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RESUMO

COSTA, Alexandre Carvalho. Infeccdo por filarideos em trinca-ferros (Saltator similis,
d’Orbigny & Lafresnaye, 1837) provenientes do trafico animal. 2023. 66f. Dissertacio
(Mestrado em Medicina Veterinaria, Ciéncias Clinicas). Instituto de Veterinaria. Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Dentre os passeriformes nativos, o trinca-ferro (Saltator similis) € a segunda espécie com maior
ocorréncia em apreensdes e a primeira quando se refere ao interesse entre criadores de passaros.
Os Passeriformes sdo acometidos por filarideos de distribuicdo mundial e apesar da maioria das
espécies ndo serem patogénicas para aves, podem causar reducdo de peso, ataxia e Obito.
Devido a liberacdo intermitente das microfilarias na circulacdo sanguinea, o diagndéstico pode
ser feito por meio de avalicdes seriadas do esfregaco sanguineo. Métodos moleculares, como a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), podem ser utilizados para detectar e identificar a espécie
de filarideo presente no hospedeiro definitivo, porém, ha poucos estudos que abordem a
caracterizagdo molecular e filogenia de filarideos aviarios, sendo as informagdes disponiveis
escassas e algumas vezes insuficientes para o diagnéstico conclusivo. O objetivo do presente
estudo foi pesquisar a presenca de microfilarias em trinca-ferros mantidos no Centro de
Triagem de Animais Silvestres (CETAS-RJ), atraves de esfregacos sanguineos, técnica de Woo
e PCR e correlacionar os achados com possiveis alteracbes hematolégicas e sinais clinicos
observados, a fim de auxiliar o diagndstico e tratamento, visando melhor qualidade de vida e
tornando-os aptos para uma possivel reintrodugdo na vida selvagem. Foram amostrados 81
trinca-ferros, de sexo e idade indeterminados, sem distin¢do do estado de salde. As aves foram
contidas fisicamente para pesagem, exame clinico e coleta de sangue para realizacdo do
hemograma, técnica de Woo e PCR. A partir do esfregaco sanguineo foram realizadas analises
morfologicas e morfométricas das microfilarias identificadas. Na reacdo de PCR foram
utilizadas sequéncias parciais dos genes mitocondrial citocromo ¢ oxidase | (cox1) e nuclear
28S rDNA (28S). Vinte e trés aves (18,6%) foram positivas para microfilarias no esfregaco
sanguineo, sendo 78,3% (n=18/23) classificadas em alta intensidade de infecgdo. Pela técnica
de Woo, 23,5% (n=19/81) das amostras foram positivas. Jd a PCR demonstrou 45,7% (n=37/81)
de positividade. O total de animais positivos em pelo menos uma técnica diagnostica foi de
53,0% (n=48/81). Os aspectos morfologicos das microfilarias foram semelhantes entre si, com
excecdo de um trinca-ferro que apresentou diferenca significativa na maioria dos parametros
analisados. A andlise hematoldgica demonstrou diferenca significativa nos valores médios de
hemaécias, sendo a média dos animais positivos inferior ao valor de referéncia utilizado como
parametro para a espécie. No aspecto clinico, ndo foram observadas alteracdes que pudessem
ser associadas especificamente a infec¢do por microfilarias. O verdo foi a estacdo do ano com
maior numero de animais positivos (92,9%; n=13/14), sugerindo que condi¢bes climéticas
podem interferir na periodicidade da infeccdo por microfilarias. A deteccdo a partir da
associacdo de métodos diagndsticos se mostrou eficaz, demonstrando alta frequéncia de
animais positivos para microfilarias. A PCR foi 0 método mais sensivel, porém, o esfregaco
sanguineo traz a vantagem da realizacéo de anélises morfoldgicas e morfométricas, assim como
a intensidade da infeccdo. A unido entre abordagens moleculares e morfolégicas merece mais
atencdo na pesquisa de espécies Filarioidea, particularmente por fornecer informacGes que
contribuam para auxiliar no diagnostico e tratamento destas aves e, assim, melhorar a qualidade
de vida e permitir a reintroducdo na vida selvagem.

Palavras-chave: Filariose. Hematologia. PCR.



ABSTRACT

COSTA, Alexandre Carvalho. Filarial infection in green-winged saltator (Saltator similis,
d’Orbigny & Lafresnaye, 1837) from animal trafficking. 2023. 66f. Dissertation (Masters
in Veterinary Medicine, Clinical Sciences). Veterinary Institute. Rural Federal University of
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Among the native passerines, the green-winged saltator (Saltator similis) is the second species
with the highest occurrence in apprehensions and the first when referring to interest among bird
breeders. Passeriformes are affected by worldwide distribution filarids and although most
species are not pathogenic for birds, they can cause weight loss, ataxia and death. Due to the
intermittent release of microfilariae into the bloodstream, the diagnosis can be made through
serial blood smear evaluations. Molecular methods, such as the polymerase chain reaction
(PCR), can be used to detect and identify the filarid species present in the definitive host,
however, there are few studies that address the molecular characterization and phylogeny of
avian filarids, and the information available scarce and sometimes insufficient for a conclusive
diagnosis. The aim of the present study was to investigate the presence of microfilariae in green-
winged saltator kept at the Centro de Triagem de Animais Silvestres (CETAS-RJ), through
blood smears, Woo technique and PCR and to correlate the findings with possible
hematological alterations and observed clinical signs. A total of 81 green-winged saltator were
sampled, of undetermined gender and age, regardless of health status. The birds were physically
restrained for weighing, clinical examination and blood collection for blood count, Woo
technique and PCR. From the blood smear, morphological and morphometric analyzes of the
identified microfilariae were performed. In the PCR reaction, partial sequences of the
mitochondrial cytochrome c oxidase | (cox1) and nuclear 28S rDNA (28S) genes were used.
Twenty-three birds (18,6%) were positive for microfilariae in the blood smear, with 78,3%
(n=18/23) classified as high intensity of infection. By Woo technique, 23,5% (n=19/81) of the
samples were positive. The PCR demonstrated 45,7% (n=37/81) of positivity. The total number
of positive animals in at least one diagnostic technique was 53,0% (n=48/81). The
morphological aspects of the microfilariae were similar to each other, with the exception of one
green-winged saltator that showed a significant difference in most of the analyzed parameters.
The hematological analysis showed a significant difference in the average values of red blood
cells, with the average of positive animals being lower than the reference value used as a
parameter for the species. In the clinical aspect, no alterations that could be specifically
associated with microfilarial infection were observed. Summer was the season with the highest
number of positive animals (92,9%; n=13), suggesting that climatic conditions may interfere
with the periodicity of microfilariae infection. The detection based on the association of
diagnostic methods proved to be effective, demonstrating a high frequency of positive animals
for microfilariae. PCR was the most sensitive method, however, the blood smear has the
advantage of performing morphological and morphometric analyses, as well as the intensity of
the infection. The union between molecular and morphological approaches deserves more
attention in the research of Filarioidea species, particularly for providing information that
contributes to assist in the diagnosis and treatment of these birds and, thus, improve the quality
of life and allow the reintroduction in the wild.

Key words: Filariasis. Hematology. PCR.
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1 INTRODUCAO

O trinca-ferro (Saltator similis), pertencente a ordem Passeriformes e familia
Thraupidae, dentre os passeriformes nativos, é a espécie com a segunda maior ocorréncia em
apreensdes e a primeira quando se refere ao interesse entre criadores de passaros. Os
Passeriformes sdo acometidos por filarideos de distribuicdo mundial da familia Onchocercidae,
que sdo helmintos nematddeos de formato filiforme capazes de parasitar tecidos e cavidades de
aves, mamiferos, répteis e anfibios. S&o transmitidos na fase larvar, denominada microfilaria,
através da picada de insetos e artropodes hematdfagos.

E possivel observar microfilarias no sangue periférico e pulméo, enquanto o filarideo
adulto pode ser encontrado na cavidade celomatica e em diversos tecidos. Apesar da maioria
das espécies de filarideos ndo serem patogénicas para as aves, ha relatos de infeccdo em
espécies de Passeriformes, Piciformes, Psittaciformes, Falconiformes, Galliformes e
Casuariiformes, onde foram observadas algumas alteracGes clinicas, dentre elas, caquexia,
ataxia e até obito.

O diagnostico pode ser realizado através da inspecdo seriada do esfregaco sanguineo
devido a liberacdo intermitente das microfilarias na circulacao sanguinea, onde séo visualizadas
extracelularmente, e também através da técnica de Woo, que consiste em promover uma
concentracdo dos parasitas. Estas técnicas, no entanto, apresentam baixa sensibilidade na fase
cronica da doenca. Assim, métodos moleculares, como a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), que apresentam maior sensibilidade e especificidade, podem ser utilizados para,
inclusive, identificar a espécie de filarideo presente. No entanto, hd poucos estudos que
abordem a caracterizacdo molecular e filogenia de filarideos aviarios adultos.

Em aves ha cerca de 160 espécies de filarideos descritos em 16 géneros, porém apenas
dez espécies da familia Onchocercidae possuem sequéncias de DNA disponiveis. Apesar da
diversidade de espécies que acometem aves, as informacdes acerca destes filarideos sdo
escassas €, devido a isto, é crucial a compreensdo das consequéncias patolégicas e clinicas que
envolvem as infec¢des por filarideos aviarios a fim de determinar o real impacto na populagédo
hospedeira. Diante destes fatos, objetivou-se, no presente estudo, investigar a presencga de
microfilarias na corrente sanguinea de trinca-ferro a partir das técnicas dos esfregacos
sanguineos, de Woo e PCR, e correlacionar os achados com possiveis altera¢cdes hematoldgicas
e sinais clinicos, visando auxiliar no diagnostico e tratamento destas aves, trazendo melhor
qualidade de vida e tornando-as aptas para uma possivel reintroducéo na vida selvagem.
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2 REVISAO DE LITERATURA

As aves sdo consideradas um dos grupos mais abundantes de vertebrados e possuem
grande importancia nos ecossistemas por serem consideradas bioindicadores, sendo essenciais
para a condicdo ambiental (CAMPANARO; NUNES, 2020). Além disso, sdo relevantes
quando se refere ao aspecto ecoldgico por promoverem dispersdo de sementes em praticamente
todo o territdrio terrestre, que se da devido a capacidade de se deslocarem e ocuparem diferentes
ambientes, contribuindo assim para a preservacdo de diversas espécies de plantas (PI1ZO;
GALETTI, 2010; CAMPANARO; NUNES, 2020).

De toda a biodiversidade existente no planeta, o Brasil é responséavel por 10%, estando
em terceiro lugar no que diz respeito a diversidade da avifauna, atras apenas da Colémbia e
Peru (SILVA et al., 2015; CAVALCANTI; NUNES, 2019). No Brasil ha a ocorréncia de 1971
espécies de aves, sendo distribuidas em 1742 aves residentes ou migrantes reprodutivas, 126
visitantes ndo reprodutivas e 103 vagantes (PACHECO et al., 2021), distribuidas por todos 0s
biomas, sendo a floresta Amazdnica, Mata Atlantica e Cerrado as principais areas de ocorréncia
(PIACENTINI et al., 2015; SILVA et al., 2015).

A ordem dos Passeriformes € a mais abundante e diversa das ordens de Aves (SICK,
1997), sendo responsavel por mais da metade das espécies que j& foram catalogadas no pais
(PIACENTINI et al., 2015). Os Passeriformes possuem caracteristicas que os diferem de outros
grupos, como a presenca de escamas corneas nos tarsos (CAMPANARO; NUNES, 2020), a
musculatura da mandibula e também a presenca de diversos pares de musculos localizados na
siringe, e esta Ultima caracteristica possibilita que estas aves emitam sons mais elaborados e
complexos do que os sons das aves ndo Passeriformes (SICK, 1997; REIS; SILVA, 2016).

2.1 Trinca-ferro (Saltator similis)

O trinca-ferro (Saltator similis) (D’ORBIGNY & LAFRESNAYE, 1837), conhecido
também como pixarro, pertence a ordem Passeriformes e familia Thraupidae (SANCHES,
GODOY, 2017). No Brasil, é possivel encontrar duas subespécies, Saltator similis similis e S.
similis ochraceiventris (SICK, 1997). E visto com maior frequéncia em pares, porém também
pode ser visto em bandos mistos (LAGOS et al., 2018; VASCONCELOS; ZIADE, 2020).

2.1.1 Distribuicéo geogréfica

No Brasil, esta distribuido da Bahia até o Rio Grande do Sul e regido central (SICK,
1997; SANCHES, GODOQY, 2017), onde é encontrado em bordas de mata, matas de galeria,
caatingas, capoeiras e areas antrépicas (LAGOS et al., 2018; VASCONCELOS; ZIADE, 2020).
Também pode ser encontrado na Bolivia, Uruguai, Paraguai e Argentina (SICK, 1997; BirdL.ife
International, 2022) (Figura 1).
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Figura 1: Distribuicdo geogréfica do trinca-ferro (Saltator similis). Fonte: BirdLife
International, 2022.

2.1.2 Caracteristicas

Na regido superciliar possui uma fina listra alongada branca, enquanto os loros e as
coberteiras das auriculares possuem coloragéo cinza-escuro (VASCONCELOQOS; ZIADE, 2020).
A regido do pescoco é de coloracdo branca (as vezes amarelada) (SICK,1997) com laterais
pretas (LAGOS et al., 2018). As regides das escapulas e cranial do dorso é cinza-chumbo lavado
de oliva na base enquanto o restante do dorso é verde-olivaceo (VASCONCELOS; ZIADE,
2020).

Ainda de acordo com Vasconcelos e Ziade (2020), a coloracdo das rémiges séo cinza-
enegrecidas com suas bordas brilhantes e tonalidade verde-oliva, e as retrizes e coberteiras
superiores da cauda sdo cinza-chumbo, enquanto suas partes inferiores possuem coloragédo
cinzenta e os flancos sdo pardos-acinzentados, sendo o crisso mais pardacento. O bico € cinza-
enegrecido de aparéncia robusta, as iris sdo castanho-escuras e 0s tarsos sdo acinzentados.

O jovem se assemelha ao adulto, porém o peito e abddmen apresentam estrias
enegrecidas (SICK,1997). Mede, quando adulto, de 18 a 23 cm, pesa de 38 a 49 gramas
(VASCONCELOQS; ZIADE, 2020) e possui canto forte e bem pronunciado (SICK, 1997). Nao
apresenta dimorfismo sexual (VASCONCELOS; ZIADE, 2020), porém ha uma diferenca entre
o0 canto do macho e o piado da fémea, sendo o0 macho, por este motivo, a preferéncia entre os
criadores (SICK, 1997).

2.1.3 Nutricao
O trinca-ferro € uma ave onivora (SANCHES, GODQY, 2017), tendo sua dieta baseada
em insetos, frutos, sementes e flores (onde bebe néctar), com preferéncia por forragear em

média altura até a copa das arvores e, algumas vezes, no solo (VASCONCELOQOS; ZIADE,
2020). A fémea costuma receber alimento ofertado pelo macho (LAGOS et al., 2018).
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2.1.4 Reprodugéo

No periodo reprodutivo, que ocorre de setembro a fevereiro, os machos abrem e fecham
as asas de forma ritmica como forma de corte, para atrair a fémea para a coOpula
(VASCONCELOQOS; ZIADE, 2020). Pde dois ovos, raramente trés, de coloracdo azul-
esverdeados maculados de marrom (LAGOS et al., 2018; VASCONCELOS; ZIADE, 2020) e,
ao nascer, 0s pais revezam na alimentacéao dos filhotes (SICK, 1997). O ninho € construido em
formato de tigela e utilizam pequenas raizes, folhas secas, gravetos e fibras vegetais
(VASCONCELOS; ZIADE, 2020).

2.1.5 Conservacao

Devido a rica biodiversidade encontrada no Brasil, 0 pais se tornou um dos principais
fornecedores de animais silvestres, sendo as aves o principal alvo dos traficantes e, devido a
isto, estima-se que no pais cerca de quatro bilhGes de aves sdo retiradas da natureza anualmente,
onde 70% dos espécimes sdo destinados para 0 comercio interno e 30% sdo destinados para
outros paises, principalmente da Europa, Asia e América do Norte (NASCIMENTO et al.,
2010).

De acordo com a Unido Internacional para a Conservagdo da Natureza (IUCN) (2018),
a categoria do trinca-ferro na lista vermelha de espécies ameacadas € pouco preocupante, porém
a tendéncia atual da populacéo é de diminuicdo. Apesar de ndo ser considerado ameacgado de
extincdo, a presenca da espécie se tornou rara em algumas regides devido a intensa captura
ilegal e tréfico por conta de seu canto ser considerado belo e forte. Tal caracteristica faz com
que a espécie seja cobicada como ave de gaiola (VASCONCELOS; ZIADE, 2020), o que torna
a espécie a segunda da lista na ocorréncia em apreensdes dentre os passeriformes nativos, e a
primeira quando se refere ao interesse entre criadores de passaros (SANCHES; GODOQY, 2017).
Essas atividades ilegais acarretam prejuizo para o ecossistema, a saude das aves, problemas
econdmicos e aumenta o risco da ocorréncia de zoonoses, sendo, portanto, um problema
ambiental, econdmico e de salde publica (CAVALCANTI; NUNES, 2019).

2.2 Filarideos

Os Passeriformes podem ser acometidos por filarideos que sdo helmintos nematddeos,
pertencentes a ordem Spirurida, altamente especializados, que sdo capazes de parasitar tecidos
e cavidades de aves, mamiferos, répteis, anfibios (DREYER; DREYER, 2001; BARTLETT,
2008) e também do homem (DREYER; DREYER, 2001; BAIN et al., 2011).

Os filarideos da familia Onchocercidae, que apresentam distribui¢cdo mundial, tém sido
descritos em diversas ordens de aves, incluindo a dos Passeriformes (BARTLETT, 2008). Das
suas oito subfamilias pertencentes a esta familia, quatro acometem aves, Dirofilariinae,
Onchocercinae, Splendidofilariinae e Lemdaninae, sendo as duas Ultimas de maior ocorréncia
em aves (ANDERSON, 2000).

A familia Onchocercidae é composta por 16 géneros e aproximadamente 160 espeécies,
sendo Pelecitus o género mais amplamente distribuido com relatos em 17 ordens de aves
(BARTLETT, 2008), dentre elas Psittaciformes (SPRATT, 2010; HUANG et al., 2017),
Falconiformes (MUNOZ-GARCIA et al., 2018), Passeriformes (LOPEZ et al., 2011) e
Piciformes (MADANI; DORRESTEIN, 2012). O género Chandlerella possui relatos em 13
ordens de aves, seguido de Paronchocerca, Splendidofilaria e Cardiofilaria com relatos em 11
ordens, sendo os demais géneros descritos Struthiofilaria, Pseudlemdana, Striatofilaria,
Aproctella, Andersonfilaria, Dessetfilaria, Lemdana, Aproctiana, Sarconema, Eulimdana e
Eufilaria (BARTLETT, 2008).
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2.2.1 Morfologia

Como descrito por Bartlett (2008), os filarideos possuem formato filiforme, cuticula
fina, coloracédo esbranquicada e medem, em média, de 1 a 5 cm de comprimento, sendo a fémea
geralmente maior que o macho. Como sua morfologia externa é simples, se torna um desafio
diferenciar as espécies devido a semelhanca. As papilas cefalicas sdo reduzidas enquanto outras
estruturas cefélicas (como, por exemplo, pseudolébios) sdo ausentes. Apesar da extremidade
caudal ndo ser ornamentada, 0s machos possuem papilas caudais e, em algumas especies, asas
caudais. Ao longo do corpo pode haver a presenca de estriais transversais cuticulares delicadas
ou marcadas. Algumas espécies podem ter asas laterais que ndo sdo proeminentes.

J& as microfilarias possuem a extremidade anterior arredondada, cauda conica,
arredondada, atenuada ou filamentosa e podem ser longas (até 500 um) e delgadas ou curtas
(menos de 100 um) e robustas (ANDERSON, 2000).

2.2.2 Prevaléncia

Conforme demonstram alguns estudos, geralmente, é observada baixa prevaléncia de
filarideos nas aves, como cita Cardells-Peris et al. (2020), onde observaram prevaléncia de 6,7%
(6/90) de filarideos adultos e 13,3% (12/90) de microfilarias em tordo-comum (Turdus
philomelos) de vida livre. No que se refere a aves mantidas sob cuidados humanos, Huang et
al. (2017) observaram a prevaléncia de 0,6% (1/166) de filarideos adultos e 3,0% (5/166) de
microfilarias em psitacideos, sendo os positivos apenas papagaio-ecletus (Eclectus roratus).

Larrat, Dallaire e Lair (2012) descreveram apenas a presenca de microfilarias em coruja-
boreal (Aegolius funereus) de vida livre, apresentando a prevaléncia de 1,26% (6/21). Ja
Greiman et al. (2022) observaram prevaléncia de 9,5% (67/708) em Galliformes de vida livre
utilizando a PCR em tempo real. Porém, Atawal, Mgbeahuruike e Hammers (2019), detectaram
alta prevaléncia (57%; 52/91) de microfilarias em teceldo-malhado (Ploceus cucullatus) de vida
livre, sendo 19,7% (18/33) machos e 37,3% (34/58) fémeas.

2.2.3 Ciclo biolégico

Sdo transmitidos na fase larvar, chamada de microfilaria (BARTLETT, 2008), através
da picada do hospedeiro intermediario invertebrado que sdo os insetos hemat6fagos
(SANCHES; GODOQY, 2017), como os das ordens Diptera (Simuliidae, Culicidae,
Cerapotogonidae) e Phthiraptera (GREINER et al., 1975; BARTLETT, 2008), e outros
artrépodes hemato6fagos, como pulgas, carrapatos e acaros (ANDERSON, 2000). No caso dos
mosquitos, apenas a fémea pica o hospedeiro definitivo, pois através da picada é possivel extrair
hemoglobina e ferro que sdo necessarios para formar uma camada de quitina ao redor de seus
ovos (DREYER; DREYER, 2001).

Os machos e fémeas adultos dos filarideos se acasalam no hospedeiro definitivo, que
sdo as aves, e entdo a fémea produz as microfilarias que entram na corrente sanguinea ou pele
deste hospedeiro (BARTLETT, 2008). As microfilarias geralmente sdo encontradas distante do
seu local de origem da fémea gravida no hospedeiro definitivo (ANDERSON, 2000).

O hospedeiro intermediario ingere o sangue da ave infectada e entdo se da inicio ao
desenvolvimento das larvas L1 até larvas L3, que é o estagio infeccioso, estas migram para a
cabeca e pecas bucais do hospedeiro intermediario e, durante o repasto sanguineo, as L3 migram
de forma répida até a pele do hospedeiro definitivo devido as condi¢des de umidade adequadas,
e penetram rapidamente no ferimento ali causado (BARTLETT, 2008) até alcancarem a
corrente sanguinea do hospedeiro definitivo (ANDERSON, 2000).
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Em seguida ocorre a migracdo dessas microfilarias do sangue periférico até o sistema
cardiovascular, pulmonar ou linfatico, onde vao se desenvolver até larvas L5 ou a fase adulta,
acasalar e, entdo, as fémeas liberam novas microfilérias na corrente sanguinea, as quais serao
ingeridas pelo vetor através da hematofagia, iniciando um novo ciclo (BARTLETT, 2008). E
possivel observar microfilarias no sangue periférico e pulm&o, enquanto o adulto pode ser
encontrado na cavidade celomaética e em diversos tecidos (SANCHES; GODQY:; 2017). Pode
ser encontrada mais de uma espécie de filarideo, do mesmo género ou ndo, em um mesmo
hospedeiro definitivo, sendo mais comum nos géneros Chandlerella e Splendidofilaria
(BARTLETT, 2008).

As filarias de algumas espécies possuem um curto periodo de vida, desaparecendo assim
que as microfilarias sdo liberadas pelas fémeas gravidicas, enquanto as microfilarias possuem
um periodo de vida mais duradouro (SPRATT, 2010), estando, entdo, relacionadas a aves
adultas devido ao seu longo periodo pré-patente (GREINER et al., 1975). Devido a isto, se torna
um desafio determinar a presenca da filaria adulta no hospedeiro definitivo (BINKIENE et al.,
2021), fazendo com que provavelmente as infec¢des sejam muito mais comuns do que relatado
na literatura (BARTLETT, 2008).

O periodo pré-patente das microfilarias de Chandlerella striatospicula,
Eufilaria longicaudata, Cardiofilaria nilesi, Splendidofilaria picacardina,
Splendidofilaria fallisensis, Splendidofilaria californiensis séo, respectivamente, 37 a 53, 34 a
76, 21 a 36, 42 a 73, 30 a 36 dias e, aproximadamente, 3 meses (BARTLETT, 2008).

2.2.4 Patogenia

Em aves, a maioria das espécies de filarideos adultos ndo € patogénica (BARTLETT,
2008). As filarias adultas podem se localizar em tecido subcutaneo, articulagdes, tecido
conjuntivo (BARTLETT; ANDERSON, 1987; PIZARRO et al., 1993), coracdo, artéria
pulmonar, pulmdo (BARTLETT; ANDERSON, 1981; ECHOLS; CRAIG; SPEER, 2000),
cavidade celomatica (CARDELLS-PERIS et al., 2020), es6fago, traqueia (BARTLETT, 1992)
e ducto biliar (SIMPSON; MACKENZIE; HARRIS, 1996), enquanto as microfilarias podem
ser encontradas em tecido subcuténeo, articulagdes (MADANI; DORRESTEIN, 2012), tecido
conjuntivo (PIZARRO et al., 1993), derme (BARTLETT; ANDERSON, 1987), e no limen dos
vasos sanguineos do pulmdo, cérebro, coracdo, rins e figado (LARRAT; DALLAIRE; LAIR,
2012; HUANG et al, 2017).

Quando o filarideo adulto € patogénico, é possivel observar algumas alteracdes clinicas
e laboratoriais associadas a algumas espécies de filarias devido a invasdo dos adultos em alguns
orgdos importantes (HUANG et al, 2017), como relatado em Passeriformes (SIMPSON;
MACKENZIE; HARRIS, 1996), Piciformes (MADANI; DORRESTEIN, 2012),
Psittaciformes (SPRATT, 2010), Falconiformes (MUNOZ-GARCIA, et al., 2018), Galliformes
(SEKIGUCHI et al., 2018) e Casuariiformes (LAW; TULLY; STEWART, 1993). Os sinais
clinicos observados sdo depressdo, anorexia, ataxia, decubito lateral, caquexia, dificuldade
respiratdria, tenossinovite, nddulos subcutaneos, reducgdo de peso, desidratacdo, edema e morte,
enquanto as alteracdes laboratoriais possiveis de serem observadas séo leucocitose, aumento
das enzimas hepaticas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), e
hipoglicemia (LAW; TULLY; STEWART, 1993; MADANI; DORRESTEIN, 2012; MUNOZ-
GARCIA et al., 2018; SEKIGUCHI et al., 2018).

Pizarro et al. (1993) descreveram a presenca de congestdo localizada e lesdes
hemorragicas no tecido subcutaneo na regido do pescogo de um pombo domeéstico (Columba
livia) infectado por Pelecitus clavus, enquanto Allen et al. (1985) relataram em um maracané-
de-colar (Ara auricollis) infectado por Pelecitus sp., claudicagdo associada a edema em pé
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direito e numerosos nodulos subcutaneos escuros e macios em todos os dedos do pé direito,
porém indolor, de temperatura normal e sem comprometimento 0sseo.

J& no relato de Sekiguchi et al. (2018), uma galinha apresentou depressdo leve,
respiracdo ofegante e dificuldade de locomocéo. A ave foi eutanasiada e durante a necropsia 0s
pulmdes apresentaram coloragéo difusamente vermelha escura, enquanto na histopatologia foi
observado colapso focal a difuso dos capilares aéreos dos pulmdes devido a congestdo e
hipercelularidade, com presenca de numerosos heterdfilos e células mononucleares
acompanhados por diversas microfilarias. A quantidade de microfilarias observadas foi maior
nos capilares do que nas veias e artérias pulmonares. Também foi observado leve edema
perivascular no intersticio pulmonar e pleuropneumonia granulomatosa heterofilica. Nos
capilares sanguineos do figado e rins também foram encontradas microfilarias, porém sem dano
tecidual. Miosite também foi observada no musculo da coxa, com a presenca de lesdes focais
de degeneracdo, necrose e regeneracdo de midcitos. Entretanto, ndo foi confirmado que as
microfilarias causaram as lesdes histoldgicas pulmonares, pois devido a pleuropneumonia e
miosite, ndo foram descartados outros diagndsticos diferenciais como, por exemplo, infec¢do
bacteriana e miopatia nutricional.

Sanchez-Godoy et al. (2020) descreveram lesdes macro e microscopicas devido a
inflamacédo crénica, fibrose e metaplasia condrdide da artéria adrtica, além da presenca de
filarideos adultos nas artérias aorta e braquiocefalicas em tucano-de-peito-amarelo
(Ramphastos sulfuratus) e tucano-esmeralda (Aulacorhynchus prasimus), que provavelmente
levou a redugdo do lumen, causando obstrucdo do fluxo sanguineo e hipertensdo arterial,
hipertrofia do ventriculo esquerdo do coracédo, congestdo e edema pulmonar, causando a morte.
Esses animais apresentaram depresséo, penas erigadas, dificuldade de empoleirar, convulséo e
morte subita.

Entretanto, a ave comprometida pode apresentar infeccdo subclinica (BARTLETT,
2008), assim como descrito por Simpson, Mackenzie e Harris (1996) em dois exemplares de
pega-azul-de-bico-vermelho (Urocissa erythroryncha). Neste estudo, a fémea apresentou-se
apatica, seguido de rapida melhora. Apés duas semanas o macho foi encontrado morto e no dia
seguinte a fémea também veio a Obito, sem demonstrar alteracdes clinicas. Nos pulmdes,
durante a necropsia, evidenciou-se congestdo, edema e infiltracdo dos capilares aéreos por
grande quantidade de granulécitos, caracteristico de pneumonia aguda, sendo consistente a
resposta da presenca de microfilarias e filarideos adultos. No figado da fémea ainda foi
observado uma acentuada infiltracdo linfoide perivascular associada as microfilarias presentes
e também vasculite nos ductos biliares associada aos filarideos adultos. Enquanto no macho a
alteracdo observada no figado foi consistente ao efeito anoxico, provavelmente secundario a
insuficiéncia cardiaca direita devido a gravidade da lesdo pulmonar.

Merkel et al. (2007) afirmam que a infec¢do ndo causa impacto na condicdo corporal
das aves, porém em um estudo realizado por Larrat, Dallaire e Lair (2012), corujas-boreais
(Aegolius funereus) apresentaram peso corporal de leve a moderadamente baixo, enquanto para
Madani e Dorrestein (2012) a presenca de caquexia e hipoglicemia em um tucano-de-bico-preto
(Ramphastos vitellinus) se deu devido a diminui¢cdo da mobilidade e anorexia decorrentes da
tendinite e celulite causadas por microfilarias do género Pelecitus.

Gregory, Keymer e Harvey (1991) encontraram uma correlagéo positiva entre a infec¢ao
por nematddeos e 0 peso corporal de alete-de-cauda-branca (Alethe diademata), sugerindo que
aves maiores e mais pesadas sdo mais propensas de serem parasitadas. Sehgal, Jones e Smith
(2005), obtiveram resultados semelhantes, em que aves infectadas possuiam maior peso
corporal, sugerindo como causa processos patoldgicos relacionados aos filarideos adultos,
como derrame peritoneal, hepatomegalia ou aumento de outras visceras, ou algum outro fator,
como, por exemplo, idade e disponibilidade de alimentos.
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Bartlett (2008) menciona que microfilarias quando localizadas no limen dos vasos
sanguineos ndo sao patogénicas, sendo os raros casos relatados de presenca de sinais clinicos
limitados a localizagdo externa ao limen dos vasos sanguineos. Porém, Bartlett e Anderson
(1981) citam a presenca de inflamacéo cronica nas paredes das artérias pulmonares de corvos-
americanos (Corvus brachyrhynchos) causada pela infeccdo de microfilarias de
Splendidofilaria caperata e Larrat, Dallaire e Lair (2012) demonstraram a presenca de
agregados fibrindides sugestivos de estase vascular no limen dos vasos sanguineos e alta
quantidade de microfilarias obstruindo grandes vasos dos pulmdes nos casos mais graves em
corujas-boreais (Aegolius funereus), causando também prejuizo na dinamica circulatoria
normal e trocas gasosas devido a alta carga parasitaria em infeccdo por microfilarias do género
Chandlerella.

Segundo Bartlett (2008), poucos filarideos adultos provocam alguma doenca evidente
em uma ave viva ou dano tecidual grosseiro que seja perceptivel na necropsia, pois quando é
patogénico em uma ou mais espécies de aves, pode ndo ser patogénico em outras espécies,
assim como quando €é patogénico em uma ave individual, pode ndo ser patogénico em outras
aves que sejam da mesma espécie.

A associacdo entre parasitas e fatores estressantes, como condi¢des climaticas
desfavoraveis e escassez de alimentos, pode aumentar a mortalidade das aves (HOWE, 1992;
WORK; METEYER; COLE, 2004). Larrat, Dallaire e Lair (2012) demonstraram que durante
o0 inverno abrupto com baixa oferta de alimentos, pode acarretar no comprometimento do
sistema imunolégico devido ao mau estado nutricional e como consequéncia a intensificacdo
da infeccdo parasitaria.

A prevaléncia e intensidade das infec¢des parasitarias podem sofrer influéncia em uma
determinada populacéo de aves devido a variacdes na abundancia de hospedeiros intermediarios
e definitivos (LARRAT; DALLAIRE; LAIR, 2012). As condicdes climaticas podem causar
maior abundancia de hospedeiros intermediarios por conta das populacdes de artrépodes
sofrerem influéncia das variacGes de temperatura e umidade, podendo ocasionar infeccdes mais
graves (LAAKSONEN et al., 2010), assim como demonstra Calado e Navarro-Silva (2002) no
estudo com Aedes albopictus (Diptera, Culicidae) que comprova a influéncia da temperatura e
umidade sobre a longevidade, fecundidade e atividade hematofagica desta espécie, e também
Law, Tully e Stewart (1993) demonstraram aumento consideravel na populacdo de vetores do
género Culicoides resultante de primavera e verao excepcionalmente imidos.

2.2.5 Periodicidade do filarideo

E comum que haja uma baixa deteccdo de microfilarias devido a influéncia da
periodicidade do parasita, pois devido ao ciclo circadiano, algumas espécies s6 possuem sua
densidade aumentada no sangue periférico durante a noite, sendo o horério de pico entre 23:00h
e 01:00h (DREYER et al., 1996; RIBEIRO; CURY; MELO, 2020), assim como demonstram
Law, Tully e Stewart (1993) em um estudo com emus (Dromaius novaehollandiae) onde néo
observaram microfilarias de Chandlerella quiscali devido a periodicidade noturna do filarideo,
com o pico de microfilaremia ocorrendo a meia-noite. No caso dos Passeriformes, a maioria
das espécies desta ordem possui habitos diurnos (SEBAIO et al., 2012; BRUM et al., 2016;
RIBEIRO; CURY; MELO, 2020).

Até o momento, ndo estd completamente esclarecido o motivo que determina a
periodicidade das microfilarias, mas especula-se que 0 motivo seja para o parasito se adequar
aos habitos de hematofagia do vetor, ou seja, se 0 vetor possui habitos diurnos ou noturnos,
garantindo, entdo, a perpetuacgéo da espécie (DREYER; DREYER, 2001).

Apesar desta limitacdo, a presenca de microfilérias ja foi descrita em mais de 300
espeécies de aves de diversas ordens em todo 0 mundo e, por sobreviverem mais tempo que 0s
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adultos, a sua deteccdo no sangue é mais facil do que a dos adultos nos tecidos (BARTLETT,
2008; BINKIENE et al., 2021). Logo, geralmente é necessaria a necropsia para que seja possivel
encontrar o parasito adulto (HUANG et al., 2017).

2.2.6 Diagnostico

O diagndstico pode ser realizado atraveés da visualizagdo das microfilarias
extracelularmente em esfregaco sanguineo, porém, como elas apresentam liberacédo
intermitente na circulacdo sanguinea, a inspecdo deve ser feita em esfregagos sanguineos
seriados (SANCHES; GODOQY; 2017). De acordo com Hass et al. (2011), a intensidade da
infecgdo pode ser classificada em trés categorias: baixa (1 a 10 microfilarias por [amina), média
(11 a 20 microfilarias por 1amina) e alta (acima de 20 microfilarias por lamina).

A técnica de Woo também pode ser utilizada como método diagnostico (CHAGAS et
al., 2020), onde o tubo capilar é selado em uma das extremidades e centrifugado em uma
centrifuga de microhematocrito em velocidade de 10.000 rotagdes por minuto (rpm) durante 5
minutos. Em seguida o tubo capilar é colocado sob Iamina de vidro e a regido do plasma logo
acima da capa leucocitaria é visualizada em microscopia 6ptica em aumento de 100x, aumento
este que é capaz de visualizar estagios moveis de parasitas relativamente grandes, como a
microfilaria. Consiste em uma técnica de concentracdo parasitaria, utilizada no geral, para
aumentar a sensibilidade da técnica de esfregaco sanguineo.

A técnica de centrifugacdo do tubo capilar permite a realizagdo de uma montagem de
lamina Umida, que pode ser realizada logo apds a técnica de Woo, onde o tubo capilar é
quebrado entre as hemacias e a capa leucocitéria para que ndo haja perda do plasma, que é a
regido onde se encontra o concentrado de microfilarias, e sdo colocadas em uma lamina de vidro
seguida de laminula para a preparacdo de uma montagem de lamina imida (BARTLETT, 2008;
CHAGAS et al., 2020).

A capa leucocitaria extraida de um tubo capilar visualizada em microscopia também
parece ser eficaz, devido ao baixo volume de sangue necessério e a possibilidade de observar
as microfilarias (LARRAT; DALLAIRE; LAIR, 2012).

Echols, Craig e Speer (2000) utilizaram o teste imunoenzimatico 4DX (Idexx®), no qual
detecta-se 0 antigeno de fémeas adultas de Dirofilaria immitis, em dois tuiuit-africano
(Ephippiorhynchus senegalensis) com presenca de filarideos Paronchocerca ciconarum
localizados no ventriculo direito, artéria pulmonar e pulméo, mostrando este ter eficacia em
filarideos cardiovasculares. Porém, ndo é possivel comprovar a sensibilidade e especificidade
devido ao teste ndo ter sido avaliado e validado em aves.

E possivel que a identificacdo das microfilarias seja feita por caracteristicas
morfoldgicas e morfométricas de suas estruturas através do esfregaco sanguineo, porém apenas
este método se torna insuficiente devido a semelhanca na morfologia das microfilarias
(MCKEAND, 1998; HASS et al., 2011; BINKIENE et al., 2021), sendo possivel identificar
apenas a nivel de género, assim como em estudo realizado por Ribeiro, Cury e Melo (2020)
onde identificaram Eufilaria spp. a partir deste método. Portanto, este método de diagnostico
deve ser utilizado com cautela e em conjunto com outros méetodos diagnosticos (BARTLETT,
2008). Devido a isto, metodos moleculares como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
podem ser utilizados para aumentar a sensibilidade e especificidade dos métodos de diagnostico
parasitologicos tradicionais, permitindo, inclusive identificar a espécie de filarideo presente.
Tal o fato, que recentemente, Binkiene et al. (2021) realizaram a descricdo morfoldgica e
molecular de trés espécies de microfilarias da familia Onchocercidae.

Na PCR ¢ possivel detectar o DNA do parasito no sangue da ave hospedeira, entretanto,
este método ainda ndo foi suficientemente desenvolvido para filarideos aviarios, havendo
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poucos estudos abordando a caracterizagdo molecular e filogenia de filarideos aviarios adultos
(BINKIENE et al., 2021).

Em aves ha cerca de 160 espécies de filarideos descritos em 16 géneros (BARTLETT,
2008), porém atualmente apenas dez especies da familia Onchocercidae possuem sequéncias
de DNA disponiveis no GenBank para analise filogenética sendo: Chandlerella quiscali (von
Linstow, 1904), Splendidofilaria mavis (Leiper, 1909), Splendidofilaria bartletti (Binkiene,
2021), Eulimdana clava (Wedl, 1856), Cardiofilaria pavlovskyi (Storm, 1937), Aproctella
alessandroi (Bain, Petit, Kosek, Chabaud, 1981), Eufilaria acrocephalusi (Binkiene, 2021),
Eufilaria sylviae (Binkiene, 2021), Pelecitus fulicaeatrae (Diesing, 1861) (BINKIENE et al.,
2021) e Pelecitus copsychi (Uni, Mat Udin & Martin, 2022) (UNI et al., 2022).

O diagndstico também pode ser realizado atraves do exame macroscopico (necropsia) e
microscopico (histopatologia), onde os parasitos podem ser observados em diversos tecidos
(LARRAT; DALLAIRE; LAIR, 2012; HUANG et al, 2017). Porém, durante a necropsia se
torna dificil a identificacdo de espécies. Mas estudos prévios com relatos na familia hospedeira
e a localizacdo dos parasitas adultos podem auxiliar no diagnostico, assim como a determinacao
da espécie de microfilaria, caso esteja presente (BARTLETT, 2008).

2.2.7 Tratamento

Apesar do tratamento raramente ser indicado, pode-se fazer uso de levamisol
(SANCHES; GODOQY, 2017). Echols, Craig e Speer (2000), em um tuiuit-africano
(Ephippiorhynchus senegalensis), demonstraram que a dose de 12 mg/kg, por via oral a cada
24 horas durante 10 dias, € eficaz para microfilarias, com resultado negativo em teste de knott
modificado nas semanas 2, 4, 6 e 16 ap0s o tratamento, porém néo foi possivel comprovar a
eficacia em filarideos adultos.

Ivermectina foi utilizada como método profilatico por Law, Tully e Stewart (1993) em
emus (Dromaius novaehollandiae) na dose de 200 pg/kg, por via subcutanea no dorso do
pescoco, em aves a partir de 12 semanas de idade até atingirem a maturidade sexual com 24
meses, em doses administradas a cada 3 a 4 semanas. Desde o inicio deste protocolo, realizado
em mais de 400 aves, ndo foram observados novos casos clinicos de filariose durante a estacdo
reprodutiva dos anos 1991 a 1992.

A ivermectina também foi utilizada em macarana-de-colar (Ara auricollis) por Allen et
al. (1983), em dose unica de 0,05 mg (200 pg/kg), por via oral, 30 minutos ap6s a administracdo
de dexametasona em dose Unica de 0,25 mg/kg, via intramuscular, porém, ap6s 14 dias de
tratamento, a ave ainda apresentou nddulos subcutaneos em todos os dedos do pé direito e, apds
um aspirado com agulha de um dos nddulos, observou-se a presenca de microfilarias mortas. O
tratamento foi interrompido e foi realizado procedimento cirtrgico onde foi realizada a retirada
de 35 filarideos adultos. As lesdes foram lavadas com iodopovidona e realizada uma dose de
0,05 mg de ivermectina por via oral. Duas semanas apds o procedimento cirdrgico, a ave
apresentava melhora na aparéncia e funcdo do pé direito.

Os medicamentos que matam os filarideos adultos in situ podem causar consequéncias
mais graves do que a infeccédo original, devido as respostas inflamatorias causadas e lesdes que
possam afetar a funcéo fisioldgica normal como consequéncia a morte dos filarideos, sendo,
talvez, o ndo tratamento a forma mais eficaz devido ao fato de que nem doenga e nem patologia
foram relatadas na grande maioria das 160 espécies de filarideos aviarios conhecidos
(BARTLETT, 2008).

Os filarideos em aves possuem uma diversidade de espécies, e embora existam diversos
estudos sobre filarideos aviarios, o foco da maioria visa aves economicamente importantes ou
mantidas como pet (BARTLETT, 2008), havendo portanto uma escassez nas informacoes
quando se refere a aves de vida livre (BINKIENE et al., 2021), principalmente no que diz
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respeito a imunidade aviaria no contexto de infec¢des por filarideos (BARTLETT, 2008). Por
este motivo se torna crucial compreender as consequéncias patologicas e clinicas das infeccoes
parasitarias em animais selvagens para que seja possivel determinar seu impacto na populacdo
hospedeira (MUNOZ-GARCIA et al., 2018).
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3 MATERIAL E METODOS

O projeto foi autorizado pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade (ICMBio), através do sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade (SISBio), sob nimero 47069-4.

3.1 Animais

Foram amostrados 81 trinca-ferros (Saltator similis) do Centro de Triagem de Animais
Silvestres (CETAS) (22°72°35” S; 43°70°98” W), localizado no municipio de Seropédica — RJ,
oriundos de apreensdo do trafico ou criacdo ilegal entre os anos de 2021 e 2022, em meses
aleatodrios, entre 9h e 12h. As aves eram mantidas sob cuidados humanos no CETAS, em recinto
coletivo com apenas exemplares da mesma espécie e identificadas por nimeros em ordem
crescente para controle do estudo. Foram incluidas aves de sexo e idade indeterminados, sem
distingdo do estado de saude.

3.2 Exame Clinico

No dia anterior ao exame clinico e coleta de sangue, as aves foram capturadas com
auxilio de puca e acondicionadas em gaiolas de madeira individuais com agua e alimento a
vontade.

Inicialmente, as aves foram contidas apenas fisicamente, sem a necessidade de
contencdo quimica, e entdo foi realizada a pesagem seguida do exame clinico de acordo com
Sanches e Godoy (2017), onde foram observados: cavidades oral e cloacal (presenca de
secrecOes, descamacoes, lesdes e/ou alteracdes de coloragcdo de mucosa), olhos, narinas e
ouvidos, estado nutricional (escore corporal), temperatura, grau de hidratacdo, empenamento
(desgaste, muda, coloragdo, linhas de estresse), tecido cutdneo (lesdes, ectoparasitas),
integridade do sistema esquelético, e outras alteracGes aparentes. Os dados foram
documentados em fichas clinicas (ANEXO A).

3.3 Coleta de Sangue

Apo6s o0 exame clinico, as penas que recobrem a regido lateral direita do pescoco foram
umedecidas com alcool 70% para que fossem afastadas, facilitando a visualizacéo, e também
para a realizacdo de antissepsia local.

A coleta foi efetuada por meio de puncdo da veia jugular direita por possuir maior
calibre e sua localizac&o ser mais ventral quando comparada & veia jugular esquerda (CLARK,
BOARDMAN, RAIDAL, 2009) utilizando-se seringas de 1,0 mL e agulhas hipodérmicas
(calibre 26G) estéreis e descartaveis.

Foi obtido um volume de sangue de aproximadamente 0,3 mL, o que se refere a um
volume inferior a 10% do volume total de sangue circulante ou 1% do peso corporal médio do
trinca-ferro, ndo sendo prejudicial para as aves (CLARK; BOARDMAN; RAIDAL, 2009;
THRALL et al., 2015).

O sangue foi acondicionado em microtubos do tipo eppendorf, contendo o
anticoagulante heparina sddica para a realizacdo de hemograma e técnica de Woo e, em
microtubos do tipo eppendorf contendo o anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), os quais foram armazenados a -20°C até as analises de biologia molecular.

Para evitar que alteragdes hematoldgicas fossem confundidas com artefatos causados
pelo anticoagulante heparina sodica e para garantir a preservacao da morfologia celular, no
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momento da coleta, uma gota de sangue diretamente da seringa foi utilizada para a confec¢éo
de esfregacos em superficie de laminas de microscopia e secas ao ar (ALMOSNY,
MONTEIRO, 2007; ALMOSNY, 2017).

Imediatamente apds a coleta, foi realizada fluidoterapia por via subcutanea, a fim de
restaurar o volume sanguineo circulante, normalizar o débito cardiaco e também otimizar a
oxigenacdo dos tecidos, além de manter a hidratacdo normal das aves (SANCHES; GODQY,
2017).

3.4 Analise Hematoldgica

Amostra de sangue que se apresentou coagulada ou intensamente hemolisada (3+) foi
excluida do estudo.

O hematocrito (ou volume globular) foi realizado através da técnica do
microhematdcrito, utilizando-se tubo capilar em centrifuga especifica a velocidade de 12.000
rpm por 5 minutos conforme Schmidt (2017). Apds, foi realizada a técnica de Woo para
pesquisa de microfilarias, colocando-se o tubo capilar em Iamina de vidro e visualizando a
regido acima da capa leucocitaria em microscopia optica (Eclipse E200/Nikon®) em aumento
de 100x (CHAGAS et al., 2020).

A hemoglobinometria foi mensurada através do método de cianometemoglobina
utilizando-se o reagente de Drabkin no analisador bioquimico semiautomatico Bio-
200/Bioplus® de acordo com as recomendacOes do fabricante. Os indices volume globular
médio (VGM) e concentracdo de hemoglobina globular média (CHGM) foram determinados
através das formulas de Wintrobe (SCHMIDT, 2017).

A contagem total de hemacias, leucdcitos e trombdcitos foi realizada manualmente com
0 auxilio da camara de Neubauer, realizando dilui¢des com o corante e diluente Natt-Herrick
(Imbralab®) na proporgéo de 1:100, sendo os trés tipos celulares contados em uma Gnica fase
(ALMOSNY; MONTEIRO, 2007; ALMOSNY, 2017), utilizando o microscépio Optico
(Eclipse E200/Nikon®) em aumento de 400x. As hemécias foram contadas em 5 quadrantes na
diagonal e os trombdcitos nos 25 quadrantes do reticulo central. Os leucécitos foram contados
nos 16 quadrantes dos 4 reticulos laterais, e o total foi multiplicado pelos fatores de dilui¢do
5000, 1000 e 250, respectivamente.

Os esfregacos sanguineos foram corados com corante Rosenfeld e a avaliacdo foi
realizada em microscopia Optica (Eclipse E200/Nikon®) iniciando em aumento de 100x, onde
foi feita uma varredura das laminas para pesquisa e quantificacdo de microfilarias, conforme
preconizado por Hass et al. (2011). Em seguida, foi obtida a contagem diferencial de leucécitos
a partir da contagem de 100 células e realizada a avaliacdo da morfologia celular e pesquisa de
hemoparasitas em aumento de 1000x, com auxilio de 6leo de imerséo.

As proteinas plasmaéticas totais (PPT) foram mensuradas em refratbmetro manual
(THRALL et al., 2015).

3.5 Analises Morfométricas e Morfoldgicas

A partir dos esfregagos sanguineos positivos foram obtidas imagens digitais das
microfilarias para caracterizagdes morfologicas e morfométricas com o auxilio do microscépio
Olympus BX51 e software CellSens Standard. As mensuracdes das microfilérias (obtidas em
micrometros (pm)) e os parametros morfomeétricos foram efetuadas conforme descrito por Hass
et al. (2011), Ribeiro, Cury e Melo (2020), Binkiene et al. (2021) e Chagas, Binkiene e
Valkitinas (2021), sendo: Comprimento total do corpo (CTC), largura méxima do corpo (LMC),
largura do espaco cefélico (LEC), comprimento do espaco cefélico (CEC), comprimento da
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cauda (CC), largura da cauda (LC), distancia da extremidade anterior até o anel nervoso (AN)
e poro excretor (PE) e distancia da extremidade posterior até o poro anal (PA).

Os par@metros morfolégicos foram realizados de acordo com Hass et al. (2011): Forma
da extremidade anterior, cauda e bainha.

3.6 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
3.6.1 Extracdo de DNA

Uma aliquota de 10 uL de sangue total dos trinca-ferros foi submetida ao processo de
extracdo de DNA total utilizando o Kit Relia Prep™ Blood gDNA Miniprep System
(Promega®) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Para monitoramento de DNA
contaminante durante o processo de extragdo de DNA total foi utilizado como controle negativo
agua ultrapura esterilizada (UltraPure™/Invitrogen®) em cada bateria de amostras processadas.
Todas as amostras de DNA total tiveram suas concentragbes determinadas pelo
espectrofotdmetro  NanoDrop 2000 (Thermo Scientific®), separadas em aliquotas e
armazenadas a -20°C até a realizacdo dos ensaios moleculares.

3.6.2 Reac6es de amplificacéo

Apos as extracdes de DNA, as amostras foram submetidas a PCR para pesquisa do
material genético das microfilarias. A PCR foi baseada nas sequéncias parciais dos genes
mitocondrial citocromo c oxidase | (cox1) e nuclear 28S rDNA (28S), com amplificacdo de
fragmentos de aproximadamente 650 pb e 750 pb, respectivamente (BINKIENE et al., 2021).
A reacdo de amplificacdo de ambos genes foi realizada no termociclador (ProFlex™ 96-well
PCR System/ThermoFisher®) com as seguintes especificacdes: volume final de 25 pL,
contendo uma mistura de 2,0 pL de DNA, 0,4 mM de cada desoxinucleotideo (Invitrogen®),
0,5 uM de cada oligonucleotideo iniciador (Integrated DNA Technologies®), 4,0 mM de MgCl.
(Platinum/Invitrogen®), 1 U de Taq DNA polimerase (Platinum/Invitrogen®), tamp&o PCR 1x
(Platinum/Invitrogen®) e 4gua ultra pura esterilizada (UltraPure™/Invitrogen®). Os
oligonucleotideos iniciadores e as condicdes de termociclagem de cada reacao estdo descritos
na Tabela 1.
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Tabela 1: Descricdo dos oligonucleotideos iniciadores utilizados e das condicbes de
termociclagem para as reacdes de PCR, utilizadas para deteccdo molecular de microfilarias
baseadas nos genes cox1 e 28S.

Gene Sequéncia do Oligonucleotideo Referéncia
COlintF: 5-TGATTGGTGGTTTTGGTAA-3’ Adaptado de:
Cox1 COlintR: 5-ATAAGTACGAGTATCAATATC-3’ MERKEL et al., 2007;

BINKIENE et al., 2021
- 95°C por 2 minutos
- 8 ciclos: 95°C por 30 segundos, 51°C por 45 segundos (reduzido em 1°C a cada 2 ciclos),
Condicgbes de 72°C por 45 segundos
termociclagem: - 30 ciclos: 95°C por 30 segundos, 45°C por 45 segundos, 72°C por 45 segundos
- 72°C por 7 minutos

- Nematoide 1: 5-GCGGAGGAAAAGAAACTAA-3' gga%fﬁ_de: JONES
Nematoide 2: 5'-ATCCGTGTTTCAAGACGGG-3 SMITH, 2005:
BINKIENE et al., 2021
- 95°C por 3 minutos
- 40 ciclos: 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por 45 segundos
- 72°C por 7 minutos

Condicbes de
termociclagem:

3.6.3 Controles positivos e negativos dos ensaios moleculares

Foi utilizado como controle positivo sangue de um trinca-ferro sabidamente positivo em
esfregaco sanguineo. Agua ultrapura livre de DNAse e RNAse (UltraPure ™/Invitrogen®) foi
utilizada como controle negativo das reagdes.

3.6.4 Eletroforese de DNA em gel de agarose

Apos a amplificagdo, as amostras foram submetidas a eletroforese horizontal em gel de
agarose a 1% (BINKIENE et al., 2021), a 75 volts, durante 45 minutos e coradas com brometo
de etidio (Sigma-Aldrich®). Para a determinagdo dos produtos amplificados foi utilizado um
marcador de peso molecular de acordo com o tamanho do produto esperado (100 pb DNA
Ladder / Life Technologies®). Os resultados foram visualizados e analisados através do
transiluminador de luz ultravioleta acoplado ao analisador de imagem (L-pixtouch da Loccus /
Biotecnologia®), no qual as bandas observadas nas amostras foram comparadas ao peso
molecular para confirmacdo da amplificacdo do fragmento esperado.

3.7 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do teste de normalidade de Lilliefors,
utilizando os parametros hematologicos e peso corporal. Os dados que apresentaram
distribuicdo normal (acima de < 0,05), foram analisados atraveés da analise de variancia
(ANOVA) em nivel de 5% de significancia. Porém, quando n&o houve distribui¢do normal dos
dados, estes foram analisados a partir do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney em nivel de
5% de significancia. Para a compara¢do morfométrica entre as microfilarias, foi utilizado o teste
de Tukey em 5% de significancia.

Para comparacao dos resultados de microscopia entre o esfregaco sanguineo e a PCR,
alterac6es hematoldgicas e sinais clinicos dos animais positivos e negativos foi utilizado o teste
Qui-Quadrado ou Exato de Fisher em 5% de significancia. O programa BioEstat 5.3 foi
utilizado para realizacdo de todas as andlises estatisticas.
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4 RESULTADOS

4.1 Esfregacos Sanguineos

Dentre os 81 trinca-ferros amostrados no presente estudo, 23 (28,4%) apresentaram
microfilarias no esfregaco sanguineo (Figuras 2 e 3). A partir da varredura de toda a lamina e
quantificacédo, foi possivel observar uma variacdo de 2 a 605 microfilarias por lamina, sendo
classificadas 78,3% (18/23) em alta intensidade, 8,7% (2/23) em média intensidade e 13,0%
(3/23) em baixa intensidade. N&o foi observado outro hemoparasita em nenhuma das aves
amostradas no presente estudo. A relagdo dos trinca-ferros positivos no esfregaco sanguineo, a
quantificacdo das microfilarias e a intensidade da infeccdo estdo dispostas na Tabela 2:

Py o _F>BY

[

Figura 2: Microfilarias no esfregaco sanguineo de trinca-ferro, coloragdo de Rosenfeld,
aumento de 1000x.
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Figura 3: Microfilarias no esfregaco sanguineo de trinca-ferro (setas), coloragdo de Rosenfeld,
aumento de 100x.

Tabela 2: Trinca-ferros (S. similis) mantidos sob cuidados humanos no Centro de Triagem de
Animais Silvestres (CETAS), Seropédica, positivos no esfregaco sanguineo (n=23),
quantificacdo de microfilarias e intensidade da infeccdo por lamina. (continua)

Animal N° de Micr_ofilérias Intensidade
/lamina (Hass et al., 2011)
6 605 Alta
9 197 Alta
17 53 Alta
18 63 Alta
25 266 Alta
27 2 Baixa
29 56 Alta
30 38 Alta
32 76 Alta
39 228 Alta
49 43 Alta
54 79 Alta
55 70 Alta
56 26 Alta
58 70 Alta
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Tabela 2: Continuacéo.

62
64
83
84
89
93
96
103

11
46
30
260
15
64

Baixa
Média
Alta
Alta
Alta
Média
Alta
Baixa

4.2 Técnica de Woo

Pela técnica de Woo evidenciou-se 23,5% (19/81) de amostras positivas, sendo todas

positivas também no esfregaco sanguineo.

4.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Dentre os 81 trinca-ferros amostrados no estudo, 45,7% (n=37) apresentaram resultado
positivo na PCR (Figura 4). A frequéncia de positividade observada somente na PCR foi de
30,9% (25/81), sendo superior a observada apenas em esfregaco sanguineo (13,6%; 11/81). E
14,8% (12/81) das aves demonstraram positividade tanto na PCR quanto no esfregaco

sanguineo. O total de aves positivas em pelo menos um dos métodos foi de 53,0% (48/81).

PM TF6 TF9 TF25 TF26

=8 »

C+

-~

TF6 TF9 TF25 TF26

Figura 4: Fotografia de eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio.
PM: peso molecular em escala de 100 pares de bases (Invitrogen®). C+: controle positivo. C-:
controle negativo. TF: trinca-ferros testados, sendo TF 6, TF 9 e TF 25 positivos em ambos 0s

genes, 28S e COI, e TF 26 negativo.
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4.4 Analises Morfométricas e Morfoldgicas

A partir de fotos obtidas dos esfregagos sanguineos, foi possivel realizar a analise
descritiva da morfometria (Tabela 3) e morfologia (Figuras 5 e 6) das microfilarias. Observou-
se diferenca significativa na média do comprimento total do corpo e comprimento do espago
cefélico das microfilarias encontradas no trinca-ferro nimero 96 quando comparado com 0s
demais. J& nas médias da distancia da extremidade anterior até o anel nervoso e poro anal,
notou-se diferenca significativa entre as microfilarias do trinca-ferro 96 com as amostras
ndmeros 17, 25 e 89. No comprimento da cauda houve diferenca significativa entre as
microfilarias do trinca-ferro 96 com os nimeros 25 e 89. Na distancia da extremidade anterior
até o poro excretor evidenciou-se diferenca significativa entre as microfilarias do trinca-ferro
96 com os trinca-ferros 6 e 17. E largura da cauda houve diferenca significativa apenas entre as
microfilarias do trinca-ferro 96 e a amostra 6. A largura maxima do corpo e largura do espaco
cefalico ndo diferiram entre si a 5% de significancia. Vale ressaltar que as microfilarias
encontradas no trinca-ferro 96 foram as Unicas que possuiram diferencas significativas com as
demais microfilarias, e possuem medidas menores em quase todos 0s aspectos, com excecdo da
largura méxima do corpo que ndo difere dos demais e a largura da cauda que é maior do que as
demais microfilarias.

Tabela 3: Valores médios dos pardmetros morfométricos de microfilarias encontradas nos
esfregacos sanguineos de trinca-ferros (S. similis) (n=5). (continua)

Valores Limite

Parametros Morfométricos Animal Média — —
Minimo Maximo
6 147,802 144,87 151,47
. 17 135,032 126,78 154,21
Comprlmenté)u'rl;]c;tal do Corpo o5 140,042 129,23 153,59
89 135,282 123,68 149,82
96 62,32° 50,35 67,65
6 3,612 3,22 4,12
17 3,652 3,45 3,98
Largura Maxima do Corpo (um) 25 3,357 3,16 3,61
89 3,562 3,38 3,77
96 3,462 3,27 3,82
6 2,632 2,25 2,83
17 2,692 2,46 2,91
Largura do Espaco Cefélico (um) 25 2,542 2,26 2,86
89 2,742 2,40 3,32
96 2,282 2,04 2,50
6 3,242 2,04 4,01
. - 17 3,672 3,16 4,66
Comprimento ?ﬁnl]z)spago Cefélico o5 2 807 265 3,09
89 3,172 2,37 3,54
96 1,51° 0,98 1,82
6 14,48? 12,11 16,58
17 15,342 14,63 17,12
Comprimento da Cauda (um) 25 18,4720 16,01 21,53
89 17,12%¢ 15,14 19,27
96 11,763/ 9,44 12,81
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Tabela 3: Continuacéo.

6 1,57% 1,29 1,98

17 2,402 1,78 2,95

Largura da Cauda (pm) 25 1,962 1,44 2,25

89 1,992 1,89 2,13

96 2,572 2,12 3,37

6 30,202 24,58 35,41

Anel Nervoso 17 33,48 30,23 38,05

(um) 25 32,852 30,79 34,68

o 89 33,55 26,67 38,23

Distancia da 96  2262bhacad 178D 25,40
Extremidade b ’ ’

Anterior até 6 50,62 47 67 55,65

Poro Excretor 17 51,282 44,38 65,03

(um) 25 44,902 41,45 49,78

H 89 46,682 39,33 50,95

96 37,4030/ 30,83 41,40

6 20,232 12,01 26,63

Distancia da Poro Anal 17 27,8020 25,30 33,99

Extremidade (um) 25 23,95 20,76 27,30

Posterior até H 89 23,18 21,08 25,28

96 12,372blaclad 9,91 13,52

®Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente através
do teste de Tukey a 5% de significancia (p<0,05). 2 2 2 \/alores seguidos de duas letras
distintas, na mesma coluna, diferem significativamente entre si através do teste de Tukey a 5%
de significancia (p<0,05).

Os aspectos morfologicos das microfilarias foram semelhantes, com excecdo do trinca-
ferro 96 (Figura 10), que se apresentaram curtas, robustas, sem bainhas e, geralmente estendidas
ou encurvadas. A extremidade anterior (EA) € arredondada com espaco cefalico (EC) curto e
palido. A largura méaxima foi observada ora acima do anel nervoso, ora acima do poro excretor.
A localizacdo do anel nervoso (AN) foi indicada a partir de uma abertura lateral curta e palida,
proxima a extremidade anterior, assim como o poro excretor (PE), porém identificado como
uma abertura maior e de facil visualizacdo na regido medial do corpo. Ja o poro anal (PA) foi
semelhante ao poro excretor, porém localizado préximo a extremidade posterior (EP), e logo
apos ao PA é o local onde foi delimitada a base da cauda (BC) por ser a regido onde ha o inicio
do afunilamento do corpo, terminando com a cauda conica e afilada. Todo o corpo apresentou-
se homogéneo tanto em coloracédo quanto em formato.
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Figura 5: Aspectos morfoldgicos das microfilarias observadas no trinca-ferro (S. similis)
numero 96. EA: extremidade anterior; EC: espaco cefélico; AN: anel nervoso; PE: poro
excretor; PA: poro anal; BC: base da cauda; EP: extremidade posterior.

J& nos demais trinca-ferros os aspectos morfologicos das microfilarias (Figura 11) foram
semelhantes. Apresentaram-se alongadas, sem bainhas, na maioria das vezes onduladas e
poucas vezes estendidas, encurvadas ou enoveladas. A EA ¢ arredondada com EC curto, porém
de maior tamanho quando comparado as microfilarias do trinca-ferro 96. A largura maxima foi
observada ora acima do poro excretor, ora abaixo. A localizagdo do AN foi indicada a partir de
um breve rompimento no sistema celular das microfilarias proximal a extremidade anterior,
nem sempre de fécil identificacdo, porém visivel em todos os espécimes. O PE foi identificado
como uma abertura lateral curta e palida, na regido medial do corpo, de facil observacao. Ja o
PA foi semelhante ao PE, porém localizado préximo a EP e mais afastado da BC quando
comparado 0s espécimes observados no trinca-ferro 96. A BC foi delimitada a partir da regido
onde ha o inicio do afunilamento do corpo, terminando com a cauda pontiaguda. Todo o corpo
apresentou-se homogéneo tanto em colorac¢éo quanto em formato.
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Figura 6: Aspectos morfoldgicos das microfilarias encontradas nos trinca-ferros (S. similis) 6,
17, 25 e 89. EA: extremidade anterior; EC: espaco cefélico; AN: anel nervoso; PE: poro
excretor; PA: poro anal; BC: base da cauda; EP: extremidade posterior.

4.5 Anélise Hematoldgica

Dos 48 trinca-ferros positivos para microfilarias, foram realizadas as analises
hematoldgicas de 39 individuos, assim como dos 33 trinca-ferros negativos, foram realizadas
as analises hematoldgicas de 25 individuos.

Os parametros médios do hemograma completo, incluindo eritrograma, leucograma,
trombograma e proteina plasmatica total dos trinca-ferros positivos para microfilaria em pelo
menos uma das técnicas estd apresentada na Tabela 4. Houve diferenga significativa na média
de hemécias, em que o0s animais positivos apresentaram média inferior & dos negativos, estando
abaixo da referéncia hematoldgica para a espécie. Os demais parametros ndo diferiram entre si
a 5% de significancia.
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Tabela 4: Valores médios dos pardmetros relacionados ao eritrograma, leucograma,
trombograma e proteina plasmatica total de trinca-ferros (S. similis) positivos para microfilaria
em pelo menos um método diagndstico (esfregaco sanguineo, técnica de Woo e PCR).

Parametros  Resultado N Média DP EP ,V_alores I'm,m? VanrAes Qe*
Minimo  Maximo Referéncia
Hemaécias Positivo 39 3,102 1,00 0,16 1,11 6,22 341553
(x108/mm3) Negativo 25 3,67° 1,03 0,21 2,44 6,49 ' '
Hemoglobina  Positivo 29 16,40° 2,42 0,45 10,30 20,40 15.3
(g/dL) Negativo 24 16,60? 2,66 0,54 11,80 22,20 ‘
Hematécrito Positivo 39  43,15® 8,38 1,34 25,00 60,00 379_624
(%) Negativo 25 46,16° 6,14 1,23 37,00 59,00 ' ‘
Positivo 39 151,22° 52,36 8,38 79,50 351,40
VGM (iL) Negativo 25 13168° 2784 557 8290 18510 081992
Positivo 29 36,32 5,69 1,06 29,20 57,90
CHGM(9/dL)  Negativo 24 3619° 381 078 3100 4680 348
Leucécitos Positivo 39 12330,8% 8540,77 1367,62 2300 32300 3092 — 18628
(/uL) Negativo 25 10244,0* 5966,37 119327 1300 24500
Bastdes (/L) Positi\_/o 39 105,48?% 272,56 43,64 0 1615 i
Negativo 25 28,40% 88,42 17,68 0 366
Heterofilos Positivo 39 6971592 5975,38 956,83 920 29260 1575 _ 5581
(/uL) Negativo 25 5470,40* 3739,92 747,98 120 11529
Linfécitos Positivo 39 4244,38% 3877,17 620,84 840 20400 1759 _ 8829
(/uL) Negativo 25 3724,60* 2620,34 524,07 540 11515
Mondécitos Positivo 39 746,62° 717,63 114,91 58 2805 1993 _ 4375
(/uL) Negativo 25 826,20° 70655 14131 0 2745
Eosinofilos Positivo 39 121,15% 147,06 23,55 0 675 439 — 1081
(/uL) Negativo 25 154,96 18531 37,06 0 715
Basofilos Positivo 39 102,18% 305,05 48,85 0 1470 104 — 3912
(/uL) Negativo 25 39,442 105,61 21,12 0 344
HL Positivo 39 2,68 4,98 0,80 0,4 31,7 i
) Negativo 25 2,132 2,92 0,58 0,1 14,2
Trombdcitos Positivo 39 1000,00% 954491 152841 1000 46000
(/uL) Negativo 25 6880,00% 5622,28 112446 1000 20000 i
Positivo 35 5,842 1,72 0,29 3,0 8,8 o
PPT(O/L)  Negativo 23 639° 126 026 4,0 9.0 25-45

2 Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente através
do teste de Mann-Whitney a 5% de significancia (p<0,05). VGM: volume globular médio;
CHGM: concentracdo de hemoglobina globular média; H:L: relacdo heteréfilo:linfécito; PPT:
proteina plasmatica total; N: nimero de trinca-ferros; DP: desvio padrdo; EP: erro padrdo.
*Valores de referéncia de saira-de-bando (Turquoise tanager) (Passeriformes: Thraupidae),
segundo ISIS (Internacional Species Information System) (2002). **Valor de referéncia de
Aves, segundo Thrall et al., 2022.

Dos 48 trinca-ferros positivos para microfilaria em pelo menos um método empregado
no presente estudo, a analise hematoldgica foi realizada em 39, onde foi possivel observar
algumas alteracOes, e as mais frequentes observadas foram: anemia (31/39; 79,5%),
hiperproteinemia (26/39; 66,7%) e heterofilia (20/39; 51,3%). A Tabela 5 demonstra a
associacao dos resultados obtidos a partir do esfregaco sanguineo e PCR com as alteracBes
hematoldgicas nas amostras positivas para microfilarias. E importante salientar que os animais
negativos também apresentaram alteracGes hematologicas no hemograma completo (Tabelas 3
e 4), onde as mais frequentes observadas foram: hiperproteinemia (21/25; 84,0%), heterofilia
(14/25; 56,0%) e anemia (13/25; 52,0%). Ambos 0s grupos apresentaram anemia normocitica
e normocrémica.
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Tabela 5: Associacdo entre os resultados obtidos a partir do esfregaco sanguineo e PCR e
alteracdes hematoldgicas nas amostras positivas para microfilarias obtidas de trinca-ferros (S.

similis).
. Esfregago Sanguineo e
Testes Esfregaco Sanguineo
Positivos  Negativos  Positivos ~ Negativos  Positivos  Negativos
Parametros 20 a4 31 33 39 25
hematologicos
Anemia 16 28 25 19 31 13
(80,0%) (63,6%) (80,6%) (57,6%) (79,5%) (52,0%)
Policitemia 0 3 1 2 1 2
(0,0%) (6,8%) (3,2%) (6,1%) (2,6%) (8,0%)
Leucocitose 2 / 8 1 8 1
(10,0%) (15,9%) (25,8%) (3,0%) (20,5%) (4,0%)
Leucopenia 0 5 L 4 L 4
(0,0%) (11,4%) (3,2%) (12,1%) (2,6%) (16,0%)
Heterofilia 7 27 20 14 20 14
(35,0%) (61,4%) (64,5%) (42,4%) (51,3%) (56,0%)
Heteropenia 2 / 1 8 3 6
P (10,0%) (15,9%) (3,2%) (24,2%) (7,7%) (24,0%)
Desvio a Esquerda 4 7 8 3 9 2
q (20,0%) (15,9%) (25,8%) (9,1%) (23,1%) (8,0%)
Linfocitose 1 4 4 1 4 1
(5,0%) (9,1%) (12,9%) (3,0%) (10,3%) (4,0%)
Linfopenia 4 12 ! 9 9 !
(20,0%) (27,3%) (22,6%) (23,3%) (23,1%) (28,0%)
Hiperproteinemia 15 32 21 26 26 21
(75,0%) (72,7%) (67,7%) (78,8%) (66,7%) (84,0%)

N: nimero de trinca-ferros; PCR: reacdo em cadeia da polimerase.

4.6 Exame Fisico

Os 48 trinca-ferros positivos para microfilaria em pelo menos um método empregado
no presente estudo, foram pesados previamente a avaliacdo fisica, onde foi possivel observar
que 75,0% (n=36) dos animais positivos ndo apresentaram alteracdo no peso corporal. A Tabela
6 demonstra a associacao dos resultados obtidos a partir do esfregaco sanguineo e PCR com o
peso corporal dos trinca-ferros positivos para microfilarias. Os parametros ndo diferiram entre
si a 5% de significancia. E importante salientar que os animais negativos também apresentaram
alteracdes no peso corporal, porém, 81,8% (27/33) estavam dentro da referéncia para a espécie

(Tabelas 6 e 7).
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Tabela 6: Valores médios relacionados ao peso corporal de trinca-ferros (S. similis) positivos
para microfilaria em pelo menos um método diagndstico.

Parametros Resultado N Média DP EP ,V‘?"”es I|m|,te_s Valqr d_e
Minimo  Maéaximo Referéncia*
Peso corporal  Positivo 48 43,902 5,64 0,81 29 52 38 _ 49
(9) Negativo 33 45,302 3,94 0,69 36 55

2 Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente através
do teste de Mann-Whitney a 5% de significancia (p<0,05). N: numero de trinca-ferros; DP:
desvio padrdo; EP: erro padrdo; g: gramas. * Valor de referéncia segundo Vasconcelos; Ziade,
2020.

Tabela 7: Associagdo entre os resultados obtidos a partir do esfregaco sanguineo e PCR e peso
corporal nas amostras positivas para microfilarias obtidas de trinca-ferros (S. similis).

i Esfregago Sanguineo e
Testes Esfregaco Sanguineo PCR oo

Positivos  Negativos  Positivos ~ Negativos  Positivos ~ Negativos

Peso Corporal

@) N 23 58 37 44 48 33
Normal 17 46 26 37 36 27
(73,9%) (79,3%) (70,3%) (84,1%) (75,0%) (81,8%)
Acima 5 6 4 7 6 5
(21,7%) (10,4%) (10,8%) (15,9%) (12,5%) (15,2%)
. 1 6 6 1 6 1
Abaixo

(4,4%)  (104%)  (16,2%) (2,3%) (12,5%) (3,0%)

N: numero de trinca-ferros; g: gramas.

Durante o exame fisico, foi possivel observar algumas alteracfes clinicas, e as mais
frequentes observadas foram: escoriacdo em face (6/48; 12,5%) e presenca de piolhos (4/48;
8,3%). A Tabela 8 demonstra a associacdo dos resultados obtidos a partir do esfregaco
sanguineo e PCR com as alteragBes clinicas nas amostras positivas para microfilarias. E
importante salientar que os animais negativos também apresentaram alteracdes clinicas, sendo
a mais frequente escoriagbes em volta do bico (2/33; 6,1%) e placas brancas na cavidade
oral/coana (2/33; 6,1%) (Tabela 7).

Tabela 8: AlteracGes clinicas dos trinca-ferros (S. similis) positivos para microfilarias em
esfregaco sanguineo e PCR (n=48).

Alteracdes Clinicas P?:;ﬂ\égjs N?r?iggf S
Escoriagéo em face 6 (12,5%) 0 (0,0%)
Escoriacdo em volta do bico 2 (4,2%) 2 (6,1%)
Escoriagéo no bico 1(2,1%) 1 (3,0%)
Descamacéo de bico 1(2,1%) 1 (3,0%)
Placas brancas na cavidade oral/coana 2 (4,2%) 2 (6,1%)
Placas brancas proximas a comissura do bico 1(2,1%) 0 (0,0%)
Mucosa oral hiperémica 0 (0,0%) 1 (3,0%)
Auséncia de penas na cabeca 1(2,1%) 0 (0,0%)
Auséncia de penas no pescogo 1(2,1%) 0 (0,0%)
Auséncia de penas na asa esquerda 0 (0,0%) 1 (3,0%)
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Tabela 8: Continuacéo.

Auséncia de penas na cauda 3(6,3%)
Empenamento deficiente 3(6,3%)
Esforco respiratorio 1(2,1%)
Hérnia abdominal 1(2,1%)
Lesdo em peito 3(3,3%)
Hematoma no peito 1(2,1%)
Lesdo em membro inferior direito 1(2,1%)
Lesdo em membro inferior esquerdo 0 (0,0%)
Lesdo de apoio em tarso bilateral 1(2,1%)
Formacao de calo no tarso 1(2,1%)
Hiperqueratose nos pés 1(2,1%)
Pododermatite 1(2,1%)
Fezes aderidas em penas pericloacal 1(2,1%)
Diarreia 1(2,1%)
Presenca de piolhos 4 (8,3%)

4.7 Periodicidade e Condigdes Climaticas

1 (3,0%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)
1 (3,0%)
0 (0,0%)
1 (3,0%)
0 (3,0%)
1 (3,0%)
0 (0,0%)
0 (0,0%)
1 (3,0%)

A obtencdo das amostras ocorreu em diversos periodos do ano, sempre no periodo da
manhd, entre 9h e 12h, durante todas as estacdes climaticas. A estacdo onde houve o maior
namero de animais positivos foi no verdo (n=13/14; 92,9%), seguido do outono (n=15/23;
65,2%). Na Tabela 9 as amostras foram divididas entre as estacGes do ano e seus respectivos

valores médios de temperatura minima e méxima.

Tabela 9: Amostras dos trinca-ferros (S. similis) distribuidos de acordo com a estacdo do ano

e seus respectivos valores médios de temperatura minima e maxima.

Temperatura (°C) *

Estacdo do Ano N  Positivo Negativo

Minima Maxima Média
Verio 14 (921;% | (7’1% 25 385 310
Outono 23 (651;% @ 4%% ;182 200 236
Primavera 35 421,8% | (572’2% 200 273 237
Inverno 9 ; 4 18,6 209 198

(55,6%)  (44,4%)

N: namero de trinca-ferros. *Dados de temperatura da estacdo Seropédica — Ecologia Agricola,
segundo Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) (portal.inmet.gov.br/dadoshistoricos).
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5 DISCUSSAO

A ocorréncia de filarideos em aves silvestres e de interesse comercial tem despertado
cada vez mais interesse de muitos pesquisadores em diferentes regides do mundo, visando
entender a parasitologia ecoldgica, a conservacdo e manejo de espécies de vertebrados (BRUM
et al., 2016). Os resultados do presente estudo revelaram a ocorréncia de microfilarias em S.
similis oriundos de apreensdo do trafico ou criacédo ilegal e mantidos sob cuidados humanos no
CETAS usando métodos morfoldgicos e moleculares.

No presente estudo obteve-se uma frequéncia de 28,4% (23/81) de positividade para
microfilarias no esfregago sanguineo. No entanto, geralmente se observa uma menor frequéncia
de positividade neste método de diagnostico uma vez que é considerado pouco sensivel quando
comparado a outros métodos, sendo capaz de detectar infeccBes quando ha altos niveis de
parasitemia ou durante infecc@es cronicas leves (CHAGAS et al., 2020). Tal o fato, que Sehgal,
Jones e Smith (2005) e Hass et al. (2011) obtiveram uma frequéncia de 3,6% em aves da floresta
tropical africana e 1,26% em passeriformes, respectivamente. A baixa deteccao de microfilarias
no esfregaco sanguineo pode ocorrer devido a periodicidade do parasita, pois algumas espécies
possuem seu pico de microfilaremia no sangue periférico apenas no periodo noturno (DREYER
et al.,, 1996; RIBEIRO; CURY; MELO, 2020) e, geralmente, as coletas das amostras séo
realizadas no periodo diurno, podendo acarretar em desvantagem para este método de
diagndstico. Ainda assim, é digno de nota, que a microscopia direta € uma técnica simples, de
baixo custo, amplamente disponivel na rotina e de facil obtencdo em coletas a campo, podendo
auxiliar no diagnostico das microfilarias em aves. Ademais, é uma técnica que possibilita
categorizar a intensidade da infeccdo a partir da quantificacdo das microfilarias, assim como
realizado por Hass et al. (2011), sendo uma vantagem quando comparado a outros métodos de
diagndstico que apenas definem se o animal é positivo ou negativo. Entretanto, o esfregaco
sanguineo pode ndo ser capaz de refletir o real nivel da frequéncia e intensidade de infeccéo,
sendo necessario a associacdo de outras técnicas de diagnostico.

A partir da quantificacdo das microfilarias neste estudo, foi possivel observar que 78,3%
(18/23) dos trinca-ferros positivos apresentavam infeccdo de alta intensidade, percentual
bastante distinto do relatado por Hass et al. (2011) e Ribeiro, Cury e Melo (2020) onde
observaram 14,3% em passeriformes e 14,2% em soldadinho (Antilophia galeata),
respectivamente. E, somente 13,0% dos animais (3/23) apresentaram baixa intensidade de
infeccdo, apresentando de duas a cinco microfilarias por esfregaco sanguineo. Tal diferenca
pode estar associada a ocorréncia irregular das microfilarias na corrente sanguinea, podendo
ndo refletir a real intensidade de infeccdo das aves (RIBEIRO; CURY; MELO, 2020). Além
disso, a quebra da relacdo parasito-hospedeiro, diferencas de biomas, condicGes climaticas,
estresse, presenca de hospedeiros intermediarios e predisposicdo da espécie e/ou individuo
podem também justificar as diferencas de infestacdo observada no presente estudo e demais
autores.

A técnica de Woo foi utilizada no presente estudo em associacao ao esfregaco sanguineo
por também ser um método simples, de baixo custo, e que promove a concentracdo
parasitologica, elevando assim, a sensibilidade diagnéstica. Dentre 0s animais positivos em
esfregaco sanguineo, 17,4% (4/23) foram negativos neste metodo. Atawal, Mgbeahuruike e
Hammers (2019) observaram prevaléncia de 57% em teceldo-malhado (Ploceus cucullatus) a
partir da associacdo da técnica de Woo e esfregaco sanguineo, porem ndo descreveram a
positividade encontrada nos métodos separadamente, ndo sendo possivel, portanto, realizar uma
analise comparativa com os resultados do presente estudo. No entanto, evidenciou-se que 0
esfregaco sanguineo obteve maior sensibilidade quando comparado a técnica de Woo, apesar
desta tecnica ser considerada de maior sensibilidade para deteccdo de microfilarias no sangue

39



circulante (CHAGAS et al., 2020). Tais resultados podem estar associado a velocidade do
processamento das amostras, pois devem ser examinadas ao microscépio imediatamente apos
a centrifugacdo devido a movimentacgéo ativa dos parasitas, que podem se fundir na camada de
eritrocitos ou se moverem pelo plasma, levando a possiveis resultados negativos (BAILEY;
SMITH, 1994).

Na PCR é possivel detectar o DNA do parasito presente no sangue da ave hospedeira,
podendo, inclusive, identificar a espécie do filarideo, assim como descrito por Binkiene et al.,
(2021). A PCR realizada no presente estudo demonstrou 45,7% (n=37/81) de amostras
positivas, sendo 30,9% (n=25/81) positivas apenas na PCR, demonstrando maior sensibilidade
e especificidade quando comparado ao esfregaco sanguineo e técnica de Woo. Apesar disso, a
identificacdo molecular do filarideo a nivel de espécie pode se tornar um desafio devido a
auséncia de sequéncias de nucleotideos em bancos de dados publicos, como relatado por Huang
et al. (2017) e Sekiguchi et al. (2018). Nesse contexto, a associacdo da PCR aos métodos de
identificacdo morfologica e morfométrica sdo fundamentais para a identificacdo da espécie de
microfilaria. Tal o fato, que a identificacdo recente da espécie Splendidofilaria mavis em melro-
preto (Turdus merula) e tordo-comum (Turdus philomelos) sé foi possivel utilizando a
combinacédo de métodos moleculares e morfoldgicos (CHAGAS; BINKIENE; VALKIUNAS,
2021).

Além dos métodos de diagndsticos citados acima, para uma completa descricdo das
microfilarias, sdo necessarias as descricdes morfoldgicas e morfométricas, como realizado por
Hass et al. (2011), Ribeiro, Cury e Melo (2020) e Chagas, Binkiene ¢ Valkitinas (2021). No
presente estudo, a partir deste método de diagndstico, ndo foi possivel determinar o género e
espécie das microfilarias, porém foi perceptivel a descricdo de duas espécies distintas, pois as
microfilarias encontradas no trinca-ferro 96 possuem medidas visiveis e diferenca estatistica
significativa que as diferem dos demais. Ademais, sua morfologia se assemelha a microfilaria
Paronchocerca ciconarum mencionada por Echols, Craig e Speer (2000), porém sua descri¢éo
morfolégica e morfométrica ndo foi realizada, havendo apenas uma fotomicrografia do
espécime que se assemelha ao do presente estudo.

Foi estabelecido para o presente estudo que as coletas sanguineas fossem realizadas no
periodo diurno, entre 9h e 12h. Neste periodo do dia foi possivel observar a positividade em
28,4% (23/81) dos esfregacos sanguineos, com a quantificacdo das microfilarias variando de 2
a 605 por lamina. Estudos afirmam que para obter uma real quantificacdo das microfilarias é
necessario que as coletas ocorram em periodo noturno devido ao pico da microfilaremia, assim
como realizado por Chagas, Binkiene e Valkiunas (2021), onde o pico da parasitemia em um
melro-preto (Turdus merula) e um tordo-comum (Turdus philomelos) infectados com
Splendidofilaria mavis ocorreu a partir do fim do dia as 18 horas, e se manteve alta & meia-
noite. Tal justificativa baseia-se na especulacdo do fato de que as microfilarias se adequem aos
habitos de hematofagia do hospedeiro intermediario sendo, geralmente, de habito noturno,
garantindo assim a perpetuacdo da espécie (DREYER; DREYER, 2001). Devido a isto, a coleta
realizada no periodo diurno do presente estudo pode ter subestimado a real intensidade da
infeccdo em alguns animais amostrados e, inclusive, mascarado a infecgdo em outros (falso
negativo), podendo sugerir como uma possivel causa na diferenga encontrada entre as técnicas
de esfregaco sanguineo, Woo e PCR.

No presente estudo 78,3% (18/23) dos animais positivos apresentaram alta intensidade
de infecgéo, estando em desacordo com Law, Tully e Stewart (1993) que ndo observaram
microfilarias dentre 25 emus (Dromaius novaehollandiae), mesmo um deles apresentando seis
filarideos adultos de Chandlerella quiscali no cérebro. E provéavel que a presenca de alta
intensidade pode se justificar por uma alta infestacdo, refletindo em grande quantidade de
microfilarias no esfregaco sanguineo, independente do periodo ao qual foi realizada a coleta
sanguinea. Outra hipotese tambeém sugerida é que a especie do presente estudo pode ter

40



periodicidade diurna, diferente do observado por Dreyer et al. (1996) e Ribeiro, Cury e Melo
(2020) onde afirmam que algumas espécies possuem o pico de microfilaremia no periodo
noturno, entre 23:00h e 01:00h. Porém, maiores estudos sdo necessarios para investigar tais
hipdteses.

A meédia e baixa intensidade de infeccdo, no presente estudo, representaram 8,7% (2/23)
e 13,0% (3/23), respectivamente. Os baixos e médios niveis de infec¢do observados podem nédo
refletir a real presenga de microfilarias nos trinca-ferros (RIBEIRO; CURY; MELO, 2020),
podendo ser confirmado pela realizacdo da PCR, onde foi possivel observar 30,9% (25/81) de
animais positivos, porém negativos em esfregaco sanguineo. Os resultados de média e baixa
intensidade podem ser atribuidos pela liberacdo intermitente das microfilarias na circulacéo
sanguinea (SANCHES; GODOY; 2017) e também devido a ocorréncia irregular de
microfilarias que possuem periodicidade noturna, trazendo como consequéncia um impacto
negativo na intensidade da infeccéo avaliada. Portanto, baixos niveis de infeccdo estimados a
partir dos esfregacos sanguineos, podem néo refletir adequadamente o real estado da presenca
de microfilarias na corrente sanguinea, ndo determinando, entéo, o verdadeiro nivel de infeccéo
(SEHGAL; JONES; SMITH, 2005; HAAS et al., 2011), sendo, entdo, recomendado a inspe¢ao
de esfregacos sanguineos seriados para que se obtenha um real valor da microfilaremia.

De acordo com Artacho et al. (2007), a hematologia ¢ uma técnica direta e pouco
invasiva que permite detectar alteracdes nas condigdes fisioldgicas, patoldgicas, ecoldgicas e
ambientais em populacGes naturais, sendo nas aves uma técnica eficaz para avaliar o estado de
salde e condigdes corporal e nutricional.

Até o presente momento, ndo ha na literatura alteracbes hematoldgicas relacionadas a
infeccdo por microfilarias em aves, porém, no presente estudo foi possivel observar diferenca
significativa na contagem de hemaécias entre 0s animais positivos e negativos, estando as
hemacias dos animais positivos abaixo da faixa de referéncia hematoldgica.

Vale ressaltar que néo foi encontrado em literatura os valores de referéncia hematologica
para trinca-ferros, sendo, entdo, utilizado para o presente estudo os valores referentes a saira-
de-bando (Turquoise tanager) (Passeriformes: Thraupidae) (ISIS, 2002) devido a proximidade
das espécies, assim como utilizado por Campos et al. (2017).

A causa da anemia ndo regenerativa (normocitica e normocrdmica) observada no
presente estudo pode ser atribuida a um conjunto de fatores uma vez que esse tipo de anemia
geralmente é observada em doencas inflamatorias (CAPITELLI; CROSTA, 2013), ndo
descartando também possiveis coinfeccbes. Bartlett e Anderson (1981) observaram a presenca
de inflamacdo crbnica nas paredes das artérias pulmonares de corvos-americanos (Corvus
brachyrhynchos) decorrente da presenca de microfilarias, 0 que pode também estar ocorrendo
no presente estudo. Além disso, alguns animais apresentaram leucocitose associada a anemia,
que sdo dois indicadores de doenca inflamatéria. De acordo com Kryvoruchenko (2022), a
anemia e leucocitose em caes infectados por microfilarias de Dirofilaria immitis ocorrem
devido aos efeitos mecanicos dos parasitas e também aos produtos derivados de seu
metabolismo liberados nos hospedeiros, trazendo como consequéncia a destrui¢do das células
sanguineas circulantes e a ocorréncia de processos inflamatorios nos 6rgdos e tecidos.
Entretanto, os trinca-ferros do presente estudo séo oriundos de apreensao e s&o mantidos em
recintos coletivos, o que contribui para maiores chances de infestacdo por parasitas
hematofagos, hemoparasitas e parasitas gastrintestinais, 0s quais também podem determinar
anemia (THRALL et al., 2022).

O hematocrito e a contagem de leucdcitos sdo os parametros mais frequentemente
utilizados para avaliar o estado de salde das aves, pois refletem a eficiéncia no transporte de
oxigénio e do sistema imunologico, respectivamente (ARTACHO et al., 2007). O valor do
hematdcrito, ndo apresentou diferenca entre os animais positivos e negativos no presente
estudo, corroborando com os achados de Atawal, Mgbeahuruike e Hammers (2019).Tal fato
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pode estar associado ao fato das microfilarias serem hemoparasitas extracelulares, podendo n&o
necessariamente se alimentar ou destruir os eritrocitos, ao contrario dos hemoparasitas
intracelulares. Porém, Kryvoruchenko (2022), avaliou a presenca de microfilarias de D. immitis
em caes e observou uma queda no numero total de hemécias, hemoglobina e hematocrito
conforme houve o0 aumento na intensidade da infec¢do, ndo havendo diferenga significativa
entre 0s animais com baixa infec¢éo e os animais saudaveis.

A policitemia em aves é rara, porém, quando presente, na maioria dos casos esta
relacionada a desidratacdo (THRALL et al., 2022). No presente estudo apenas 2,1% (1/48) dos
animais positivos e 6,1% (2/33) dos animais negativos apresentaram policitemia, corroborando
com a literatura quando afirma ser raramente relatada em aves.

Apesar de alguns trinca-ferros apresentarem leucocitose ou leucopenia, € importante
salientar que para a correta interpretacdo do leucograma deve-se levar em conta algumas
condicBes fisiologicas como, por exemplo, idade, sexo, dieta e estresse (CAPITELLI,
CROSTA, 2013). No presente estudo os trinca-ferros foram acondicionados em gaiolas
individuais com &gua e alimento a vontade no dia anterior ao exame clinico e coleta sanguinea,
com intuito de minimizar o estresse, porém a contencdo fisica é um fator estressor, podendo,
portanto, ser uma das causas de aumento na contagem total de leucdcitos e heterofilos. Esse
aumento pode ocorrer entre 30 minutos e 1 hora apés a causa do estresse (CIRULE et al., 2012)
e o efeito diminui em até 24 horas caso o fator estressor seja removido (CAPITELLI; CROSTA,
2013).

Uma forma de se confirmar a leucocitose com heterofilia devido ao estresse € realizando
a relacdo heterdfilo:linfocito (H:L) (THRALL et al., 2022). No presente estudo tanto os animais
positivos quanto negativos apresentaram uma média elevada de H:L (2,28 (39/48); 2,13 (25/33),
respectivamente), porém este método nem sempre € confiavel, pois também pode haver
alteracdo desta relacdo em causas patologicas, como Vaz et al. (2016) que observaram uma alta
relacdo H:L em aves com letargia e ma condicao fisica. A relacdo H:L ndo aparenta ser um
indicador de estresse confidvel, pois ha a necessidade de correlacionar com a razdo e
concentracdo plasmatica de corticosteroides (THRALL et al., 2022).

No presente estudo ndo houve diferenca significativa entre os heteréfilos dos animais
positivos e negativos, porém foi observado heterofilia em 51,3% (20/39) dos positivos e 56,0%
(14/25) dos negativos, estando apenas a meédia dos animais positivos acima da faixa de
referéncia hematoldgica. Geralmente quando ha leucocitose em condic¢des inflamatérias, é
possivel observar também o aumento do heterdfilo, por ser a primeira célula da linha de defesa
contra causas infecciosas e ndo infecciosas (CAPITELLI; CROSTA, 2013), assim como
observado por Clark, Boardman e Raidal (2014), onde 51,6% de 31 aves da familia Cacatuidae
apresentaram leucocitose com heterofilia em resposta a inflamacéo. Kryvoruchenko (2022)
avaliou a presenca de microfilarias de D. immitis em cées e ndo observou diferenca significativa
na leucometria total entre os animais com baixa infec¢do e animais saudaveis, porém, em
médias e altas infeccOes foi possivel observar aumento no nimero total de leucécitos.

Em aves, geralmente, quando ha processo inflamatdrio severo, pode-se observar sinais
de toxicidade em heterofilos, que acarreta em pior prognostico, como descrito por Vaz et al.
(2016), que observaram nos heterdfilos de algumas aves vacuolizagdo citoplasmatica e
granulacdo anormal, com presenga de granulos grandes, redondos, palidos e eosinofilicos, e
granulos pequenos e basofilicos, e posteriormente duas aves foram a obito. No presente estudo
ndo foram observados sinais de toxicidade em heterofilos, apesar disso, ndo se descarta a
possibilidade de processo inflamatério agudo devido a agentes infecciosos uma vez que as
alteracOes toxicas nem sempre se fazem presente nas condigdes inflamatérias (THRALL et al.,
2022).

Os heterofilos bastonetes raramente sdo observados no sangue periférico de aves, e
quando estdo presentes em quantidade significativa sdo denominados desvio a esquerda
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(THRALL et al., 2022). Podem ser observados no esfregaco sanguineo de 12 a 24 horas ap6s
um processo inflamatorio (MITCHELL; JOHNS, 2008) devido ao excesso na utilizacdo
periférica de heterofilos maduros, indicando um processo de inflamagéo mais severo (THRALL
et al., 2022). No presente estudo, a presenca de um heterdéfilo bastonete foi considerado normal
e, a partir de dois, foi considerado desvio a esquerda. Dos animais positivos, 23,1% (9/39)
apresentaram desvio a esquerda, e 8,0% (2/25) dos animais negativos, estando de acordo com
Clark, Boardman e Raidal (2014), os quais observaram heterofilos bastonetes em 19,4% de 31
aves da familia Cacatuidae, demonstrando que na maioria dos casos onde ha processo
inflamatorio, a granulocitopoiese é intensificada, elevando a quantidade de heterdfilos maduros
circulantes para resolucdo do problema. Kryvoruchenko (2022) observou que os neutrofilos
bastonetes de cdes infectados com microfilérias de D. immitis aumentou apenas em infec¢des
de alta intensidade quando comparado com animais saudaveis. Tal achado pode, em parte,
justificar o maior nimero de animais apresentando desvio a esquerda no grupo das aves
infectadas no presente estudo.

No presente estudo, 2,6% (1/39) e 7,7% (3/39) dos animais positivos e 16,0% (4/25) e
24,0% (6/25) dos animais negativos apresentaram leucopenia e heteropenia, respectivamente.
Todos os animais que apresentaram leucopenia, havia heteropenia associada. A leucopenia esta
relacionada ao aumento no consumo de leucdcitos periféricos e a diminuicdo na producédo
(THRALL etal., 2022), sendo o heteréfilo, geralmente, a causa desta diminuigdo. A heteropenia
pode estar associada a infec¢des bacterianas graves, infecgdes virais, intoxicacdes, doencas
nutricionais e autoimunes (CAPITELLI; CROSTA, 2013). Os trinca-ferros sao oriundos de
apreensdo do trafico e comércio ilegal, sendo, provavelmente, doenca nutricional associada ao
estresse uma das causas da leucopenia e heteropenia nestas aves, havendo uma queda na
imunidade e consequentemente possibilitando a entrada de agentes infecciosos.

A linfocitose pode ocorrer devido a estimulagdo antigénica, podendo estar associada a
doencas infecciosas (THRALL et al., 2022). No presente estudo foi observado que 10,3% (4/39)
dos animais positivos e 4,0% (1/25) dos animais negativos apresentaram linfocitose, todos
associados com leucocitose e heterofilia e, desses animais positivos, 25,0% (1/4) também
apresentou desvio a esquerda, demonstrando, entdo, a presenca de algum processo infeccioso
neste animal.

Ja a linfopenia pode ser devido ao excesso de glicocorticoides (THRALL et al., 2022),
tanto enddgeno quanto exdgeno (MITCHELL; JOHNS, 2008). Porém, quando héa alteracdo nos
valores normais e morfologia de leucécitos que estejam relacionados a inflamagéo, associados
com linfopenia, deve-se levar em consideracdo a possibilidade de algum processo patoldgico
(CLARK; BOARDMAN; RAIDAL, 2014). No presente estudo, 23,1% (9/39) dos animais
positivos e 28,0% (7/25) dos animais negativos apresentaram linfopenia. Destes, 22,2% (2/9)
dos animais positivos e 71,4% (5/7) dos negativos apresentaram leucopenia e/ou heteropenia
associado, sendo sugestivo de processo patologico. Ainda, 33,3% (3/9) dos positivos
apresentaram apenas linfopenia, sem demais alteracdo no leucograma, e 44,4% (4/9) positivos
e 28,6% (2/7) negativos apresentaram linfopenia associada a leucocitose e/ou heterofilia,
possivelmente, estando relacionados ao estresse. Corroborando com tais sugestdes,
Kryvoruchenko (2022) observou linfopenia em infecgdes de média intensidade em cées
infectados com microfilarias de D. immitis, que se intensificou em infeccGes de alta intensidade.
Em baixa intensidade ndo houve diferenca significativa na quantidade de linfocitos quando
comparados aos animais saudaveis.

A monocitose € relatada em doencas infecciosas que cursam com inflamacao
granulomatosa como, por exemplo, clamidiose, micobacteriose e aspergilose, geralmente
associada a heterofilia, e em deficiéncias nutricionais, como zinco, por exemplo (THRALL et
al., 2022). Foi observada também por Kryvoruchenko (2022) em infec¢des de alta intensidade
de cées infectados por microfilarias de D. immitis, ndo havendo diferenga significativa na
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quantidade de mondcitos entre cdes com infeccBes de baixa e média intensidade e cdes
saudaveis.

De acordo com Thrall et al. (2022), os eosinéfilos das aves ndo possuem, ainda, uma
funcdo totalmente elucidada, sendo de dificil interpretacao as causas de eosinofilia. Enquanto a
basofilia raramente é observada em aves, apesar de participarem da fase inicial da inflamacéo,
porém, quando presente, a basofilia pode estar relacionada a inflamacao precoce ou reacéo de
hipersensibilidade imunomediada. No presente estudo ndo foram observadas monocitose,
eosinofilia e basofilia nos trinca-ferros.

Hiperproteinemia é causada devido a desidratacdo (THRALL et al., 2022) ou processo
inflamatério agudo ou cronico, assim como demonstrado por Vaz et al. (2016) onde
observaram, também, hiperglobulinemia, causando o aumento na concentragdo de proteina
total. No presente estudo néo foi realizada a dosagem de albumina e globulina devido ao baixo
volume de amostra preconizado para coleta sanguinea da espécie, ndo sendo possivel
determinar a real causa da hiperproteinemia. De acordo com a literatura, quando a relagédo
albumina:globulina (A:G) estd normal, geralmente ha desidratacdo, pois h4 aumento tanto de
globulina quanto de albumina, enquanto quando ha hiperglobulinemia com concentracdo de
albumina normal, associa-se a processo inflamatério agudo (THRALL et al., 2022). Porém,
66,7% (26/39) dos animais positivos e 84,0% (21/25) dos animais negativos apresentaram
hiperproteinemia, destes, 19,2% (5/26) dos positivos e 4,8% (1/21) dos negativos apresentaram
leucocitose associada, sendo sugestivo de processo inflamatorio. Vale ressaltar que os trinca-
ferros sdo mantidos em recintos coletivos, 0 que propicia as chances de infec¢do por agentes
infecciosos como, por exemplo, coccideos. De fato, Coelho et al. (2012) em um estudo com 72
trinca-ferros (S. similis) relatam infeccdo por coccideos no CETAS — Seropédica/RJ. Estes
endoparasitos causam diarreia nas aves, como relatado por Campos et al. (2017), podendo esta
ser uma das causas de hiperproteinemia, devido a perda de fluidos corporais.

E importante ressaltar que ndo foi encontrado em literatura o valor de referéncia de PPT
para trinca-ferros, sendo, entdo, utilizado para o presente estudo o valor referente a aves em
geral, que é de 2,5 a 4,5 g/dL (THRALL et al., 2022).

No presente estudo, ndo é possivel afirmar que as alteracGes hematoldgicas observadas,
mesmo quando ha diferenca significativa entre o grupo de animais positivos e negativos, seja
exclusivamente devido a infec¢do por microfilarias ja que outros agentes e causas nao foram
excluidos. No entanto, quando os resultados sdo analisados comparativamente com a infecgéo
por microfilarias de D. immitis em cdes, Kryvoruchenko (2022) menciona que as alteracfes
hematoldgicas dependem da intensidade da infeccdo, demonstrando a importancia na
quantificacdo das microfilarias como realizado no presente estudo, conforme proposto por Hass
et al. (2011). Sugere-se que o método da quantificacdo seja melhor avaliado pois é necessario
maior conhecimento acerca da periodicidade das microfilarias, para que a quantificacdo tenha
um resultado mais fidedigno e se obtenha um real valor de microfilaremia no esfregaco
sanguineo (CHAGAS; BINKIENE; VALKIUNAS, 2021).

O presente estudo avaliou 0 peso corporal dos trinca-ferros, estando, em sua maioria,
dentro do limite de referéncia estabelecido para a espécie (VASCONCELOS; ZIADE, 2020).
Dos animais positivos, 75,0% (36/48) apresentaram o peso corporal normal, enquanto os
negativos foram 81,8% (27/33), estando em desacordo com Rodrigues, Almeida e Silva (2019)
que avaliaram a condicdo corporal de trinca-ferros que vieram a 6bito devido ao trafico animal
e obtiveram valor médio de peso corporal abaixo do estabelecido para a espécie em decorréncia
do manejo nutricional inadequado. Acredita-se que no presente estudo as alteracdes de peso,
em ambos 0s grupos, seja também devido ao inadequado manejo nutricional, refletindo, entdo,
na massa corporea dos animais.

A relacdo entre o peso corporal e a infecgdo por microfilarias ainda ndo esta bem
estabelecido, visto que para Merkel et al. (2017) a infeccdo néo interfere na condicéo corporal
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dos trinca-ferros. Em contrapartida, Larrat, Dallaire e Lair (2012) observaram peso corporal de
leve a moderadamente baixo em corujas-boreais (Aegolius funereus) e Madani e Dorrestein
(2012) relataram o caso de um tucano-de-bico-preto (Ramphastos vitellinus) que apresentou
tendinite e celulite em funcdo da presenca de microfilarias, resultando na diminuicdo da
mobilidade e, como consequéncia, anorexia, hipoglicemia e caquexia. De maneira oposta,
Gregory, Keymer e Harvey (1991), sugerem que aves maiores e mais pesadas possuem maiores
chances de serem parasitadas, corroborando com Sehgal, Jones e Smith (2005), que concluiram
que aves infectadas por filarideos possuem maior peso corporal, justificando tal afirmacéo
devido a possiveis processos patoldgicos que sdo relacionados aos filarideos como, por
exemplo, derrame peritoneal e hepatomegalia.

Dos animais que apresentaram peso corporal acima do valor de referéncia estabelecido
para a espécie, 54,5% (6/11) apresentavam-se positivos e 45,4% (5/11) negativos, e aqueles
abaixo do peso corporal, 85,7% (6/7) eram positivos e 14,3% (1/7) negativos. Apesar do
conflito de informacBes na literatura, sugere-se que, no presente estudo, a infeccdo por
microfilarias ndo foi um fator determinante sobre o peso corporal das aves, visto que, ndo ha
diferenca significativa entre os animais positivos e negativos. E importante salientar que os
animais do presente estudo foram mantidos em recinto coletivo com outras aves da mesma
espécie e, havendo, provavelmente, competicdo por alimentos e territorios, fazendo com que
algumas aves se alimentem mais do que as outras e, também, algumas aves sofram lesbes
fisicas, podendo acarretar em diminuicéo na ingesta de alimentos.

Alguns trinca-ferros apresentaram alteracdes clinicas no presente estudo, e algumas
podem ter como causa brigas, quedas e acidentes durante o voo, visto que a maioria das
alteracdes foram escoria¢Ges em face e bico, auséncia de penas em cabeca, pescoco, asa e cauda,
empenamento deficiente, hematoma no peito e lesGes no peito e membros inferiores direito e
esquerdo. Ademais, como mencionado anteriormente, a disputa por alimentos e territérios pode
também justificar tais alteragdes clinicas.

Allen et al. (1985) relataram numerosos nédulos subcutaneos escuros e macios em todos
os dedos do pé direito de um maracana-de-colar (Ara auricollis) relacionado a microfiléarias do
género Pelecitus. Nos animais positivos foram observadas formacéo de calo no tarso (2,1%;
1/48), hiperqueratose nos pés (2,1%; 1/48) e pododermatite (4,2%; 2/48). E importante
adicionar a presenca de filarideos como diagnostico diferencial em nddulos observados na
regido das pernas das aves, pois € um dos principais locais onde se observa filarideos adultos
do género Pelecitus, como demonstrado por Madani e Dorrestein (2012), que relataram inchaco
bilateral nos jarretes de tucano-de-bico-preto (Ramphastos vitellinus) com edema subcutaneo e
amplitude de movimento reduzida. Observaram varios pequenos nematoides no tecido
subcutdneo da articulagdo do jarrete, e também nas articulacbes metatarsofalangicas e nos
coxins plantares, classificando o nematoide como Pelecitus sp.

No presente estudo, a presenca de piolhos foi a segunda alteracdo clinica mais observada
nos animais positivos, sendo 8,3% (4/48). E importante salientar que Bartlett (2008) menciona
a ordem Phthiraptera (piolhos) como sendo um dos hospedeiros intermediarios no ciclo
bioldgico dos filarideos aviarios.

Geralmente as microfilarias ndo sdo patogénicas, porém, a ave comprometida pode
apresentar infeccdo subclinica (BARTLETT, 2008), corroborando com o presente estudo, onde
o0s trinca-ferros positivos ndo apresentaram alteracfes clinicas que pudessem ser associadas
especificamente a infec¢do por microfilarias.

No presente estudo, comparou-se também a presenca de microfilarias entre as estagdes
do ano. As coletas sanguineas foram realizadas em diversos meses, contemplando todas as
estacOes climaticas. Foi observado que o verdo obteve a maior média de temperatura (31,0°C),
com diferenca de 7,4°C para 0 outono, segunda maior media (23,6°C). No verdo houve 92,9%
(13/14) de positividade, apenas um animal obteve resultado negativo, corroborando com Calado
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e Navarro-Silva (2002) onde concluiram que na faixa de temperatura entre 25°C e 30°C ha uma
maior fecundidade de fémeas de Aedes albopictus (Diptera, Culicidae), comprovando que a
influéncia da temperatura e umidade podem causar impactos sobre a atividade hematofagica do
hospedeiro intermediario e, consequentemente, no parasitismo das aves.

No outono foi observado 65,2% (15/23) de animais positivos e apesar da média de
temperatura ser de 23,6°C, foi a estacdo do ano com a segunda maior positividade
provavelmente devido a temperatura maxima ser de 29,0°C, estando dentro da faixa de
temperatura 6tima mencionada por Calado e Navarro-Silva (2002) e sugerindo que as condicdes
climéticas podem causar impacto nos hospedeiros intermediarios por sofrerem influéncia das
variacdes de temperatura e umidade (LAAKSONEN et al., 2010).

Durante a primavera houve 42,9% (15/35) de animais positivos e 57,1% (20/35) de
animais negativos, e a média de temperatura foi de 23,7°C, demonstrando que em menores
faixas de temperatura, houve menor positividade dos trinca-ferros, indo em desacordo com
Law, Tully e Stewart (1993) que demonstraram que na primavera Umida houve aumento
consideravel de vetores do género Culicoides. Por outro lado, Calado e Navarro-Silva (2002)
observaram que a média de longevidade de Aedes albopictus é maior em temperaturas de 25°C,
periodo onde as fémeas mais realizaram repastos sanguineos.

O inverno apresentou média de temperatura de 19,8°C, com maxima de apenas 20,9°C
e 55,6% (5/9) dos animais apresentou positividade. De acordo com Larrat, Dallaire e Lair
(2012), baixas temperaturas podem favorecer no aumento da infec¢do parasitaria devido a baixa
oferta de alimentos e, como consequéncia, levando ao mau estado nutricional, o que acarreta
em comprometimento do sistema imunoldgico, entretanto, os animais do presente estudo sdo
mantidos sob cuidados humanos, ndo havendo escassez de alimentos. Ja para Calado e Navarro-
Silva (2002), temperaturas entre 15°C e 20°C afetam negativamente a viabilidade de ovos de
Aedes albopictus (Diptera, Culicidae), atuando como fator limitante ao crescimento desta
populacdo de hospedeiro intermediario.

De acordo com Larrat, Dallaire e Lair (2012), a prevaléncia das infeccdes parasitarias
nas aves pode ser influenciada pela variacdo na abundéncia de hospedeiros intermediarios e
definitivos, e essa variacdo pode ocorrer devido a influéncia das condigcbes climaticas
(LAAKSONEN et al., 2010). No presente estudo os trinca-ferros foram mantidos em um centro
de triagem, localizado em regido de mata (Seropédica/RJ —22°72°35” S; 43°70°98” W), sendo
considerado um local mais imido. Devido a grande apreenséo do trafico, normalmente ha uma
grande quantidade de animais. Todas essas caracteristicas dificultam o controle de
ectoparasitas, e podem contribuir para 0 aumento das infec¢des por filarideos, justificando os
resultados do presente estudo.
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6 CONCLUSAO

A deteccdo a partir da associacdo de métodos diagnosticos se mostrou eficaz,
demonstrando alta frequéncia de animais positivos para microfilarias. A PCR foi o método mais
sensivel, porém, o esfregaco sanguineo traz a vantagem da realizacéo de analises morfologicas
e morfomeétricas, que auxiliam na identificacdo do parasito, além da possibilidade de obter a
intensidade da infec¢éo.

O trinca-ferro (S. similis) é um importante hospedeiro definitivo para filarideos, porém
sd0 necessarios maiores estudos para compreender melhor a interagdo parasita-hospedeiro,
visto que ndo h& estudos a respeito desta espécie de ave em relacdo a microfilérias, e as
informacdes acerca da infecgdo em aves sdo escassas.

Apesar dos trinca-ferros (S. similis) ndo apresentarem alteracbes hematoldgicas e
clinicas que pudessem ser associadas especificamente a infec¢do por microfilarias, € necessaria
a compreensao das possiveis implicacBes patoldgicas e clinicas para que seja viavel determinar
o real impacto desta infeccdo na populacdo hospedeira.
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Anexo A — Ficha Clinica.

Dia /[ FICHA CLINICA - TRINCA-FERROS
Gaiola | N® Lab Anilha Peso Escore Cavidade Cleaca | Olhos/Narinas/ Penas Ectopara Eppendorf/
Corporal Oral QOuvidos/Bico sitas Lémina/Sangue
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Anexo B — Resultados de eritrograma, trombograma e PPT dos trinca-ferros (S. similis)
positivos para microfilarias.

Trinca-ferro Hemacias Hemoglobina Hematocrito VGM CHGM Trombécitos PPT
F:g ?{'frgf]scidae* 3,41-553 15,3 37,2-624 568-159,2 34,8 - 25— 4,5%*
2 2.43 - 25 102.9 - 3000 3.0
3 2.39 - 37 154.8 - 2000 3.5
4 1.47 - 40 272.1 - 1000 3.6
5 2.31 - 33 142.9 - 2000 4.0
6 111 - 39 351.4 - 1000 -
7 3.65 - 29 79.5 - 13000 3.8
9 3.03 - 40 132.0 - 2000 4.0
11 3.63 - 30 82.6 - 8000 4.0
13 2.19 - 40 182.6 - 1000 4.0
14 3.32 - 45 135.5 - 5000 6.0
17 3.02 18.2 57 188.7 31.9 12000 -
18 3.43 19.1 33 96.2 57.9 2000 -
22 5.21 18.0 49 94.0 36.7 9000 6.6
24 2.98 15.2 47 157.7 32.3 10000 7.4
25 3.38 14.6 43 127.2 34.0 13000 5.4
27 2.60 16.7 47 180.8 35.5 11000 5.4
29 2.90 16.9 52 179.3 325 25000 8.6
30 3.92 18.4 50 127.6 36.8 26000 6.0
32 3.04 18.6 48 157.9 38.8 6000 5.6
34 3.19 14.4 44 137.9 32.7 27000 8.2
36 4.38 17.6 49 111.9 35.9 8000 8.6
37 6.22 19.3 50 80.4 38.6 18000 5.6
49 3.80 17.4 46 121.1 37.8 5000 6.2
54 2.85 17.3 48 168.4 36.0 3000 -
55 2.80 15.2 43 153.6 35.3 14000 7.4
56 4,71 20.3 60 127.4 33.8 2000 7.4
58 291 16.8 45 154.6 37.3 1000 5.8
62 4.06 20.4 60 147.8 34.0 7000 7.4
64 1.77 11.6 35 197.7 33.1 1000 8.6
83 3.29 14.4 47 142.9 30.6 9000 7.0
84 3.14 17.2 48 152.9 35.8 7000 8.0
86 231 10.3 28 121.2 36.8 11000 8.8
88 2.81 14.6 43 153.0 34.0 2000 4.6
89 3.27 16.5 48 146.8 34.4 14000 6.4
101 2.52 16.8 44 174.6 38.2 13000 3.8
102 1.50 12.7 37 246.7 34.3 7000 4.6
103 3.00 15.2 52 173.3 29.2 24000 4.8
105 2.35 17.5 34 144.7 51.5 19000 5.6
108 4.00 14.3 38 95.0 37.6 46000 4.6

*Valores de referéncia de saira-de-bando (Turquoise tanager) (Passeriformes: Thraupidae), segundo ISIS
(Internacional Species Information System) (2002). **Valor de referéncia de Aves, segundo Thrall et al., 2022.
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Anexo C — Resultados do leucograma dos trinca-ferros (S. similis) positivos para microfilarias. (continua)

Trinca- L euctcitos Bastdes Heterdfilos Linfécitos Mondcitos Eosinofilos Basofilos HL
ferro Relativo Absoluto Relativo Absoluto Relativo Absoluto Relativo Absoluto Relativo Absoluto Relativo Absoluto
F:é ?L‘;gfcfs* 3092 — 18628 - - . 1575-5581 - 1759-8829 -  1993-4375 - 439 - 1081 - 104-3912 -
2 12000 0 0 81 9720 15 1800 4 480 0 0 0 0 5.4
3 9800 0 0 30 2940 48 4704 19 1862 3 294 0 0 0.6
4 12000 2 240 60 7200 34 4080 4 480 0 0 0 0 1.8
5 7500 0 0 7 5775 20 1500 3 225 0 0 0 0 3.9
6 8800 2 176 68 5984 28 2464 2 176 0 0 0 0 2.4
7 32300 5 1615 57 18411 30 9690 7 2261 1 323 0 0 1.9
9 30800 1 308 95 29260 3 924 1 308 0 0 0 0 31.7
11 31800 1 318 73 23214 21 6678 5 1590 0 0 0 0 35
13 16500 2 330 71 11715 10 1650 17 2805 0 0 0 0 7.1
14 14500 0 0 52 7540 38 5510 9 1305 1 145 0 0 1.4
17 4000 0 0 38 1520 54 2160 6 240 2 80 0 0 0.7
18 3500 0 0 44 1540 47 1645 7 245 2 70 0 0 0.9
22 22000 1 220 48 10560 39 8580 11 2420 1 220 0 0 1.2
24 17500 0 0 53 9275 39 6825 8 1400 0 0 0 0 1.4
25 10000 0 0 35 3500 62 6200 2 200 1 100 0 0 0.6
27 11300 2 226 64 7232 28 3164 2 226 4 452 0 0 2.3
29 10300 3 309 45 4635 47 4841 3 309 2 206 0 0 1.0
30 6000 0 0 44 2640 49 2940 3 180 4 240 0 0 0.9
32 15500 0 0 50 7750 48 7440 1 155 1 155 0 0 1.0
34 6000 0 0 39 2340 50 3000 8 480 3 180 0 0 0.8
36 2300 4 92 40 920 50 1150 6 138 0 0 0 0 0.8
37 30000 0 0 28 8400 68 20400 3 900 1 300 0 0 0.4
49 4300 0 0 50 2150 43 1849 7 301 0 0 0 0 1.2
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Anexo C — Continuacéo.
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55
56
58
62
64
83

84
86

88
89
101

102
103
105
108

7800
7000
8500
13500
5800
8800
5000

24500
20500

9000
4500
8000

5800

7000

3500
23000
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1

290
0
0

230

69
53
65
53
60
72

32

43
42

71
52
63

46
38
50
63

5382
3710
5525
7155
3480
6336
1600

10535
8610

6390
2340
5040

2668
2660
1750
14490

23
35
27
35
32
18
58

51
49

20
39
21

41
35
24
23

1794
2450
2295
4725
1856
1584
2900

12495
10045

1800
1755
1680

2378

2450
840

5290

11

7
10

5
5
5
6
4
6
1
3
7
9

468
770
680
945
406
880
250

1225
1025

540
180
480

58
210
245

2070

O W N NDNWDNMNOO MM OFL O1OFL, DN

0

156
70

675
58

200

180
135
160

116
210
0
0

Ol 00 O O OO O O O o o o o

21
19
4

O O OO O O O o o o o

640

290
1470
665
920

3.0
15
2.4
15
1.9
4.0
0.6

0.8
0.9

3.6
1.3
3.0

11
11
2.1
2.7

*Valores de referéncia de saira-de-bando (Turquoise tanager) (Passeriformes: Thraupidae), segundo ISIS (Internacional Species Information System) (2002).
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Anexo D — Resultados de eritrograma, trombograma e PPT dos trinca-ferros (S. similis)
negativos para microfilarias.

Trinca-ferro Hemécias Hemoglobina Hematdcrito VGM CHGM Trombbcitos PPT

Valores de

Referéncia* 3,41-5,53 15,3 37,2-624 568-159,2 34,8 - 2,5-45*%*
15 4.60 - 52 113.0 - 3000 5.5
16 2.93 13.7 43 146.8 31.9 20000 -
20 3.16 18.7 40 126.6 46.8 15000 -
28 2.61 16.8 44 168.6 38.2 6000 7.2
31 3.89 14.3 41 105.4 34.9 17000 6.6
38 6.03 19.5 50 82.9 39.0 5000 8.0
41 244 12.4 40 163.9 31.0 2000 6.2
43 4.62 20.4 50 108.2 40.8 10000 7.6
44 2.95 15.6 43 145.8 36.3 1000 7.2
45 3.16 18.3 55 174.1 33.3 15000 9.0
47 2.86 12.2 37 129.4 33.0 8000 6.0
51 3.68 16.6 46 125.0 36.1 8000 6.0
57 2.81 16.3 52 185.1 31.3 9000 7.8
61 3.45 19.1 53 153.6 36.0 2000 7.2
63 6.49 22.2 59 90.9 37.6 1000 6.2
66 3.24 14.6 40 123.5 36.5 1000 6.8
69 3.74 16.4 45 120.3 36.4 3000 5.2
71 3.30 16.1 40 121.2 40.3 2000 5.2
73 4.92 19.0 55 111.8 34.5 6000 7.6
75 441 17.1 50 1134 34.2 4000 7.0
81 3.14 11.8 37 117.8 31.9 6000 6.4
100 3.88 18.6 43 110.8 43.3 4000 4.0
106 2.58 145 42 162.8 34.5 2000 4.4
109 2.89 17.9 51 176.5 351 6000 4.8
110 4.01 16.4 46 114.7 35.7 16000 5.0

*Valores de referéncia de saira-de-bando (Turquoise tanager) (Passeriformes: Thraupidae), segundo ISIS
(Internacional Species Information System) (2002). **Valor de referéncia de Aves, segundo Thrall et al., 2022.
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Anexo E — Resultados do leucograma dos trinca-ferros (S. similis) negativos para microfilarias. (continua)

Trinca- | euchcitos Bastdes Heterofilos Linfécitos Mondcitos Eosindfilos Basofilos oL
ferro Relativo Absoluto Relativo Absoluto Relativo Absoluto Relativo Absoluto Relativo Absoluto Relativo Absoluto
F:é ?L‘;gfcfs* 309218628 - - . 1575-5581 -  1759-8829 -  1993-4375 -  439-1081 - 104-3912 -
15 16300 0 0 70 11410 22 3586 8 1304 0 0 0 0 3.2
16 7500 0 0 82 6150 12 900 6 450 0 0 0 0 6.8
20 11800 0 0 49 5782 50 5900 0 0 1 118 0 0 1.0
28 13300 2 266 52 6916 35 4655 9 1197 2 266 0 0 15
31 14300 0 0 44 6292 52 7436 3 429 1 143 0 0 0.8
38 8800 0 0 45 3960 46 4048 7 616 2 176 0 0 1.0
41 9000 0 0 85 7650 6 540 8 720 1 90 0 0 14.2
43 6300 0 0 33 2079 54 3402 8 504 5 315 0 0 06
44 11300 0 0 64 7232 25 2825 9 1017 2 226 0 0 2.6
45 3500 1 35 37 1295 41 1435 14 490 7 245 0 0 0.9
47 15300 0 0 68 10404 30 4590 2 306 0 0 0 0 2.3
51 7000 0 0 31 2170 52 3640 16 1120 1 70 0 0 0.6
57 24500 0 0 46 11270 47 11515 7 1715 0 0 0 0 1.0
61 14800 0 0 49 7252 41 6068 10 1480 0 0 0 0 1.2
63 14300 0 0 41 5863 49 7007 5 715 5 715 0 0 0.8
66 16800 0 0 54 9072 31 5208 14 2352 1 168 0 0 17
69 7300 0 0 57 4161 32 2336 9 657 2 146 0 0 1.8
71 2800 0 0 38 1064 46 1288 8 224 8 224 0 0 0.8
73 10800 0 0 32 3456 56 6048 12 1296 0 0 0 0 0.6
75 13000 0 0 72 9360 18 2340 7 910 3 390 0 0 4.0
81 18300 2 366 63 11529 17 3111 15 2745 3 549 0 0 37
100 1500 0 0 8 120 84 1260 6 90 0 0 2 30 0.1
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Anexo E - Continuacéo.

106 2000 0 0 45 900 33 660 6 120 1 20 15 300 1.4
109 1300 0 0 13 169 60 780 2 26 1 13 24 312 0.2
110 4300 1 43 28 1204 59 2537 4 172 0 0 8 344 0.5

*Valores de referéncia de saira-de-bando (Turquoise tanager) (Passeriformes: Thraupidae), segundo ISIS (Internacional Species Information System) (2002).
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Anexo F — Peso corporal dos trinca-ferros (S. similis) positivos para microfilarias.

Trinca-ferro  Peso (Q) Trinca-ferro Peso (g)
1 45 35 47
2 29 36 44
3 41 37 46
4 40 39 a7
5 31 49 51
6 42 54 44
7 42 55 43
8 31 56 48
9 31 58 52
10 35 62 46
11 34 64 45
13 41 78 48
14 41 83 45
17 49 84 49
18 40 86 41
22 51 88 46
24 45 89 47
25 51 93 43
27 45 96 52
29 50 101 a7
30 49 102 45
32 45 103 45
33 42 105 44

34 49 108 43




Anexo G — Peso corporal dos trinca-ferros (S. similis) negativos para microfilarias.

Trinca-ferro Peso (g)

15 42
16 36
20 46
21 44
23 47
28 48
31 46
38 44
40 41
41 44
43 49
44 43
45 51
47 42
50 47
51 50
57 49
59 50
61 51
63 45
66 43
69 47
70 44
71 45
73 47
75 44
76 55
77 47
81 45
100 39
106 44
109 40

110 40




Anexo H — AlteracGes clinicas dos trinca-ferros (S. similis) positivos para microfilarias.

(continua)

Trinca-ferro

Alteracoes Clinicas

[EEN
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Lesdo em peito, auséncia de penas na cauda

Escoriagdo em face, auséncia de penas na cauda
Escoriacdo em face, auséncia de penas na cauda
Escoriacdo em face

Escoriacdo em face

Sem alteragdes digna de nota

Escoriacdo em face, hematoma no peito

Placas brancas na cavidade oral

Escoriacdo em face, empenamento deficiente, lesdo em peito, fezes aderidas em
penas pericloacal

Lesdo de apoio em tarso bilateral

Auséncia de penas na cabeca

Escoriacdo em bico, empenamento deficiente

Lesdo em peito e membro inferior direito, formacdo de calo no tarso,
empenamento deficiente

Escoriagdo em volta do bico, presenga de piolhos

Presenca de piolhos

Sem alteragdes digna de nota

Sem altera¢des digna de nota

Placas brancas na cavidade oral

Placas brancas proximas a comissura do bico, presenca de piolhos
Sem alteragdes digna de nota

Sem altera¢des digna de nota

Sem alteragdes digna de nota

Diarreia

Sem alteragdes digna de nota

Sem alteracdes digna de nota

Presenca de piolhos

Sem alteracdes digna de nota

Escoriacdo em volta do bico, auséncia de penas no pescoco
Sem alteracdes digna de nota

Sem alteragdes digna de nota

Sem alteragdes digna de nota

Sem alteragdes digna de nota

Sem alteragdes digna de nota

Sem alteragdes digna de nota

Sem alteragdes digna de nota

Sem alteragdes digna de nota

Sem alteragdes digna de nota

Sem alteragdes digna de nota
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Anexo H — Continuacéo.

86 Sem alteragdes digna de nota
88 Descamagéo de bico, hiperqueratose nos pés, esforco respiratério, hérnia
abdominal

89 Sem alteragdes digna de nota
93 Sem alteragdes digna de nota
96 Sem alteragdes digna de nota
101 Sem alteragdes digna de nota
102 Sem altera¢des digna de nota
103 Sem alteragdes digna de nota
105 Pododermatite

108 Sem alteragdes digna de nota
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Anexo | — Alteracdes clinicas dos trinca-ferros (S. similis) negativos para microfilarias.

Trinca-ferro
15
16
20

21

23
28
31
38
40
41
43
44
45
47
50
51
57
59
61
63
66
69
70
71
73
75
76
77
81
100
106
109
110

Alteracdes Clinicas
Escoriagdo no bico, formacéo de calo no tarso
Escoriacdo em volta do bico, pododermatite, presenca de piolhos
Placa branca na coana, auséncia de penas na asa esquerda

Mucosa oral hiperémica, escoriagdo em volta do bico, auséncia de penas na

cauda

Placa branca na coana

Sem altera¢des digna de nota
Sem alteragdes digna de nota
Sem alteragdes digna de nota
Sem altera¢des digna de nota
Sem alteracdes digna de nota
Sem alteragdes digna de nota
Sem alteracdes digna de nota
Sem alteragdes digna de nota
Sem alteracdes digna de nota
Sem alteragdes digna de nota
Sem altera¢des digna de nota
Sem alteragdes digna de nota
Sem altera¢des digna de nota
Sem alteragdes digna de nota
Sem altera¢des digna de nota
Sem alteragdes digna de nota
Sem altera¢des digna de nota
Sem alteragdes digna de nota
Sem alteracdes digna de nota
Sem alteragdes digna de nota
Sem alteracdes digna de nota
Sem alteragdes digna de nota
Sem alteracdes digna de nota
Sem alteragdes digna de nota
Descamacéo de bico

Lesdo em membro inferior esquerdo

Sem alteragdes digna de nota
Sem alteracdes digna de nota
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