescrevendo e sinonimizando as 12
restantes.

As especies do género Hepatozoon diferem de outros parasitos sanguineos
apicomplexos porque aparentemente ocorrem apenas em leucocitos (geralmente mondcitos) de
aves e mamiferos (Bennett et al., 1992b). No entanto, Merino et al. (2014) relataram a presenca
da primeira espécie de Hepatozoon infectando eritrocitos e ndo leucécitos dos hospedeiros
aviarios.

Os microgametocitos e macrogametocitos ndo podem ser separados com base nas
caracteristicas de coloragdo ou no tamanho nuclear, e muitos ttm um vacutolo redondo a ovoide
adjacente ao nucleo. O nucleo tem formato variavel (semelhante a uma fita ou disco) e fica
intimamente oprimido no lado interno da parede do parasito (Bennett et al., 1992b).

A maioria das infecgdes sdo extremamente leves e facilmente ignoradas (Bennett et al.,
1992b). O género foi classificado por Levine (1988) na familia Haemogregarinidae. As
hemogregarinas sdo comumente encontradas em varias aves, réepteis, anfibios e peixes (Kudo,
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1977). O grau de especificidade do hospedeiro é desconhecido, devendo, portanto, ser
assumido, até que prove o contrario, que tal como acontece com as espécies de Haemoproteus
e Leucocytozoon, as espécies de Hepatozoon séo especificas do hospedeiro a nivel familiar ou
subfamiliar (Bennett et al., 1992b).

O ciclo de vida completo é desconhecido para qualquer uma das 20 espécies aviarias
validas (Quadro 1). Embora varios ciclos de vida sejam conhecidos tanto para as formas
mamiferas como reptilianas (Bennett et al., 1992b). Geralmente, a esquizogonia ocorre nas
células do figado, baco e outros 6rgaos dos vertebrados, 0s merozoitos entram nos eritrécitos
ou leucdcitos e se desenvolvem em gametocitos (Kudo, 1977). Os vetores sdo carrapatos ou
pulgas (Bennett et al., 1994) nos quais microgametas e macrogametas se desenvolvem e se

unem para formar zigotos que se tornam oocistos produzindo esporozoitos (Kudo, 1977).

Quadro 1. Espécies de Hepatozoon aviério

Familia das aves Espécies do parasito Referéncias
Accipitridae Hepatozoon neophrontis Bennett et al., 1992b
Sagitariidae Hepatozoon ellisgreineri Valkitinas et al., 2016
Apterygidae Hepatozoon kiwii Peirce et al., 2003
Diomedeidae Hepatozoon albatrossi Peirce; Prince, 1980
Emberizidae Hepatozoon paroariae Bennett et al., 1992b
Thraupidae Hepatozoon rhamphocoeli Bennett et al., 1992b

Estrildidae Hepatozoon estrildus Bennett et al., 1992b
Hirundinidae Hepatozoon atticorae Bennett; Peirce, 1989
Laniidae Hepatozoon lanis Bennett et al., 1992b
laniidae Hepatozoon malacotinus Bennett et al., 1992b
Sylviidae Hepatozoon sylvae Bennett et al., 1992b
Paridae Hepatozoon parus Bennett; Peirce, 1989
Passeridae Hepatozoon passeris Bennett et al., 1995
Numididae Hepatozoon numidis Bennett et al., 1992b
Pittidae Hepatozoon pittae Bennett et al., 1992b
Prionopidae Hepatozoon prionopis Bennett; Earlé, 1992
Kruszewicz; Dyrcz, 2000;
Acrocephalidae Hepatozoon kabeeni Biedrzycka et al., 2013;
Chagas et al., 2021
Apodidae Hepatozoon apodis Barraclough et al., 2008
Zosteropidae Hepatozoon zosteropis Bennett et al., 1992b
Hydrobatidae Hepatozoon peircei Merino et al., 2014

2.6.3 Diagndstico

A pesquisa por hemoparasitos pode ser realizada principalmente por meio de duas
técnicas diretas, a de esfregago sanguineo (analise microscopica) ou por técnicas moleculares.
A técnica de esfregaco sanguineo, apesar de sua baixa sensibilidade, permite estimar a
intensidade da infecgdo e a prevaléncia de hemoparasitos, além de possibilitar a observacéao
morfologica dos estagios sanguineos (trofozoitas, gametdcitos, etc.) do parasito. Essa técnica
também permite a quantificacdo dos hemoparasitos por meio de contagem em eritrocitos
parasitados em relacdo aos nao parasitados (Van Ripper et al., 1986).
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Os gametdcitos hemogregarinos sdo alongados, com extremidades arredondadas e
geralmente ficam isolados dentro dos eritrocitos, mas as vezes sdo observados livres, no espaco
extracelular, o que é consistente com os achados descritos por Telford et al. (2004) e Sloboda
et al. (2007). Entretanto, a morfologia dos gametocitos dos Hepatozoon, infelizmente, nao
fornece uma pista confiavel para a diferenciacdo genérica. Assim, sdo necessarios outros dados
relevantes como as caracteristicas da esporogonia e hospedeiro acometido (Siddall; Desser,
1991). No estagio de esquizogonia (merogonia), as hemogregarinas sdo caracterizadas por sua
consideravel capacidade de invadir e se desenvolver dentro de diferentes érgédos e tipos de
células dentro do hospedeiro vertebrado. Bray (1964) propds que hemogregarinas com
esquizontes no figado deveriam ser alocadas no género Hepatozoon. Em contrapartida, aquelas
espécies que precedem a esquizogonia em outros 6rgdos deveriam pertencer a outro género
como Haemogregarina ou Karyolysus.

A maioria dos gametocitos hemogregarinos ndo invadem o ndcleo da célula hospedeira,
mas em vez disso movem-se para o lado oposto ou para o outro polo da célula hospedeira. Isto
é contrério ao efeito do género Karyolysus, onde apresenta um impacto cariolitico no ndcleo da
célula hospedeira e, portanto, é identificado como Karyolysus Reichenow (Reichenow, 1913).

Até 0 momento, a taxonomia atual das hemogregarinas enfrenta grande desafio devido
a alta variacdo na morfologia dos gamontes, a baixa especificidade do hospedeiro, em muitos
casos 0s hospedeiros invertebrados sdo desconhecidos e, poucos detalhes da esquizogonia.
Portanto, abordagens moleculares séo ferramentas indispensaveis para distinguir populagdes de
parasitos morfologicamente idénticos, mas geneticamente diferentes, incluindo abordagens
moleculares, reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Rubini et al., 2006; Ortufio et al., 2008;
Vilcins, et al., 2009; Harris et al., 2011; Maia et al., 2012; Tomé et al., 2013; Xavier et al., 2018;
Chagas et al., 2021).

Quanto as técnicas moleculares para deteccdo de parasitos, a PCR é uma técnica que
utiliza a variacdo das sequéncias genéticas para detectar diferentes linhagens destes agentes.
Segundo Henning et al. (1999), para estudos epidemioldgicos, que em sua maioria possuem
volume de amostras limitados, a utilizacdo da técnica de PCR é bastante conveniente, uma vez
que amplifica uma sequéncia genémica especifica.

Ensaios baseados em PCR como teste diagndstico de referéncia garantem maior
sensibilidade, principalmente para testar diferentes hospedeiros com niveis intermitentes de
parasitemia, via baixa taxa de infeccdo por gamontes (Otranto et al., 2011; Haklova-Kocikova
et al., 2014; Jozsef et al., 2015; Ramos et al., 2015; Mitkova et al., 2017). Notavelmente, todas
as evidéncias moleculares vém das sequéncias completas e parciais da subunidade pequena
(SSU) do DNA ribossémico (rDNA). O gene 18S é um marcador filogenético suficiente para
aproximar as relacdes de nivel ordinal e aquelas dentro das ordens (Waeschenbach et al., 2007,
Arizza et al., 2016; Bhusri et al., 2017; Ahmad et al., 2018; Hayes; Smit, 2019; Zechmeisterova
et al., 2019; Nordmeyer et al., 2020).

Poucos estudos abordaram caracterizacdo molecular e filogenia de espécies de
Hepatozoon aviario, a maioria dos relatos descreveram a presenca de parasitos Hepatozoon em
aves usando exclusivamente caracteristicas morfoldgicas dos estagios sanguineos (Bennett et
al.,, 1992b; Kruszewicz; Dyrcz, 2000; Peirce, 2005; Shurulinkov, 2005; Shurulinkov;
Valkitinas, 2005; Chakarov, 2006; Barraclough et al, 2008).

Merino et al. (2014) apontaram Hepatozoon peircei, um parasito que habita os glébulos
vermelhos em petréis Oceanodroma melania. Enquanto outros estudos confirmaram a partir de
estudos moleculares que, alguns parasitos sanguineos de aves, anteriormente atribuidos ao
género Hepatozoon, estdo intimamente relacionados a parasitos de lagartos e anfibios e podem
pertencer ao género Lankesterella (Merino et al., 2006; Biedrzycka et al., 2013; Chagas et al.,
2021). Portanto, mais pesquisas sdo necessarias, de preferéncia combinando analises
morfoldgicas e moleculares, bem como observacfes experimentais em vetores e hospedeiros
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vertebrados, a fim de melhor compreender a biologia das espécies aviarias de Hepatozoon e
Lankesterella e esclarecer o status taxonémico desses hematozoéarios (Chagas et al., 2021).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Autorizagdo para Pesquisa com Animais Silvestres

O estudo teve aprovagio da Comissdo de Etica no Uso de Animais, protocolo
n°010/2021, Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Estacio de Sa Campus
Vargem Pequena. A coleta do material bioldgico foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (ICMBIo), através do sistema de Autorizacdo e Informacgédo em
Biodiversidade (SISBio) protocolo n° 47069-4.

3.2 Animais

Vinte Urubus-preto da espécie Coragyps atratus foram amostrados para a realizacdo do
estudo. As aves estavam mantidas no Centro de Triagem de Animais Silvestres (CETAS)
(22°72°35” S; 43°70°98” W), localizado no municipio de Seropédica-RJ, provenientes de
apreensdo ou resgate. Estas aves foram atendidas no Hospital Veterinario de Pequenos Animais
(HVPA) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), sendo submetidas a
avaliacdo clinica e colheita de sangue para a avaliacdo hematoldgica e realizacdo dos ensaios
moleculares. Cinco desses individuos além de sangue periférico foram submetidos a colheita
de medula dssea, devido ao quadro clinico e a solicitagdo do médico veterinario.

3.3 Exame Clinico das Aves

Os urubus foram capturados com auxilio de puca e contidos fisicamente com luva de
raspa de couro. Durante a avaliacdo clinica foi aferido temperatura, verificado qualidade das
penas, avaliacdo dos olhos, narinas, ouvidos, orofaringe, bico, averiguado presenca de
ectoparasitos e presenca de fraturas que inviabilizassem reintroducdo a natureza.

Os animais foram pesados e o escore corporal analisado segundo Grespan e Raso (2014),
utilizando como padrédo o sistema de pontuacdo, seguindo a escala de 1 a 5, tendo como
referéncia o tamanho dos musculos peitorais e a quilha (Figura 1). Todos os dados foram
registrados em fichas clinicas individuais.

Ao término do exame clinico, as 20 aves foram submetidas a colheita de sangue, via
veia ulnar. Todas as aves foram incluidas no estudo, independente de apresentarem ou néo
sinais clinicos. Cinco desses animais apresentaram sinais clinicos inespecificos (prostracéo e
anorexia), sendo submetidos a colheita de medula éssea para avaliagdo mais minuciosa.

12



Figura 1. Representacdo esquematica sobre avaliagdo da condigdo corporal atraves do sistema
de pontuacdo da musculatura peitoral com relacdo sua projecdo a quilha (escore 1 a 5). Fonte:
Grespan; Raso (2014).

3.4 Colheita de Sangue

O procedimento de colheita de sangue foi realizado no HVPA, sob contencéo fisica
como citado anteriormente. As penas das asas foram umedecidas e afastadas a partir da
antissepsia local com alcool 70%. O sangue foi colhido através de venopuncdo ulnar (Figura
2), visto que o acesso a jugular nestes individuos ndo foi possivel devido caracteristicas
anatdmicas, uma vez que 0 pescogo apresenta um espesso colar de penas, a fim de evitar a
passagem de liquidos provenientes da dieta as outras partes do corpo (Sick 1997; Fergusson-
Lee; Christie, 2001), dificultando o acesso da jugular.

Foram colhidos cerca de 0,5 mL de sangue, utilizando-se seringas de 3 mL e agulhas
hipodérmica descartaveis estéreis. O sangue foi acondicionado em microtubos de 0,5 mL
contendo o anticoagulante acido-etilenodiamino-tetra-acético (EDTA), mantidos refrigerado
em caixas isotérmicas até o0 momento do processamento.

Apos a colheita, foram confeccionados esfregacos sanguineos com resquicio de sangue
presente na seringa, sem a presenca de EDTA, a fim de garantir melhor preservacdo da
morfologia das células e evitar interferéncias do anticoagulante utilizado. As amostras foram
encaminhadas ao Laboratorio de Patologia Clinica da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (LABVET/UFRRJ), no mesmo dia da obtencéo e processadas em um prazo maximo de
duas horas ap06s a colheita.
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Figura 2. Colheita de sangue em regido da asa, veia ulnar em Urubu-preto (Coragyps atratus),
CETAS - Seropédica — RJ, 2023.

3.5 Colheita da medula

A medula foi colhida sob sedagdo com quetamina (20mg/kg) e midazolam (1mg/kg) e
bloqueio local da pele, tecido subcutédneo e peridésteo com lidocaina 1mg/kg (Figura 3)
(Carpenter; Harms, 2023), a fim de evitar minima dor no momento da introducéo da agulha e
aspiracao do material medular.

Posteriormente as penas da regido préximo a articulacdo femorotibiopatelar foram
retiradas e 0 acesso intradsseo foi realizado em regido epifisaria proximal da tibia (Figura 3),
mediante introducdo da agulha tipo Rosenthal rotacionando-a até que esta estivesse firmemente
fixada ao 0sso. Apos fixacdo, uma seringa de 10 ml contendo anticoagulante (EDTA 3%) foi
acoplada a agulha e, aspirado cerca de 1mL do conteudo medular (Figura 3).
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Figura 3. (a) Aplicacdo bloqueio local com lidocaina. (b) e (c) regido proximal a articulagdo
femorotibiopatelar, acesso intradsseo em regido epifisaria da tibia. (d) agulha tipo Rosenthal
fixada ao 0sso e aspira¢do do contetdo medular. Seropédica, 2023.

Apbs a colheita, parte do material foi depositado em placa de Petri (Figura 4) e, com
auxilio do capilar de microhematocrito foram colhidas as espiculas para confeccdo de pelo
menos trés esfregacos por método de squash (Figura 5). O esfregaco em squash é o ato de
comprimir uma pequena quantidade de tecido entre duas laminas, deslizando o material obtido,
delicadamente. Essa técnica € bastante utilizada para material de sistema nervoso central (como
liquor) e também em materiais de pequeno tamanho e dificeis de serem raspados, por exemplo,
em biopsias de pancreas e de mediastino (Moss et al., 1997; Correia et al., 2005). O restante do
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aspirado foi acondicionado em tubo contendo EDTA e congelado a -20°C para posterior analise
molecular.

Figura 4. Parte do aspirado medular de urubu (Coragyps atratus) depositado em placa de Petri
para colheita de espiculas e confeccdo do esfregaco. LABVET, Seropédica, 2023.

Figura 5. Confecgdo esfregaco por método de squash com aspirado de medula éssea de urubu
(Coragyps atratus) para pesquisa de hemoparasitos em medula 6ssea. LABVET, Seropédica,
2023.
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3.6 Hemograma

O volume globular foi obtido pela técnica de microhematdcrito e a hemoglobinometria
pelo método de Drabkin utilizando-se kit comercial (Labtest®). A hematimetria, a leucometria
global e a contagem de trombdcitos foram realizadas manualmente em cadmara hematimétrica,
onde foram efetuadas diluicbes com o Natt-Herrick na propor¢do 1:100. A contagem manual
foi realizada conforme Almosny e Monteiro (2007), utilizando o aumento de 400x. Os
trombacitos foram contados nas 25 subdivisdes do quadrante central e os eritrocitos apenas nas
cinco subdivisbes diagonais do mesmo reticulo (Figura 6). Em relacdo aos leucdcitos, sua
contagem foi realizada nas 16 subdivisdes dos quadrantes laterais. Os valores das contagens
destes parametros foram calculados com base na diluicdo, altura da camera e area contada,
resultando em um fator multiplicador: 250 para leucdcitos, 1000 para trombdcitos e 5000 para
eritrocitos.

Figura 6. Camara de Neubauer: reticulo de eritrocitos (quadrante central) contagem de
trombdcitos (toda area destacada em preto), parte destacada em vermelho relacionada a
contagem de eritrocitos; Quadrantes laterais, destacado em azul, regido de contagem de

leucocitos. LABVET, Seropédica, 2023.

A leucometria especifica foi realizada por microscopia de luz (microscopio Nikon
Eclipse E200 LED), a partir da diferenciacéo de 100 leucocitos. Para pesquisa de hemoparasitos
(Hepatozoon sp,) foram avaliados no minimo 100 campos (Bush et al., 1997). Cada lamina foi
corada por May-Grunwald-Giemsa e examinada em aumento de 1000x.

As proteinas plasmaticas totais (PPT) foram determinadas com o auxilio de refratbmetro
manual (Almosny; Monteiro, 2007).
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3.7 Extracdo de DNA

ApOs 0 processamento das amostras, o sangue e o aspirado medular restante foram
acondicionados em microtubos e mantidos a 20 graus negativos para posterior extracdo de DNA
e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

A extra¢do de DNA foi realizada em um fluxo especifico (Figura 7), a partir de 10 pL
de sangue com kit comercialmente disponivel (ReliaPrep Blood gDNA Miniprep System,
Promega®), seguindo as recomendacdes do fabricante. Todas as amostras de DNA total tiveram
suas concentracBes determinadas pelo espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific®), separadas em aliquotas e armazenadas a -80°C até a realizacdo dos ensaios
moleculares.

Figura 7. Extracdo de DNA de amostra de sangue total e medula 6ssea de urubu (Coragyps
atratus) em fluxo separado. LABVET, Seropédica, 2023.

3.8 PCR Convencional

ApOs as extracdes, todas as amostras foram submetidas a PCR. Anteriormente a
deteccdo dos agentes, todas as amostras foram submetidas a amplificagdo do gene enddgeno
Beta actina (ACTB) utilizando primers especificos (Tabela 1), a fim de verificar a presenca de
DNA do hospedeiro. Posteriormente realizou-se a amplificacdo do gene alvo 18S rRNA, para
deteccdo de Hepatozoon.
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3.8.1 Reacdo gene enddgeno Beta actina

A reacdo da PCR para o gene enddgeno foi efetuada utilizando os iniciadores (primers)
B-actin-aveF e B-actin-aveR (Wang; Morais, 1992) (Tabela 1), seguindo as seguintes
concentragdes de reagentes para um volume final de 25 pL: 5,0 pL de DNA, 0,4 mM de dNTP
(Invitrogen®), 0,5 uM de cada oligonucleotideo iniciador, 1,25U/ulL Xtra Platus Taq DNA
Polimerase (Sinapse®), 1X de Tampé&o da PCR que inclui 2mM de Cloreto de Magnésio e dgua
ultra pura esterilizada (UltraPureTM/Invitrogen®).

3.8.2 Reac0es de amplificacdo para Hepatozoon baseado no gene 18S rRNA

Um total de 25 amostras foram utilizadas para a detec¢do molecular de Hepatozoon sp.,
sendo 20 amostras extraidas do sangue total dos urubus e 5 amostras de DNA extraidas da
medula 6ssea.

A reagéo da PCR para o gene 18S rRNA foi efetuada utilizando os iniciadores (primers)
EF-M e Hepl615R (Tabela 1), seguindo as seguintes concentracfes de reagentes para um
volume final de 25 pyL: 2,0 uL de DNA, 0,4 mM de dNTP (Invitrogen®), 0,6 uM dos
oligonucleotideos iniciadores, 2,0 mM de MgCI2 (Platinum/Invitrogen®), 1,5 U de Tag DNA
polimerase (Platinum/Invitrogen®), tampdo PCR 1x (Platinum/Invitrogen®) e &gua ultra pura
esterilizada (UltraPureTM/Invitrogen®). A reacdo de PCR especifica foi realizada em
termociclador ProFlex PCR System (Applied Biosystems®), utilizando condicGes de
termociclagem previamente estabelecidos (Quillfeldt et al., 2018; Hrazdilova et al., 2021) para
obtenc&o de um produto final de 1600pb (Tabela 1).

Tabela 1. Descricdo dos oligonucleotideos iniciadores e condi¢bes de termociclagem para o
controle da extracdo de DNA (gene enddgeno) e deteccdo molecular de Hepatozoon sp.
baseadas na sequéncia 18S rRNA.

Condigdes de
Termociclagem
5 min & 95°C,35
ciclos a 95°C por

Agentes e Primers Sequéncias dos oligonucleotideos

Beta actina (ave)

B-actin-aveE 5’-TATCCGTAAGGATCTGTATG-3’ 30s, 54°C por 30s,
. 5’-ATCTCGTCTTGTTTTATGCG-3’ 72°C por 1min e,
B-actin-aveR o .

72° por 5min

4 min 4 95°C, 32

Hepatozoon sp ciclos a 92°C por
EF-M 5'AAAACTGCAAATGG CTCATT?3’ 45s, 55°C por

Hepl615R 5'AAAGGGCAGGGACGTAATC3 45s, 72°C por 45s e,

72° por 10 min

3.8.3 Controle das reacdes

Para evitar contaminacdes dos reagentes e enzimas, foram incluidos controles negativos
nas reacoes de amplificacdo e extracdo de DNA. No controle negativo da extracdo e da reacao
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de amplificacdo, as amostras de DNA foram substituidas por uma quantidade equivalente de
agua ultrapura esterilizada (Invitrogen®). Foram utilizadas ponteiras com filtro em todas as
fases da PCR. A extracdo de DNA e reacOes de PCR foram realizadas em salas separadas. Todo
0 preparo das reacOes e a pipetagem das amostras contendo DNA foram realizados em capela
de fluxo laminar distintas, previamente esterilizadas com luz ultravioleta antes de cada reagao.
Todas as reagGes de PCR contaram com controles positivos para Hepatozoon obtidos pelo
LABVET-UFRRJ em amostras sanguineas de caes provenientes de projetos anteriores.

3.8.4 Eletroforese de DNA em gel de agarose

A visualizacdo dos produtos da PCR foi realizada por eletroforese em gel de agarose
(Figura 8), 1,5% em tampdo TAE 1X (tampéo Tris-Acetato-EDTA), corados com Brometo de
etidio. A eletroforese para o Gene enddgeno foi efetuada a 75V por 45 minutos e a eletroforese
para reacdo de Hepatozoon sp. foi efetuada a 75V por 60 minutos, utilizando o padrdo de
tamanho molecular de 100pb DNA Ladder (Invitrogen®) em ambas reagdes. Os resultados
foram visualizados através de transiluminador de luz ultravioleta acoplado ao analisador de
imagem (L-pixtouch da Loccus Biotecnologia®).

Figura 8. Produtos da PCR adicionados em gel de agarose para realizagdo da eletroforese.
Laboratdrio de Sanidade Avicola (LASAVE), UFRRJ. Seropédica, 2023,

3.9 Analise Estatistica

Os dados obtidos no hemograma (eritrograma, leucograma e trombograma) foram
agrupados e analisados por estatistica descritiva, em termos de média e desvio padréo, erro
padrdo, valores minimos e maximos, separadas entre animais positivos e negativos. Foi
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realizado o teste ANOVA para dados paramétricos e teste T e Mann-Whitney para dados ndo
paramétricos a 5% de significancia (p<0,05). A analise estatistica descritiva foi realizada
utilizando o programa BioEstat 5.0 (Ayres et al, 2007).

4 RESULTADOS

4.1 Exame Clinico

No exame clinico, a maioria dos individuos positivos ndo apresentou alteracdes
relevantes. Apenas cinco (36%) manifestaram sinais clinicos inespecificos como prostracao e
anorexia (urubus 94, 97, 98, 99 e 100), sem outras alteracdes clinicas importantes.

Os valores médios de peso, temperatura e escore corporal entre individuos positivos e
negativos foram comparados. No entanto, ndo apresentaram diferencas a 5% de significancia
(p<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Anélise Estatistica Descritiva dos parametros clinicos (peso, temperatura e escore
corporal) de Urubus-preto (Coragyps atratus) negativos e positivos para Hepatozoon sp.
LABVET - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Parametros  Resultados N  Média F?;g:’/é% pgg:go Min. Max. C;ct)::t%)g&s
Negativo 6 1.8272 0.247 0.101 1.470 2.135

Peso (Kg) Positivo 14 1.711° 0165 0044 1435 1955 /23K
Temperatura  Negativo 6 41.3* 1.062 0.434 40 42.6
(°C) Positivo 14 40.62 1.095 0.293 38.6 42.3
Escore Negativo 6 3.28 0.41 0.17 2.5 3.5
corporal Positivo 14 3.08 0.37 0.10 2.5 3.5

&V/alores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, nao diferem significativamente através do
teste ANOVA ou Mann-Whitney a 5% de significancia (p<0,05). Kg: quilogramas; °C: graus
celsius; Min: minimo; Max: Maximo. *Carpenter; Harms, 2023.

4.2 Avaliacéo dos Esfregacos Sanguineos

Quatro aves (20%) (Tabela 3), apresentaram inclusdes no interior dos leucdcitos (Figura
9). Os gametdcitos intraleucocitarios enquadraram-se nas caracteristicas do género
Hepatozoon, alguns gamontes foram observados em células rompidas (Figura 10), sendo
impossivel diferenciar o tipo celular envolvido. Os gamontes apresentaram o formato alongado
com extremidades arredondadas, situados proximos aos lobos nucleares da célula hospedeira.
O citoplasma do parasito variava de eosinofilico a basofilico. Foi observado o deslocamento do
nucleo de alguns leucdcitos parasitados.
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Tabela 3. Presenca ou auséncia de inclusbes em esfregaco sanguineo, sugestivos de
Hepatozoon sp. em Urubus-preto (Coragyps atratus), CETAS, Seropédica/RJ.
Animais Hepatozoon sp.
(Coragyps atratus) (incluséo)

Urubu 94 -
Urubu 95 .

Urubu 96 -
Urubu 97 -
Urubu 98 -
Urubu 99 -
Urubu 100 -
Urubu 101 +
Urubu 102 -
Urubu 103 -

Urubu 104 -
Urubu 105 -
Urubu 106 +
Urubu 107 -
Urubu 108 -
Urubu 109

Urubu 110 +
Urubu 111 -
Urubu 112 -
Urubu 113 +

(-): Negativo; (+): Positivo.
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A ) \ - (C) 7. L ~ o)
Figura 9. Hepatozoon sp.(seta) em esfregaco sanguineo de Urubu espécie Coragyps atratus.
(a) Gamonte no citoplasma de um mondcito. (b) Deslocamento do nucleo de leucdcito pelo
gamonte. (c) Gamonte em citoplasma de linfécito. (d) Gamonte formato mais robusto no
interior de um leucdcito mononuclear. Coloracdo: Giemsa. Aumento 1000x. LABVET,
Seropédica, 2023.
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Figura 10. Esfregago sangumeo ) de Urubu espeC|e Coragyps atratus Gamonte de Hepatozoon
sp. (seta) observado em célula rompida, impossibilitando identificacdo do tipo celular.
Coloracdo: Giemsa. Aumento 1000x. LABVET, Seropédica, 2023.

4.3 Reagédo em Cadeia da Polimerase Convencional (cPCR)

Foi realizada reacdo de PCR com base no gene 18S rRNA para agentes do género
Hepatozoon das 20 aves amostradas no estudo, uma vez que todas as reacdes para 0 gene
endogeno foram positivas, incluindo cinco amostras da medula éssea (MO) (relacionadas aos
urubus 94, 97, 98, 99 e 100).

Onze urubus (55%) foram positivos para o género Hepatozoon (tabela 4) nas amostras
obtidas do sangue total. A respeito das cinco reagdes realizadas perante MO, 3 (60%) foram
positivas (urubu 94, 98 e 100), sendo estas 3 negativas em sangue total (tabela 4). Portanto, o
percentual de positividade em urubus-preto para o género Hepatozoon relacionado aos dois
tipos de amostras bioldgicas (sangue total e MO) foi de 70% (14/20).
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Tabela 4. Resultados positivos em reacdes de PCR com base no gene 18S rRNA para agentes
do género Hepatozoon obtidos de amostras de DNA extraidas de sangue total e medula em
Urubus-preto (Coragyps atratus). CETAS, Seropédica/RJ.

Animais Medula 6ssea
(Coragyps atratus) Sangue total (MO)

Urubu 94 - +

Urubu 95 + s/m
Urubu 96 + s/m
Urubu 97 + -

Urubu 98 - +

Urubu 99 - -

Urubu 100 - +

Urubu 101 + s/m
Urubu 102 + s/m
Urubu 103 - s/m
Urubu 104 + s/m
Urubu 105 - s/m
Urubu 106 + s/m
Urubu 107 - s/m
Urubu 108 + s/m
Urubu 109 + s/m
Urubu 110 + s/m
Urubu 111 - s/m
Urubu 112 - s/m
Urubu 113 + s/m

(-): Negativo; (+): Positivo; s/m: sem colheita de medula.

4.4 Analise Hematoldgica Urubus-preto (Coragyps atratus)

Os parametros hematolégicos foram determinados separadamente para individuos
negativos e positivos, no qual os animais positivos apresentaram valores médios de hematdcrito
ligeiramente menores do que 0s animais negativos, porém dentro do intervalo de referéncia
(Tabela 5).

Verificou-se diferenca significativa entre animais positivos e negativos apenas para 0S
valores de concentracdo de hemoglobina globular média (CHCM), visto que os animais
positivos apresentaram médias superiores aos negativos, porém, ainda dentro dos valores de
referéncia reportados para a espécie. Os demais parametros nao diferiram entre si a 5% de
significancia.

Os valores médios dos parametros hematoldgicos entre individuos positivos e negativos
ndo apresentarem alteragcdes discrepantes. No entanto, quando analisados individualmente
observou-se resultados importantes para o grupo de animais positivos (Tabela 6 e 7). Pelo
menos dois urubus apresentaram hematocrito abaixo do intervalo de referéncia para espécie
(n=2; 14%; urubu 98 e 102). Um apresentou eritrocitose (urubu 100). 5/14 (36%; urubus 95,
100, 102, 109, 110 e 113) manifestaram eosinofilia e 8/14 apresentaram hiperproteinemia.
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Tabela 5. Andlise Estatistica Descritiva dos parametros hematoldgicos de Urubus-preto
(Coragyps atratus) negativos e positivos para Hepatozoon sp. LABVET - Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro.

Parametros - Desv. Erro . . Coragyps
hematol6gicos Resultados N Media padrdo padréo Min. Max. atratus™
He (x10° Negativo 6 2.272 0.16 0.07 2 2.48 1.16—
cel/pL) Positivo 14 2.46% 0.53 0.14 1.8 3.74 2.48
1 a
Hb (g/dL) Negativo 6 9.91 0.98 0.40 8.38 10.84 85.125

Positivo 14  10.48° 1.13 0.30 8.88  12.81
Hematocrito Negativo 6 49.83? 3.92 1.60 43 55 42.3-
(%) Positivo 14  47.93% 5.24 1.40 37 58 54.5

Negativo 6  220.82° 23.77 9.70  187.77 248.87 203.2—

VEM (L) Positivo 14  202.23% 42.42 11.34 117.65 263.68  402.6
Negativo 6 19.90% 1.49 0.61 171 2121 17.4—
CHCM (g/dL) Positivo 14  21.99° 2.26 0.61 1842 2514 26.2

Leuc. Totais Negativo 6 10366.67* 2459.81 1004.21 6800 13000  5930-

(cel/pL) Positivo 14 13678.57* 4308.34 115145 6500 23000 27140
Heterofilos Negativo 6 6389.33* 1640.16 669.59 4148 8832 3400-
(uL) Positivo 14 8271.21* 2985.97 798.03 4875 14030 21580
Eosinofilos Negativo 6 2154.50° 1133.35 462.69 980 4030
(uL) Positivo 14 2953.64* 1942.05 519.04 715 7511 0-3070
Negativo 6 02 0 0 0 0

Basofilos (ML) pocitive 14 9.202 3474 929 0 130 0250

Negativo 6  1518.83* 418.28 170.76 1105 2048 190—
Positivo 14 1933.64* 1271.52 339.83 520 5278 5160
Negativo 6 3042 31285 127.72 85 910

Linfécitos (uL)

Monocitos (UL) — pogitivo 14 51079° 68425 18287 88 2760 O 4%
Trombocitos Negativo 6 27168*  5980.52 244154 20000 35000
estimados - -
(cel/pL) Positivo 14 25500* 8777.16 2345.79 40000 12000
PPT (g/dL) Negativo 6 4.47¢ 0.55 0.22 3.8 5.2 2448
(Refratbmetro)  Positivo 14  4.86° 0.99 0.26 3 6.4 e

®V/alores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente através do
teste ANOVA e Mann-Whitney a 5% de significancia (p<0,05). HE: hemécias; HB:
hemoglobina; VCM: volume globular médio; CHCM: concentracdo de hemoglobina globular
média; LEUC: leucdcitos; PPT: Proteina plasmatica total; N: nimero de Coragyps atratus;
Desv: desvio. *Barbara et al., 2017.
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Tabela 6. Parametros hematoldgicos e proteina plasmaética total de urubus-preto (Coragyps
atratus) (94 a 101) positivos para Hepatozoon sp. Seropédica 2023.

Parametros U4 U9 U9  U97 U8  UL00 Ulol  COragvps
atratus
(15"6;3” 189 22 22 201 213 265 244 116248
Hb (g/dL) 1122 114 1129 1281 804 1122 1114 85125
HT (%) 8 50 46 53 41 58 48 423545
VCM (fL) 253.93 22727 209.09 263.68 19249 218.87 19672 203.2-402.6

CHCM (g/dL) 23.38 228 2454 2417 2205 1934 2321 17.4-26.2

Le“C?:;f/O:LT)Ota'S 13000 23000 13800 6500 14500 8800 16000 5930-27140
Heter. (uL) 10010 14030 11040 4875 10585 5368 12000 3400-21580

Eosino (pL) 2340 3910 1104 715 2030 2728 1760 0-3070

Baso. (uL) 0 0 0 0 0 0 0 0-250
Linfo. (uL) 520 2300 690 650 1595 616 1760  190-5160
Mono. (bL) 130 2760 966 260 290 88 480 0-1490
Trom(tz'eﬁﬁr;‘ados 25000 20000 15000 19000 25000 20000 40000 -
PPT (g/dL) 4 6.2 52 4 3 5 6.4 2448

HE: hemacias; HB: hemoglobina; HT: hematocrito; VGM: volume globular médio; CHCM:
concentracdo de hemoglobina globular média; LINFO: linfocitos; MONO: mondcitos; HETER:
heterofilos; EOSO: eosindfilos; BASO: basofilos; PPT: Proteina plasmatica total; U: urubu.
*Barbara et al., 2017.

Tabela 7. Parametros hematol6gicos e proteina plasmatica total de urubus-preto (Coragyps
atratus) (102 a 113) positivos para Hepatozoon sp. Seropédica, 2023.

Parametros U102 U104 U106 U108 U109 U110 U113 i?::%ﬂs
HE (10%/uL) 13 304 227 18 374 279 294 116248
Hb (g/dL) 820 976 925 965 11.06 994 1011  85-125
HT (%) 37 53 50 47 44 46 50  42.3-545
VCM (fl) 160.87 174.34 22026 26111 117.65 164.87 170.07 2;)032.26—
CHCM (g/dL) 24 1842 185 2053 2514 2161 2022 17.4-262
Leucdcitos Totais 5930-
eelinL) 11500 12300 14500 9300 15000 20300 13000 .o
Heter. (L) 5520 7257 10295 4929 6600 7308 5980 31‘226
Eosino. (uL) 4600 2091 1015 1767 5100 7511 4680  0-3070
Baso. (lL) 0 0 0 0 0 0 130 0-250
Linfo. (uL) 1265 2460 2755 2232 3000 5278 1950  190-5160
Mono. (uL) 115 492 435 372 300 203 260 0-1490
Tm”&ﬁfgados 36000 12000 40000 20000 32000 27000 26000 ;
PPT (g/dL) 54 56 58 38 44 5 42 2448

HE: hemacias; HB: hemoglobina; HT: hematécrito; VGM: volume globular médio; CHCM:
concentracdo de hemoglobina globular média; LINFO: linfocitos; MONO: mondcitos; HETER:
heterdfilos; EOSO: eosindfilos; BASO: basofilos; PPT: Proteina plasmatica total; U: urubu.
*Barbara et al., 2017.
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5 DISCUSSAO

Até o presente momento, ndo foi observado descricdo de hematozoario do género
Hepatozoon acometendo Urubus-preto (Coragyps atratus) em outros estudos. No entanto,
Lucena (1941) descreveu Haemogregarina pintoi em urubus da espécie Cathartes aura e
Coragyps atratus. Apesar de tratar-se de um género diferente, sabe-se que historicamente
parasitos sanguineos de anfibios, répteis, aves e mamiferos também foram incluidos no género
Haemogregarina como resultado da semelhanca morfologica de gamontes dos diferentes
géneros do grupo (Mohammed; Mansour, 1959; Ball, 1967; Wozniak; Telford, 1991). Logo,
ndo ha como afirmar se os agentes descritos em 1941 pertenciam de fato ao género
Haemogregarina ou se nos dias atuais seriam alocados em outro género, visto que com o
advento da biologia molecular diversos parasitos foram renomeados e realocados
taxonomicamente.

As espécies de abutres em todo 0 mundo desempenham um papel fundamental nos
ecossistemas como necrofagos obrigatdrios e, varias populaces vem sofrendo declinios
preocupantes (lves et al., 2022). Portanto, desenvolver estudos que investiguem a saude desses
individuos é fundamental para os esforcos de conservagao.

Ives et al. (2022) realizaram uma revisdo sistematica, determinando as causas de
morbidade e mortalidade em espécies de abutres de vida livre em todo 0 mundo, onde apenas
33% (45/134) dos estudos abordaram casos relacionados a doencas infecciosas, sendo 6%
(3/45) dos estudos sobre protozoarios, explicitando as lacunas literarias relacionadas ao tema e
a importancia do presente estudo.

Apesar da hepatozoonose acometer hospedeiros aviarios, ainda é considerada uma
doenca parasitaria pouco conhecida (Ebani; Mancianti, 2022). Espécie de Hepatozoon
neophrontis originalmente conhecido como H. adiei foi descrita por Bennett et al. (1992b)
parasitando outras espécies de urubus, tratando-se de abutres do velho mundo (Torgos
tracheliotus e Gyps africanus no Zimbabue, Neophron percnopterus do Tajiquistdo). Apesar
da espécie de H. neophrontis ser considerada por Bennett et al. (1992b) como um parasito
disseminado entre os rapinantes, até 0 momento tal espécie nao foi descrita parasitando urubus
da Familia Cathartidae.

Um estudo realizado por Wahl (2013), no noroeste da Costa Rica, descreveu elevada
prevaléncia de Plasmodium e microfilarias em urubus-preto (Coragyps atratus), mesma espécie
de urubu amostrada no presente estudo. Entretanto, ndo detectou presenca de parasitos do
género Hepatozoon nos individuos. O mesmo foi observado por Webb et al. (2005) e Greiner
et al. (2011) em duas espécies de abutres do novo mundo, Urubus-de-cabeca-vermelha
(Cathartes aura) e urubus-preto (Coragyps atratus). Webb et al. (2005) descreveram presenca
de microfilarias em um urubu-preto adulto, coinfeccédo entre filarideos e Haemoproteus em um
Urubu-de-cabeca-vermelha (Cathartes aura) jovem e, microfilarias em um individuo adulto
também da espécie Cathartes aura. J& Greiner et al. (2011) relataram presenca de uma nova
espécie de Haemoproteus (Haemoproteus catharti n. sp.) em urubus-de-cabeca-vermelha
(Cathartes aura) na Carolina do Sul. No entanto, nenhum dos autores citados identificaram o
género Hepatozoon nestes hospedeiros.

Estudos responsaveis por retratarem prevaléncia de hematozoarios em aves, apontam os
géneros Plasmodium, Haemoproteus e Leucocytozoon como 0s mais frequentemente
encontrados parasitando esta classe (Peirce, 1989; Valkiunas, 2005; Atkinson et al., 2009;
Vanstreels; Parsons, 2014; Chakarov; Blanco, 2021). Por outro lado, o atual estudo apresentou
uma ocorréncia global de 70% de infecgdo por Hepatozoon sp. detectada através de métodos
moleculares em urubus-preto, de modo que tal discrepancia pode estar associada ao
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subdiagndstico, na falta de investigacdo e inclusdo de ensaios moleculares relacionados ao
género Hepatozoon em hospedeiros aviarios.

Outra explicacdo para o alto percentual detectado, pode estar relacionado as
caracteristicas alimentares dos abutres, uma vez que a transmissdao do Hepatozoon esteja
associada a ingestdo direta do vetor ciclico, ou indiretamente através da ingestao/predagéo de
um hospedeiro paraténico com cistos teciduais (Landau, 1973; Davies; Johnston, 2000; Sloboda
et al., 2007; Karadjian et al., 2015).

Outros resultados que cabem ser discutidos, envolvem os diagnosticos moleculares dos
diferentes métodos amostrais (sangue total e medula 6ssea), onde 11 (11/20; 55%) urubus
apresentaram positividade para Hepatozoon na PCR diante das amostras obtidas do sangue total
e, 3 dos cinco (3/5; 60%) animais que coletaram medula Gssea pareada ao sangue total
apresentaram positividade apenas na medula.

A positividade observada nas 3 amostras obtidas da medula dssea e negativas no sangue
total pode ser explicada pela baixa concentracdo do parasito no sangue, uma vez que também
ndo foram observados gamontes de Hepatozoon no esfregaco sanguineo, o que pode indicar
baixa parasitemia devido infec¢fes cronicas (Jarvi et al., 2002).

A positividade nas amostras obtidas da medula pode estar relacionada também a fase de
merogonia, uma vez que, Ebani e Mancianti (2022) descreveram que a merogonia do género
Hepatozoon ocorre em diferentes tecidos (figado, baco, medula dssea, ganglios linfaticos e
intestino), o que pode indicar que este estagio ocorra na medula 0ssea das aves.

Stabler encontrou numerosos parasitos extracelulares em preparacgdes de tecidos obtidos
da medula 6ssea em um passeriforme da espécie Hirundo pyrrhonota fortemente infectado com
Hepatozoon atticorae e, acreditou que estes poderiam se tratar de merozoitos desta espécie de
Hepatozoon (Bennett; Peirce, 1989). Um estudo realizado em raposas-vermelhas de Portugal
também detectou altos niveis de merontes na medula 6ssea de individuos infectados por
Hepatozoon (Cardoso et al., 2014), reforcando a ideia de que a merogonia deste agente ocorra
na medula 6ssea em certos hospedeiros vertebrados e, que este achado pode apontar a medula
como parte de uma etapa do ciclo de vida de determinadas espécies de Hepatozoon aviarios.

Esfregacos de sangue dos 20 urubus foram verificados e, detectadas inclusdes
intraleucocitarias sugestivas do género em 4 preparacdes (4/20; 20%). Merino et al. (2014)
observaram inclusdes em 31% dos esfregacos avaliados. No entanto, as espécies de Hepatozoon
envolvida parasitavam tipos celulares diferentes e, tratavam-se de aves marinhas, relacionadas
a familia Hydrobatidae (Oceanodroma leucorhoa e Oceanodroma melania).

Esse percentual ligeiramente mais elevado descrito por Merino et al, (2014) pode ser
explicado, pelo fato de que as espécies de Hepatozoon relatadas foram responsaveis por
infectarem apenas hemacias. No presente estudo, 0s gametocitos parasitaram os leucocitos
mononucleares, células estas, responsaveis pela defesa do organismo, por destruirem
microrganismos invasores, além de desempenharem importante papel imunolégico (Dieterien-
lievre, 1988; Almosny; Monteiro, 2007; Campbell, 2014). Logo, acredita-se que tais células
puderam atuar mais prontamente controlando e reduzindo a parasitemia.

Outra explicacdo plausivel pode estar relacionada as proprias caracteristicas do
hospedeiro. Sabe-se que 0s urubus sdo aves muito resistentes a microrganismo patogénicos
(Carvalho et al., 2003; Roggenbuck et al., 2014; Blumstein et al., 2017; Mendoza et al., 2018;
Plaza et al., 2020), o que também pode explicar a baixa parasitemia, devido a capacidade imune
e cronificagdo da doenca.

O maior percentual de individuos positivos no diagnéstico molecular quando
comparado a avaliagdo microscopica tambem foi observada por Jarvi et al. (2002) em
passeriformes infectados experimentalmente por Plasmodium relictum e Merino et al. (2014)
em pétreis infectados por uma nova espécie de Hepatozoon. Diversos estudos tém demonstrado,
que a PCR é mais sensivel em detec¢des de hemoparasitos no sangue de aves (Ricklefs; Fallon,
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2002; Waldenstrom et al., 2004; Ribeiro et al., 2005) e como citado anteriormente, pode estar
relacionado a infecgdes cronicas.

No exame clinico os animais ndo apresentaram sinais clinicos importantes e quando
comparado os valores médios dos parametros estabelecidos (peso, temperatura e escore
corporal) entre os individuos positivos e negativos, ndo foram observadas diferencas a 5% de
significancia (p<0,05). Segundo Bennett et al. (1992b) a maioria das infec¢cdes causadas pelo
género Hepatozoon sdo extremamente leves. No entanto, pouco se sabe sobre a viruléncia
destes parasitos em aves (Valkitnas et al., 2016).

Um surto de hepatozoonose fatal em aves da espécie Grus monacha mantidos sob
cuidados humanos foi relatado no Japdo (Shimizu et al. 1987), portanto espécies aviarias de
Hepatozoon podem causar doenca em determinadas populag@es susceptiveis.

Apesar dos individuos ndo apresentarem alteracdes clinicas relevantes, os parametros
hematologicos sofreram algumas alteraces, principalmente quando observados os resultados
dos animais positivos individualmente.

Dois urubus apresentaram anemia (14%; urubu 98 e 102), um apresentou eritrocitose
(7%; urubu 100), 5/14 (36%; urubus 95, 100, 102, 109, 110 e 113) apresentaram eosinofilia e
8/14 (57%) hiperproteinemia (urubus 95, 96, 100, 101, 102, 104, 106 e 110).

E importante ressaltar que os pardmetros hematoldgicos utilizados como referéncia no
trabalho, tratam-se de uma pesquisa executada em urubus da mesma espécie (Coragyps
atratus), porém amostrados em estados diferentes (areas urbanas de Sdo Paulo) (Barbara et al.,
2017). Sabe-se que tais valores podem apresentar ampla variacdo devido a influéncia de fatores
intrinsecos e extrinsecos e, em geral, estdo sujeitos a extensa variabilidade, resultante de
diferentes ambientes, regides, alimentacdo e praticas de manejo (Campbell, 2014). Logo, 0s
valores de referéncia para animais silvestres devem ser utilizados apenas como orientacdes.

Embora as alteracfes hematoldgicas observados nos urubus positivos possam estar
relacionadas a infec¢do por Hepatozoon, ndo ha como afirmar, uma vez que tal assunto, seja
insuficientemente estudado (Valkilinas et al., 2016) e outros patdgenos nao foram investigados.
Mesmo que o género Hepatozoon esteja amplamente distribuido entre todos os grupos de
tetrapodes, estudos sistematicos e moleculares sdo necessarios para alcangar o conhecimento
completo da hepatozoonose aviaria (Ebani; Mancianti, 2022).

Estudos sobre hepatozoonose em cédes, descreveram que as variacdes hematoldgicas
estdo intimamente relacionadas a parasitemia, resposta imunoldgica e a presenca ou ndo de
infecgdes coexistentes no hospedeiro (Mundim et al., 2008; Gomes et al., 2010; Chhabra et al.,
2013). Dados publicados por Baneth e Weigler (1997), Gavazza et al. (2003), Kaur et al. (2012)
e Chhabra et al. (2013), identificaram anemia como achado hematoldgico em cées com
hepatozoonose, assim como observado em dois urubus do presente estudo. Entretanto, por
tratarem-se de classes e de espécies de Hepatozoon diferentes, pode-se apenas sugerir tal
associagéo.

O aumento de proteina plasmatica total em 57% dos urubus positivos pode estar
relacionado a desidratacéo, assim como a eritrocitose observada no individuo 100, uma vez que
0 mesmo tenha apresentado contagem de hemacias, percentual de hematdcrito e proteina
plasmatica acima do intervalo de referéncia (Campbell, 2014).

Segundo Harris (2011) e Simoni (2013) hiperproteinemia pode ser visto em aves
desidratadas ou pelo aumento de globulinas, porém, ndo foram observadas alteracfes
morfoldgicas leucocitarias, ou mesmo, aumento da contagem total destas células que
indicassem processos inflamatdrios preexistentes. Logo, acredita-se que a causa da
hiperproteinemia observada nestes individuos esteja relacionada a desidratacao.

A desidratacdo causa hemoconcentracdo e aumento do volume globular (Campbell,
2014), o que pode mascarar 0 grau de anemia dos individuos avaliados. Portanto, os oito
individuos que apresentaram hiperproteinemia poderiam estar com o hematdcrito menor do que
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efetivamente verificado e mais individuos positivos poderiam ter apresentado anemia no
estudo.

A eosinofilia observada nos cinco individuos positivos pode estar associado a
hepatozoonose. No entanto, € dificil interpretar a causa de eosinofilia periférica em aves, pois
a funclo exata dos eosindfilos nesses animais ndo é bem conhecida, possuindo um papel
importante na hipersensibilidade tipo 1V, diferente em mamiferos (Campbell, 2014).

Estudos utilizando antigenos parasitarios em aves ndo conseguiram induzir um quadro
de eosinofilia periférica, apesar de ja ter sido registrado quadro de eosinofilia associado a
infestacdo gastrintestinal por nematodeos (Maxwell, 1980). Portanto, Campbell (2014) relata
que a eosinofilia periférica em aves pode estar fracamente relacionada a resposta ao parasitismo
interno ou externo ou & exposicdo a antigenos desconhecidos.

6 CONCLUSAO

Conclui-se que os urubus-preto (Coragyps atratus) provenientes do CETAS do Rio de
Janeiro apresentaram alta ocorréncia (70%) de infeccdo para hematozoarios do género
Hepatozoon.

Além disso, a utilizacdo de dois métodos diagnésticos (microscopico e molecular) e a
inclusdo de métodos amostrais distintos (sangue e medula 6ssea) foram responsaveis por
aumentar a eficacia de detecgdo de Hepatozoon sp. nos individuos estudados.

Alteracbes laboratoriais como anemia e eosinofilia foram manifestadas em alguns
urubus positivos para o género Hepatozoon. Embora sejam necessarios mais estudos referentes
as alteracGes hematologicas e ao diagndstico do hematozoario em questéo.

Ademais, os resultados oferecem oportunidades para pesquisas futuras, direcionadas as
consequéncias, prevaléncia e diversidade do género Hepatozoon em abutres do novo mundo.
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