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EDITORIAL

O BOLETIM DE PESQUISA N° 25 DO PNI “Parasitas de Aves Silvestres do Parque Nacional
do Itatiaia” dos pesquisadores Bruno Pereira Berto e Hermes Ribeiro Luz da UFRRJ, nos traz
através de 54 referéncias bibliograficas e pesquisa constante neste PARNA, um trabalho
criterioso, continuo e esmerado.

Os pesquisadores citam que o Parque apresenta elevado grau de vulnerabilidade, representando
uma “ilha de conservac¢ao” da biodiversidade no Estado do Rio de Janeiro e que as Aves t€ém
grande importancia para esta UC, tanto sob o ponto de vista ecologico, quanto pelo seu potencial
turistico.

Bruno e Hermes, neste contexto, apontam a importancia do conhecimento de parasitismo nas
“Aves do PNI”, ja4 que ndo ha registros de estudos académicos sobre identificagdo, prevaléncia,
distribuicéo, epidemiologia e etc...

Os parasitas em Aves do PNI se destacam os Coccidios e os Carrapatos que sdo de extrema
importancia, tanto em termos de biodiversidade parasitéaria, quanto em patogenicidade para a Ave
hospedeira.

Os pesquisadores Berto e Luz, até o presente momento, capturaram 360 Aves, sendo que 98 Aves
estavam infectadas por 46 espécies diferentes de Coccidios, dos quais 31 espécies sao
consideradas novas para a Ciéncia. Quarenta (40) Aves estavam infestadas por Carrapatos, dos
quais 10 foram positivas para Rickettsia.

Bruno e Luz recomendam uma especial atencdo para as populacdes de Aves (Sporophila frontalis
e Onychorhychus swainsoni) caracterizadas como Vulneraveis pela IJUCN (Unido Internacional
para a Conservacgdo da Natureza e dos Recursos Naturais), das quais foram observadas infectadas
por Coccidios e Carrapatos respectivamente.

Os Coccidios, que sdo protozoarios parasitos intracelulares majoritamente intestinais, 0s quais
podem ser identificados em amostras fecais; e Carrapatos, que S8o ectoparasitas,
obrigatoriamente hematdfagos podem ser encontrados parasitando Aves nos estagios de adultos,
ninfas e larvas, sendo os Ultimos estagios mais comuns.

Os principais Coccidios parasitas em Aves Silvestres sdo do género Isospora. A Coccidose é
considerada uma importante causa de enterite e 6bito em Aves de todas as espécies.

E entre os Carrapatos, temos cinco espécies mais importantes em termos de parasitismo em Aves

Silvestres:



Amblyomma longirostre, Amblyomma aureolatum, Amblyomma nodosum, Amblyomma
calcaratum e Amblyomma parkeri e dentre os agentes patogénicos transmitidos por carrapatos,
destacam-se as bactérias intracelulares gram-negativos do género Rickettsia, do Grupo Febre
Maculosa.

Os pesquisadores descrevem a metodologia de coleta utilizada com imagens das redes de neblina
e suas malhas, assim como o anilhamento das Aves.

Nos resultados preliminares, dentre as novas espécies de Coccidios observados no PNI, se
destaca Isospora parnaitatiaiensis, que € uma homenagem ao PNI. Este novo Coccidio foi
observado parasitando o papa-taoca-do-sul Pyriglena leucoptera (Fig.5) e uma especial atencéo
para a populacdo de pixoxds Sporophila frontalis (Fig.9) que na trilha Ruy Braga foram
capturados cinco exemplares, os quais aparentemente saudaveis, porém, nas analises laboratoriais
deram positivos para Coccidios do género Isospora.

Em relacdo aos carrapatos foram identificadas 4 espécies parasitando Aves no PNI: Amblyomma
longirostre, Amblyomma nodosum, Amblyomma calcaratum e Amblyomma sculptum. Os
pesquisadores concluem afirmando que a presenca de parasitas em Aves Silvestres é comum e,
portanto, ndo deve impactar a salde e biodiversidade das Aves do PNI e que em ambientes
antropizados as Aves tendem a estar estressadas e imunodeficientes, e, nestas condi¢fes a
Coccidose e a infestacdo por carrapatos podem levar a mortalidade das Aves, o que devido a
Conservacdao Ambiental do Parque Nacional do Itatiaia ndo ocorre.

Enfim, um resumo dos curriculum dos autores revela suas vidas académicas:

Bruno Pereira Berto possui Pos-doutorado em Protozoologia pela Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRRJ). Doutor em Parasitologia pela UFRRJ. Mestre em Microbiologia pela
UFRRJ e Bacharel e Licenciado em Biologia pela Universidade Estacio de S& (UNESA). E
Professor da UFRRJ- Departamento de Biologia Animal, Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da
Saulde. Publicou diversos trabalhos sobre o0 assunto em pauta.

Hermes Ribeiro Luz é Pos-Doutorado da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ)
e Bolsista da Fundacdo Carlos Chagas Filho de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro.
Graduado em Ciéncias Bioldgicas, UFRRJ. Mestre em Ciéncias Veterinarias, UFRRJ. Doutorado
em Ciéncias Veterinarias, UFRRJ. Publicou diversos trabalhos sobre o assunto em pauta. O

mesmo tem a supervisao do Dr. Jodo Luiz Horacio Faccini, coordenador do projeto “Carrapatos-



Aves-Patogenos no estado do Rio de Janeiro”, financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa

do estado do Rio de Janeiro (FAPERJ).

EM, 30/SETEMBRO/2016.
LEO NASCIMENTO.

COORDENADOR DE PESQUISA E EDITOR DO BOLETIM DE PESQUISA DO PNI.
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RESUMO

O Parque Nacional do Itatiaia é uma Unidade de Conservacdo de protecdo integral classificado
pelo Ministério do Meio Ambiente como area de prioridade extremamente alta para a
conservacdo da biodiversidade. O parque apresenta elevado grau de vulnerabilidade,
representando uma “ilha de conserva¢ao” da biodiversidade no Estado do Rio de Janeiro. As aves
tém grande importancia para o parque, tanto sob o ponto de vista ecoldgico, quanto pelo seu
potencial turistico. Neste contexto, surge a importancia do conhecimento sobre o estado de
parasitismo nesta aves, que atualmente tem ganhado importancia em diversos estudos ecolégicos
que indicam que os parasitos influenciam e sofrem influéncia em suas aves hospedeiras de acordo
com seus respectivos ambientes. No PNI ndo ha registros de estudos académicos sobre parasitas
em aves, ou seja, ndo ha estudos preliminares de identificacdo, nem estudos consequentes como
de prevaléncia, distribuicdo, epidemiologia, etc. Dentre os parasitas em Aves, podem-se destacar
0s coccidios e os carrapatos que sdo de extrema importancia, tanto em termos de biodiversidade
parasitaria, quanto em patogenicidade para a ave hospedeira. Além disso, vale ressaltar que
carrapatos parasitando aves podem estar infectados por riquétsias, incluindo o agente etioldgico
da febre maculosa em humanos Rickettsia ricketsii. Neste sentido, os projetos em andamento dos
pesquisadores Dr. Bruno Pereira Berto e Dr. Hermes Ribeiro Luz, da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, visam primariamente identificar e quantificar as espécies de coccidios e
carrapatos de aves silvestres no Parque Nacional do Itatiaia, os quais fomentardo estudos
complementares sobre a dindmica do parasitismo entre familias, habitos, estratificacdes,
condi¢des ambientais, etc., além de verificar a frequéncia de riquétsias infectando carrapatos. Até
0 presente momento, 360 aves foram capturadas e examinadas para a presenca de coccidios e

carrapatos. Destas, 98 estavam infectadas por 46 espécies diferentes de coccidios, dos quais 31



espécies sdo consideradas como novas para a Ciéncia. Quarenta aves estavam infestadas por
carrapatos, dos quais 10 foram positivos para riquétsias. A presenca de parasitas em aves
silvestres € comum e, portanto, ndo deve impactar a saude e biodiversidade das aves do parque;
entretanto, em ambientes antropizados as aves tendem a estar estressadas e imunodeficientes, e,
nestas condigdes, a coccidiose e a infestacdo por carrapatos pode ser severa levando a
mortalidade das aves. Neste contexto observa-se a boa conservagdo do Parque Nacional do
Itatiaia, pois ndo tem sido observados espécimes de aves severamente doentes devido as
infeccdes de coccidios e/ou infestacdes de carrapatos, 0 que poderia caracterizar o estresse das
aves em um ambiente impactado. Finalmente, especial atencdo pode ser dada as populagdes de
Sporophila frontalis e Onychorhynchus swainsoni categorizadas como Vulneraveis pela IUCN
(Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza e dos Recursos Naturais), das quais foram

observadas infectadas por coccidios e carrapatos respectivamente.



APRESENTACAO

Biodiversidade refere-se a variedade de vida no planeta, ou a propriedade dos
ecossistemas serem distintos. Engloba as plantas, os animais, 0S microrganismos e 0S processos
ecoldgicos em uma unidade funcional. Neste contexto, o Brasil ocupa posicéo de destaque dentre
0s paises com maior biodiversidade por abrigar alguns dos biomas com a maior riqueza de
espécies da fauna mundial e, também, com a mais alta taxa de endemismo. A Mata Atlantica e o
Cerrado estdo entre os principais biomas brasileiros, sendo relacionados na lista dos 25 hotspots
da Terra (MMA, 2016). Em particular, a Mata Atlantica esta entre as cinco primeiras colocada na
lista dos hotspots mundiais, pois, sua area remanescente é inferior a 8% da sua extensao original
(SIMON et al., 2008).

A perda e fragmentacdo de habitats e a biopirataria sdo as principais ameacas a
biodiversidade da Mata Atlantica, as quais, além dos impactos diretos a fauna, flora e microbiota,
indiretamente favorecem a transmissao e susceptibilidade dos animais silvestres aos parasitas.
Dentre as areas prioritarias para conservacdo na Mata Atlantica destacam-se as Unidades de
Conservacao (UC), como o Parque Nacional do Itatiaia (PNI) que € uma area de protecéo integral
que faz parte da Reserva da Biosfera da Mata Atlantica segundo a Organizacdo das Nagdes
Unidas para a Educacdo, a Ciéncia e a Cultura (UNESCO), além de estar classificado pelo
Ministério do Meio Ambiente (MMA) como area de prioridade extremamente alta para a
conservacdo da biodiversidade. O PNI estd situado na Serra da Mantiqueira, na divisa dos
Estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais e Sdo Paulo, abrangendo no Rio de Janeiro 0s
municipios de Itatiaia e Resende. Apresenta um relevo caracterizado por montanhas e elevacgdes
rochosas, com altitude variando de 540 a 2.791 m, no seu ponto culminante, o Pico das Agulhas
Negras (ICMBIO, 2015).

O PNI apresenta elevado grau de vulnerabilidade, representando uma “ilha de
conservacdo” da biodiversidade, a qual abrange aproximadamente 5.000 especies de insetos, 384
de aves e 50 de mamiferos, além de inumeros repteis e anfibios, muitos endémicos ou
ameacados. As aves tém grande importancia para o PNI, tanto sob o ponto de vista ecoldgico,
guanto pelo seu potencial turistico. O PNI é considerado um dos melhores locais do mundo para a

pratica do “birdwatching” ou observacdo de aves. Atualmente pelo menos 384 espécies sao



relatadas para o PNI, sendo 51 consideradas endémicas e 42 vivendo em altitudes elevadas
(HONKALA & NIIRANEN, 2010).

Estes numeros e condigdes no PNI o tornam um excelente ambiente e modelo para
pesquisas cientificas que visam o conhecimento e conservacdo da biodiversidade e de suas
dindmicas bioldgicas. De fato, o PNI é uma das localidades onde mais ocorrem pesquisas
cientificas, quando comparado com as demais UC no Brasil. No entanto, temas pontuais ou, até
mesmo, algumas pesquisas abrangentes so escassas ou inexistentes no PNI. E o caso dos estudos
de parasitologia em aves, que até o presente momento ndo foram abordados no PNI (ICMBIO,
2015).

Os parasitos podem afetar a morfologia, comportamento e salde das aves, mesmo em
infeccBes sub-letais, exercendo importante pressdo ecoldgica e evolucionaria; portanto, a
identificacdo e quantificacdo dos parasitos sdo essenciais para o entendimento das implicacbes
ecoldgicas e evolucionarias dos parasitos nos hospedeiros e consequentemente, no ecossistema
(MASELLO et al., 2006). As aves sdo hospedeiras de uma grande diversidade de parasitos, 0s
quais tem um elaborado modo adaptativo de vida e podem causar doencas severas que causam
impacto na reproducdo e sobrevivéncia e podem afetar varios aspectos de vida do hospedeiro
(NORRIS; EVANS, 2000; MARTINEZ-PADILLA; MILLAN, 2007; DOLNIK et al., 2010). Em
contrapartida, as aves tém comportamentos antiparasitarios, fisiologicos ou defesas imunolégicas.
Alguns fatores que influenciam na intensidade de infeccdo na natureza incluem a genética, defesa
imunoldgica, estacdo do ano, migracao, idade, tamanho, sexo, estado hormonal, etc. (MASELLO
et al., 2006).

Dentre os diversos grupos de parasitas em Aves, podem-se destacar: (1) Coccidios, que
sdo protozoarios parasitas intra-celulares majoritariamente intestinais, os quais podem ser
identificados em amostras fecais; e (2) Carrapatos, que sdo ectoparasitas, obrigatoriamente
hematdfagos, e de distribuicdo mundial. Esses podem ser encontrados parasitando aves nos
estagios de adultos, ninfas e larva, sendo os ultimos estagios mais comuns.

Neste contexto, projetos de pesquisa financiados pela Fundagdo Carlos Chagas Filho de
Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ) tém sido desenvolvidos objetivando a

identificacdo e quantificacdo de coccidios e carrapatos em aves silvestres do PNI.



Coccidios em Aves Silvestres

Os principais coccidios parasitas de aves silvestres sdo espécies do género Isospora, 0
qual pode ser considerado o género de coccidios mais relevante descrito de aves silvestres. As
espécies de Isospora sdo predominantemente intestinais apesar de algumas espécies promoverem
fases extra-intestinais. Outros géneros menos frequentes observados de aves silvestres s&o:
Eimeria, Caryospora, Sarcocystis e Frenkelia de rapinantes; e ainda Toxoplasma, sendo as aves
hospedeiros intermediarios (FAYER, 1980; DUSZYNSKI; WILBER, 1997).

A identificacdo dos coccidios é feita, basicamente, através da identificacdo das formas
exogenas isoladas de amostras fecais de seus respectivos hospedeiros, as quais sdo denominadas
de oocistos. Cada oocisto € constituido por um numero determinado de unidades infectantes
denominados esporozoitos, 0s quais podem estar inseridos em outra estrutura importante para o
estudo morfoldgico, denominado esporocisto (DUSZYNSKI; WILBER, 1997; TENTER et al.,
2002; BERTO et al., 2014a).

Em tempos modernos, relatos e descricbes de espécies de coccidios sdo relativamente
frequentes. Duszynski et al. (2004) validaram e agruparam centenas de espécies em diversas
familias e ordens da classe Aves, entretanto inimeras destas espécies precisam ser re-descritas ou
melhor caracterizadas para propiciar a identificacdo eficiente e confiavel em outros hospedeiros
(DUSZYNSKI et al., 2004; BERTO et al. 2011). Outra dificuldade associada ao diagnostico da
coccidiose é a especificidade ao hospedeiro. Segundo Duszynski et al. (2004), Berto et al. (2011)
e as publicacBes validadas por estes mesmos autores, os coccidios sdo especificos em nivel de
familia da ave hospedeira. Neste pensamento, uma Unica espécie de coccidio é capaz de parasitar
diversas aves de mesma familia tornando ainda mais complexo o diagnostico da coccidiose, uma
vez que ndao hd uma sistematica finalizada e que possua um consenso comum entre 0S
ornitologistas. Frequentemente sdo sugeridas novas classificagcdes na classe Aves, principalmente
na ordem Passeriformes, devido as suas familias serem reagrupadas (CICERO; JOHNSON, 2001;
BURNS et al., 2003; CBRO, 2014).

Outro ponto que deve ser considerado na identificacdo dos coccidios é a distribui¢do
geografica original das aves silvestres, porém também héa possibilidade de transmissdo/dispersdo
de coccidios além da distribuicdo geografica de seus hospedeiros. Em outras palavras, apesar dos
coccidios descritos de aves que habitam regides geograficamente isoladas e bem delimitadas
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permanecerem igualmente isolados, a maioria das aves apresenta uma grande distribuicéo
geogréfica, podendo ser simpatricas com outras aves de mesma familia e, assim, promovendo a
transmissdo entre aves simpatricas e o surgimento de novos hospedeiros. Alem disso, o trafico
ilegal de aves silvestres, o comércio legal, criacbes de aves exdticas proximas ao ambiente
silvestre, reintrodugdo de aves por Centros de Triagem, etc. podem promover a
transmissao/dispersdo de coccidios entre aves ndo-simpétricas (DUSZYNSKI et al., 2004;
CARVALHO-FILHO et al., 2005; BERTO et al. 2011; BERTO; LOPES, 2013; LOPES et al.,
2013; BERTO et al., 2014b).

Ainda neste pensamento, a transmissdo dos coccidios é principalmente feco-oral e,
portanto, inumeros fatores devem ser considerados (FAYER, 1980). Gomez et al. (1982),
Gardner e Duszynski (1990), Berto et al. (2008) e Giraudeau et al. (2014) afirmam que diferentes
habitats, efeitos sazonais e condi¢cdes e impactos ambientais influenciam na severidade da
coccidiose e nas caracteristicas dos oocistos. Esta condicao dificulta ainda mais a identificacéo,
pois a morfologia, e principalmente a morfometria, pode ser distinta em oocistos de mesma
espécie recuperados de aves de mesma espécie, porém que habitam em ambientes distintos.

A coccidiose é considerada uma importante causa de enterite e Gbito em aves de todas as
espécies (FREITAS et al., 2003). Além de interferir diretamente na salde, o parasitismo por
coccidios em aves pode interferir na fisiologia e no comportamento (AGUILAR, 2005;
MARTINEZ-PADILLA; MILLAN, 2007; MASELLO et al., 2006). Dependendo da espécie de
coccidio os sintomas podem variar de infeccdo inaparente a doenca aguda e em alguns casos
finalizando em 6ébito. Os efeitos adversos induzidos pelos coccidios ou 0s custos associados com
a resposta contra o parasitismo podem resultar em importantes custos fisiologicos e fenotipicos
potencialmente afetando a sobrevivéncia de filhotes nos ninhos. A imunidade contra coccidios
desenvolve-se dependendo do numero de oocistos ingeridos; no entanto, a resposta imunoldgica
ndo previne a reinfeccdo. Em aves adultas, um equilibrio é alcangado entre a reinfecgdo
constante e o nivel de imunidade (KRAUTWALD-JUNGHANNS et al., 2009).

Em conclusdo, a coccidiose em aves silvestres em um habitat sem alteragfes ambientais é
raramente um problema significativo; por outro lado, epizootias devem ocorrer quando impactos
de origem natural ou antrépica contribuem para alterar o comportamento e/ou, principalmente,
estressar as aves (ATKINSON et al., 2008; GIRAUDEAU et al., 2014).
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Carrapatos em Aves Silvestres

Aves silvestres desempenham papel importante na manutencdo do ciclo bioldgico de
carrapatos e, consequentemente, na dispersdo destes parasitos em decorréncia de sua alta
capacidade de deslocamento (LABRUNA et al., 2007; LUZ; FACCINI, 2013). Entretanto,
diferentes espécies de aves realizam diferentes tipos de deslocamento, que podem variar desde
deslocamentos locais (dentro e entre fragmentos de mata) até deslocamentos entre regides com
climas diferentes. Assim, ndo é possivel generalizar o papel das aves como dispersoras de
carrapatos (LUZ; FACCINI, 2013; LUGARINI et al., 2015).

Estudos realizados no Brasil apontam que carrapatos parasitam aves predominantemente
nas fases imaturas, larvas e ninfas (LABRUNA et al., 2007; OGRZEWALSKA et al., 2008;
OGRZEWALSKA et al., 2009; LUZ; FACCINI, 2013; LUZ et al., 2012; LUGARINI et al.,
2015). No que diz respeito ao bioma Mata Atlantica, local onde ha mais estudos a respeito deste
tema, cinco espécies de carrapatos figuram como as mais importantes em termos de parasitismo
em aves silvestres: Amblyomma longirostre, Amblyomma aureolatum, Amblyomma nodosum,
Amblyomma calcaratum e Amblyomma parkeri (ARZUA et al., 2005; OGRZEWALSKA et al.,
2008; OGRZEWALSKA et al., 2011; MATURANO et al., 2015).

Dentre os agentes patogénicos transmitidos por carrapatos, destacam-se as bactérias
intracelulares gram-negativas do género Rickettsia, que podem pertencer ao Grupo da Febre
Maculosa, dependendo da espécie. No Brasil, as espécies pertencentes a este grupo sao Rickettsia
rickettsii, Rickettsia parkeri, Rickettsia amblyommii e Rickettsia rhipicephali, estas duas Gltimas
com patogenicidade desconhecida (FOURNIER; RAOULT, 2007; PAROLA et al., 2014).
Quanto as demais espécies, Rickettsia bellii e R. amblyommii ja foram encontradas em A.
longirostre (LABRUNA, 2009; MCINTOSH et al., 2015). Em termos de carrapatos coletado de
aves, R. parkeri-like ja foi detectada em A. calcaratum e A. nodosum (OGRZEWALSKA et al.,
2008; OGRZEWALSKA et al., 2009; LUGARINI et al., 2015).

Embora o conhecimento da associacdo aves silvestres - carrapatos - patégenos ainda
esteja numa fase embrionaria no Brasil, 0s poucos estudos aqui mencionados sao suficientes para
destacar a importancia dessa associacdo e a necessidade de mais pesquisas para investigar

profundamente o real papel desempenhado pelas aves silvestres na propagacdo de agentes
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patogénicos, especialmente as aves de comportamento migratério (LUZ; FACCINI, 2013). Em
concluséo, o diagndstico de Rickettsia rickettsii, agente etiolégico do Complexo Febre Maculosa
Brasileira, infectando carrapatos em aves silvestres no PNI e suas relagdes ecoldgicas é a

principal meta do atual estudo.
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METODOLOGIA

Selecdo dos pontos de captura de aves silvestres no PNI: As localidades onde séo
realizadas as capturas de aves silvestres sdo selecionadas equitativamente no PNI, abrangendo
todas as altitudes, tipos de vegetacédo, condi¢Oes de conservagéo, etc.

Captura, coleta e registro das aves silvestres: As capturas de aves silvestres sdo
realizadas a cada bimestre. As localidades de captura sdo avaliadas e caracterizadas quanto aos
parametros de uso e cobertura do solo (proximidade com atividades agroflorestais e
agropecuarias, vegetagao florestal preservada, corpos d’agua, etc.) num raio de 1 km do ponto de
captura, com o auxilio de imagens de satélite fornecidas pelo software Google Earth. Os
parametros meteorol6gicos médios (temperatura, umidade, pressdo, radiacdo, chuva, etc.) de um
periodo de 30 dias antes da captura sdo obtidos do INMET (2016), utilizando os dados
registrados para o municipio de Resende-RJ. Nos locais de captura, sdo utilizadas redes de
neblina com diferentes dimensdes de malha objetivando a captura de aves de diversos portes
(Figura 1). A frequéncia de verificacdo das redes de neblina € de 20 minutos, conduzindo-se em

sequéncia com a retirada manual da ave, minimizando estresse (Figura 2A).

Figura 1. Redes de neblina para captura da aves silvestres.
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Figura 2. Espécime de Leptopogon amaurocephalus (cabecudo) capturado na rede de neblina

(A). Contencéo inicial em sacos de pano (B).

As aves sdo inicialmente mantidas em sacos de pano (Figura 2B) até que proceda-se com
a identificacdo especifica da ave (Figura 3A) (SIGRIST, 2014), marcacdo com anilhas do Centro
Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Aves Silvestres (CEMAVE) (Anilhador Sénior: Hermes
Ribeiro Luz; Anilhador Janior: Bruno Pereira Berto) (Figura 3B) e determinacédo e registro dos
dados biol6gicos e biométricos (massa; temperatura; comprimento total; comprimento, largura e
altura do bico; comprimentos da asa, cauda e tarso; estagio de pneumatizacéo do cranio; contetdo
de gordura acumulado; estdgio da placa de incubacdo; e estadgio de desgaste das primarias)
(NASCIMENTO et al. 1994) (Figura 4 e 5). Apds isto, as aves sdo criteriosamente verificadas
quanto a presenca de carrapatos, coletados com auxilio de pingas (Figura 4B).
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Figura 3. Espécime de Sporophila maximiliani (bicudo) sendo identificado (A). Marcac¢do com

anilha do Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Aves Silvestres de um espécime de
Habia rubica (tié-do-mato-grosso) (B).

Em um segundo momento, as aves sdo transferidas para caixas de papeldo especificas
para o transporte de aves e com diferentes dimensdes para acondicionar aves de diversos portes.
Estas caixas de papeldo sdo previamente forradas com papel absorvente objetivando-se obter as
defecacdes isoladas para a metodologia de quantificacdo de coccidios (Figura 6).

Apds a obtencdo das amostras fecais, as aves sdo, em seguida, libertadas no préprio
ambiente onde foram capturadas. Sempre que possivel, as amostras sdo coletadas ao entardecer,
uma vez que Lopez et al. (2007), Dolnik et al. (2010), Morin-Adeline et al. (2011) and Pap et al.
(2011) relatam que os coccidios de aves possuem um ritmo circadiano de eliminacdo de oocistos,

tendendo a eliminar maior quantidade de oocistos nas Ultimas horas do dia.
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Figura 4. Determinacdo e registro do estagio de pneumatizacdo do cranio de um espécime de

Basileuterus culicivorus (pula-pula) (A). Verificacdo e observacdo de um carrapato parasitando

um espécime de Cacicus haemorrhous (guaxe) (B).

. ﬁt‘ ” ‘ < /.:"\."."/4"’ Y | 1 Tt
Figura 5. Determinacdo e registro do comprimento total (A) e altura do bico (B) de um espécime

a
>

de Pyriglena leucoptera (papa-taoca-do-sul).
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Figura 6. Caixa de papelao forrada com papel absorvente para contengdo das aves e obtencdo de

defecacdes isoladas.

Processamento, identificacdo e quantificacdo dos coccidios nas amostras fecais: As
fezes obtidas sdo transportadas em tubos de centrifuga de 15 ml contendo a relacdo de 1/6 de
fezes para 5/6 de solucdo aquosa de dicromato de potéssio (K.Cr,0;) a 2,5%. Para que 0s
oocistos permanecam viaveis 0s tubos de centrifuga sdo periodicamente abertos e
homogeneizados assegurando constante presenca de oxigénio atmosférico. No laboratdrio, estes
tubos de centrifuga contendo o material fecal e a solu¢do de K,Cr,O; a 2,5%, sdo mantidos
abertos em temperatura ambiente, até verificar que mais de 70% dos oocistos estejam
esporulados. Apoés a esporulacdo dos oocistos, estes podem ser separados da solucdo contendo as
fezes e 0 K,Cr,07 pela técnica modificada de flutuacdo com solucdo de sacarose (500g sacarose,
350ml agua) via centrifugacdo (5min a 2.000 rpm) descrita por Sheather (1923) e modificada por
Duszynski e Wilber (1997). A quantificacdo de oocistos é conduzida de acordo com Dolnik
(2006) e Dolnik et al. (2010), onde a totalidade de oocistos recuperada a partir de uma defecacao
é contada em lamina de microscopia. Estes resultados conferem a densidade de coccidios de um
hospedeiro (BUSH et al., 1997), sendo expressos como oocistos por defecagédo (OoPD). Para
identificacdo dos oocistos recuperados utiliza-se como base as diretrizes e estudos morfoldgicos e
morfometricos destacados por Duszynski e Wilber (1997) e Berto et al. (2014a) que auxiliam na
identificacdo e classificacdo dos oocistos esporulados de coccidios. De acordo com Duszynski e

Wilber (1997) e Berto et al. (2011), os oocistos recuperados de um hospedeiro devem ser
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comparados, em detalhes, com as espécies de coccidios descritas na mesma familia do hospedeiro
onde os oocistos foram encontrados. Posteriormente, apds o processamento, identificacdo e
quantificacdo de um maior nUmero amostras, testes paramétricos descritivos, analise de variancia
(ANOVA) e regressdo linear, serdo realizados com base em Sampaio (2002) e Berto et al.
(2014a), para relacionar as medidas dos oocistos esporulados de mesmas ou diferentes espécies e
suas respectivas aves hospedeiras, além da correlacdo das densidades e medidas dos oocistos com
os dados ecoldgicos, biologicos e biométricos dos hospedeiros. Os resultados de densidade
(OoPD) serdo submetidos a transformacao logaritmica antes da aplicacdo da ANOVA.

Processamento, identificacdo e deteccao de riquétsias dos carrapatos: Os carrapatos
coletados sdo identificados de acordo com sitio de fixacdo, espécie de ave, data, local e hora da
coleta. As larvas e ninfas ingurgitadas sdo transportadas para o laboratorio para se tentar obter as
respectivas mudas para ninfas e adultos, de modo que a identificacio morfoldgica possa ser
realizada através de chaves dicotdmicas publicadas por Martins et al. (2010) para ninfas e Barros-
Battesti et al. (2006) para adultos. As coletas nos hospedeiros sdo complementadas com coletas
dos estagios de vida livre, realizadas nos mesmos locais e através de técnicas descritas no Manual
de Vigilancia Acarologica da Superintendéncia de Controle de Endemias/SP. Apds a
identificacdo dos carrapatos, 0s mesmos sdo examinados quanto a presenca de riquétsias,
utilizando primeiro o teste de hemolinfa e, em seguida, os métodos moleculares. Riquétsias: O
DNA é extraido utilizando o kit Easy-DNA Blood & tissue kit (QIAGEN). A concentracdo do
DNA ¢é medida por espectrofotometria (Nanodrop, Thermo Scientific) e as concentracfes
padronizadas em 10ng/ul. Em seguida, as amostras de DNA sdo estocadas a -20°C, até analises
posteriores. Para a avaliacdo inicial da infeccdo por Rickettsia spp. € utilizado um género
especifico “nested” PCR, tendo como alvo o gene de antigeno 17 kDa (PORNWIROON et al,
2003). As amostras positivas sdo submetidas a dois ensaios de PCR de confirmacdo, utilizando
um fragmento de 834 pb do gene gltA como alvo (HORTA et al, 2010) e um fragmento de 530
pb do gene ompA como alvo (Labruna et al, 2004).

Os produtos de PCR séo purificados com Exo-SAP-IT (GE Healthcare Life Sciences) e
submetidos ao sequenciamento através do “BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit” (Life
Technologies do Brasil), seguindo o procedimento do fabricante. Apos a reacdo, a remogéo de
nucleotideos nédo incorporados foi feita usando o “BigDye XTerminator® Purification Kit” (Life
technologies). Todo o sequenciamento é realizado usando sequenciador de DNA automatico
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(3500 Applied Biosystems), localizado no Departamento de Parasitologia Animal, UFRRJ.
As sequéncias obtidas sdo identificadas usando o programa BlastN, junto ao banco de dados
GenBank.

Projetos e Licencas: Os projetos de pesquisa no tema de coccidios em aves silvestres
foram financiados pela FAPERJ e intitulados: (1) “Coccidios em aves silvestres como
biomarcadores de dispersdo e impactos ambientais no Parque Nacional do Itatiaia e em seu
entorno” [Periodo: 2014-2016; Coordenador: Prof. Carlos Wilson Gomes Lopes, Médico
Veterinario, PhD, LD (DPA/IV/UFRRJ); Colaboradores: Prof. Bruno Pereira Berto, Biologo,
DSc (DBA/ICBS/UFRRJ), Prof. lldemar Ferreira, Bidlogo, PhD (DBA/ICBS/UFRRJ) e Prof.
Douglas Mclintosh, Microbiologista, PhD (DPA/IV/UFRRJ); SISBIO: 45200-1; CEUA
IV/UFRRJ: 036/2014]; (2) “Identificagdo e intensidade de infec¢do de coccidios (Protozoa:
Apicomplexa) em aves no Parque Nacional do Itatiaia, RJ, Brasil” [Periodo: 2015-2016;
Pesquisador: Prof. Bruno Pereira Berto, Bidlogo, DSc (DBA/ICBS/UFRRJ); SISBIO: 49605-1;
CEUA ICBS/UFRRJ: 008/2015]. O projeto de pesquisa no tema de carrapatos em aves silvestres
foi também financiado pela FAPERJ e intitulado: “Diversidade, relacdo parasito-hospedeiro e
infeccdo por Rickettsia rickettsii, agente do Complexo Febre Maculosa Brasileira, em carrapatos
associados com aves silvestres no Estado do Rio de Janeiro ” [Periodo: 2014-2019; Pds-
Doutorando: Dr. Hermes Ribeiro Luz, Bidlogo, DSc (DPA/IV/UFRRJ); Supervisor: Prof. Jodo
Luiz Horacio Faccini, Médico Veterinario, PhD, LD (DPA/IV/UFRRJ); SISBIO: 2505369].

Discentes: Bruno do Bomfim Lopes, Bidlogo [Doutorado em Ciéncia, Tecnologia e
Inovacdo em Agropecuaria (PPGCTIA); Inicio: 2014]; Irlane Faria de Pinho, Médica Veterinéria,
Bidloga, MSc [Doutorado em Ciéncias Veterinarias (PPGCV); Inicio: 2015]; Lidiane Maria da
Silva, Bi6loga, MSc [Mestrado (concluido) e Doutorado em Ciéncias Veterinarias (PPGCV);
Inicio: 2014]; Mariana Borges Rodrigues, Bidloga, MSc [Mestrado (concluido) e Doutorado em
Ciéncias Veterinarias (PPGCV); Inicio: 2014]. Stanley Nobre Lima, Médico Veterinario
[Mestrado em Ciéncias Veterinarias (PPGCV); Inicio: 2016].
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RESULTADOS PRELIMINARES

Até o presente momento, 360 aves foram capturadas e examinadas para a presenca de
coccidios e carrapatos. Destas, 98 estavam infectadas por 46 espécies diferentes de coccidios, dos
quais 31 espécies sdo consideradas como novas para a Ciéncia. Quarenta aves estavam infestadas
por 75 carrapatos, dos quais 10 foram positivos para riquétsias.

Dentre as novas espécies de coccidios observadas no PNI, pode-se destacar Isospora
parnaitatiaiensis, a qual foi assim denominada em homenagem ao PNI. Este novo coccidio foi
observado parasitando o papa-taoca-do-sul Pyriglena leucoptera, sendo a segunda espécie
descrita da familia Thamnophilidae. Seus oocistos foram descritos como sendo elipsoidais, 23,8
x 19,4 um, com parede dupla e lisa, ~ 1.1 um de espessura. Micrépila e residuo de oocistos foram
ausentes, mas um ou dois granulos polares foram presentes. Esporocistos foram elipsoidais, 14,6
x 9,3 um. O corpo de Stieda mamiliforme e corpo de sub-Stieda arredondado a retangular.
Residuo do esporocisto presente, geralmente, como um conjunto de numerosos granulos.
Esporozoitos vermiformes com dois corpos refrateis e um nucleo. Os desenho e fotomicrografias
dos oocistos de I. parnaitatiaiensis podem ser observados nas Figuras 7 e 8.

Especial atencdo pode ser dada a populacdo de pixoxds Sporophila frontalis residente no
PNI. Esta espécie esta categorizada como Vulneravel pela IUCN (Unido Internacional para a
Conservacao da Natureza e dos Recursos Naturais) e, desta forma, possui prioridade em medidas
de conservacdo. Em um ponto de captura/coleta no inicio da travessia Rui Braga foram
capturados cinco espécimes de S. frontalis (Figura 9), os quais estavam aparentemente saudaveis;
entretanto, apds processamento de suas amostras fecais, 0s cinco espécimes foram positivos para
coccidios do género Isospora. Esta(s) espécie(s) estd no momento em processo de identificacéo.

Dentre os carrapatos foram identificadas 4 espécies parasitando aves no PNI: Amblyomma
longirostre, Amblyomma nodosum, Amblyomma calcaratum e Amblyomma sculptum. Rickettsias
foram detectadas em A. longirostre (Rickettsia bellii) and A. nosodum (Rickettsia bellii). Apesar
da ndo deteccdo e rickettsias em A. sculptum, essa espécie merece maior atencdo por ser o

principal vetor da Rickettsia rickettsii, agente do grupo Febre Maculosa Brasileira para o Homem.
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Figura 7. Desenho de Isospora parnaitatiaiensis, uma nova espécie de coccidio parasita do papa-
taoca-do-sul Pyriglena leucoptera. Oocisto (A) com as suas respectivas variacdes de corpos de
Stieda e substieda (B-D). Escala: 10 pm.
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CONCLUSAO

A presenca de parasitas em aves silvestres € comum e, portanto, ndo deve impactar a
salde e biodiversidade das aves do PNI. Em ambientes antropizados as aves tendem a estar
estressadas e imunodeficientes, e, nestas condigdes, a coccidiose e a infestagdo por carrapatos
pode ser severa levando a mortalidade das aves. Neste sentido, o PNI pode ser considerado bem
conservado, pois ndo foram observados, até o presente momento, espécimes de aves com sinais
clinicos aparentes de coccidiose, alta densidades de oocistos em amostras fecais ou alta
infestacdo por carrapatos, o que poderia caracterizar o estresse das aves em um ambiente

impactado.
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Figura 8. Fotomicrografias (A-D) de oocistos de Isospora parnaitatiaiensis, uma nova espécie
de coccidio parasita do papa-taoca-do-sul Pyriglena leucoptera. Escala: 10 pm.
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29

Figura 9. Espécimes de pixox6 Sporophila frontalis capturadas em um ponto de captura/coleta

no inicio da travessia Rui Braga. Fémea (A) e macho (B).
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