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RESUMO

As infecgbes por hemosporideos aviarios sdo amplamente distribuidas entre aves
silvestres, mas ainda pouco documentadas em espécies que ndo compdem a ordem
Passeriformes e em contextos urbanos. Este estudo teve como obijetivo investigar a
ocorréncia e a diversidade de Plasmodium spp. € Haemoproteus spp. em aves
recebidas no Centro de Triagem de Animais Silvestres de Juiz de Fora (CETAS-JF),
Minas Gerais. Foram analisadas 46 aves de sete ordens taxonomicamente distintas,
avaliadas por meio de exames microscopicos e moleculares (nested-PCR)
direcionados ao gene mitocondrial cytb. A composi¢cdo amostral incluiu individuos da
ordem Piciformes (26,08%), Strigiformes (23,91%) e Falconiformes (15,21%), além de
Cathartiformes e Accipitriformes (13,04% cada), e Cariamiformes e Galliformes
(4,34%). A prevaléncia total foi de 15,21% pela microscopia e 52,17% pela nPCR, com
maior frequéncia de infecgdes nas ordens Cariamiformes, Galliformes e Strigiformes.
As analises filogenéticas revelaram linhagens de Haemoproteus spp. € Plasmodium
spp., incluindo registros inéditos para duas espécies de hospedeiros ameagadas (Crax
fasciolata e Pteroglossus bailloni). Os resultados reforgam a importancia da integragao
entre diagndsticos morfologicos e moleculares e demonstram o potencial dos centros
de reabilitagdo como fontes relevantes para o monitoramento ecoldgico e

epidemioldgico e para a conservagao da avifauna em areas urbanas e periurbanas.

Palavras-chave: CETAS, Malaria aviaria, Haemoproteus paraortalidum,

Haemoproteus syrnii; Plasmodium huffi.



ABSTRACT

Avian haemosporidian infections are widely distributed among wild birds but remain
underreported in non-passerine species and in urban settings. This study aimed to
investigate the occurrence and diversity of Plasmodium spp. and Haemoproteus spp.
in birds admitted to the Wild Animal Screening Center of Juiz de Fora (CETAS-JF),
Minas Gerais, Brazil. We analyzed 46 birds from seven avian orders (Accipitriformes,
Cathartiformes, Cariamiformes, Falconiformes, Galliformes, Piciformes, and
Strigiformes) using both microscopic examination and molecular diagnostics (nested-
PCR) targeting the mitochondrial cytb gene. The distribution of sampled orders was as
follows: Piciformes (12 individuals; 26.08%), Strigiformes (11; 23.91%), Falconiformes
(7; 15.21%), Cathartiformes and Accipitriformes (6 each; 13.04%), and Cariamiformes
and Galliformes (2 each; 4.34%). Overall prevalence was 15.21% by microscopy and
52.17% by nested-PCR, with higher infection frequencies detected in the orders
Cariamiformes, Galliformes, and Strigiformes. Phylogenetic analyses identified
lineages of Haemoproteus spp. and Plasmodium spp., including first records for two
threatened host species (Crax fasciolata and Pteroglossus bailloni). These results
underscore the importance of integrating morphological and molecular diagnostic
approaches and highlight the potential of wildlife rehabilitation centers as strategic
sources for eco-epidemiological surveillance and the conservation of avifauna in urban

and peri-urban landscapes.

Keywords: CETAS, Malaria aviaria, Haemoproteus paraortalidum, Haemoproteus

syrnii; Plasmodium huffi.
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1 INTRODUGAO GERAL

A infecgao por hemosporideos aviarios em ambientes naturais € amplamente
documentada, mas avangos recentes tém direcionado a atencdo para hospedeiros
historicamente sub-representados na literatura, como espécies ameacadas,
endémicas e de distribuicao restrita (Rodrigues et al., 2020; Anjos et al., 2021; Fecchio
et al., 2021; Hennig et al., 2024). Esses grupos, embora menos amostrados, sao
fundamentais para compreender a diversidade, as intera¢des ecologicas e a dinamica
evolutiva dos parasitos dos géneros Plasmodium, Haemoproteus e Leucocytozoon
(Clark et al., 2014; Santiago-Alarcon et al., 2014). Estudos conduzidos em diferentes
biomas neotropicais, especialmente na Mata Atlantica e no Cerrado, tém revelado a
presengca de linhagens raras ou pouco conhecidas em hospedeiros sensiveis a
fragmentagcdo de habitat, reforcando a importancia da ampliagdo dos esforgos
amostrais nesses contextos (Sebaio et al., 2012; Belo et al., 2011; Fecchio et al.,
2013).

O progresso na compreensao desses parasitos foi impulsionado pela crescente
aplicacdo de ferramentas moleculares, que permitiram ampliar o numero de
hospedeiros e biomas estudados. No Brasil, essa abordagem ganhou forga a partir de
2013, com o inicio de estudos voltados a caracterizagdo molecular de linhagens
parasitarias em biomas como Amazénia, Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal (Fecchio
et al., 2013; Lacorte et al., 2013; Ferreira-Junior et al., 2017). Essas pesquisas
revelaram expressiva diversidade genética entre as linhagens, muitas ainda sem
classificacdo taxondmica definida, além de destacarem lacunas geograficas e
taxondmicas significativas (Belo et al., 2011; Fecchio et al., 2017).

Historicamente, a identificacdo dos hemosporideos era baseada
exclusivamente da analise morfologica dos parasitos em esfregagos sanguineos
corados, um método de grande valor histérico, mas de sensibilidade limitada e
dependente da experiéncia do observador (Valkitnas, 2005). Essa limitagao, somada
a impossibilidade de distinguir coinfecgbes de cogenéricos ou linhagens cripticas,
restringia a precisédo diagnéstica (Valkiunas et al., 2006a; Paulinauskas et al., 2015).
Com o avango das técnicas moleculares, especialmente a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e o sequenciamento do gene mitocondrial citocromo b, tornou-se
possivel detectar infeccbes com maior sensibilidade e especificidade, além de inferir

relacdes filogenéticas entre as linhagens (Hellgren et al., 2004; Bensch et al., 2009).



Grande parte dos dados moleculares disponiveis ainda se concentra em aves
da ordem Passeriformes, que representam cerca de 87% dos registros no banco de
dados global MalAvi (Durrant et al., 2006; Fecchio et al., 2020). Esse viés decorre, em
parte, do uso predominante de redes de neblina, técnica amplamente empregada na
captura de aves silvestres que favorece a amostragem de espécies de pequeno porte
e de individuos com maior atividade locomotora, padréo influenciado por multiplos
fatores morfolégicos, comportamentais e ecoldégicos. Nesse contexto, podem ser
amostrados, com maior frequéncia, individuos em possiveis estagios cronicos de
infeccdo, nos quais a atividade comportamental tende a ser preservada, sem que esse
favorecimento seja atribuido exclusivamente a condi¢ao infecciosa (Marques et al.,
2013; Clark et al., 2014). Tal distribuicdo amostral tende a refletir apenas parte da
diversidade morfoldgica, comportamental e ecoldgica da avifauna brasileira (Tattoni &
LaBarbera, 2023).

Os ambientes urbanizados vém se consolidando como espacgos relevantes
para a manutencdo e propagacdo de hemosporideos aviarios. Aves adaptadas a
presengca humana, frequentemente, apresentam elevadas taxas de infecgao,
sobretudo por Plasmodium spp. de linhagens generalistas, favorecidas por fatores
como a abundancia de criadouros de hospedeiros invertebrados, densidade
populacional e baixa diversidade de hospedeiros aviarios (Ferreira-Junior et al., 2017,
Rodrigues et al., 2019; Fecchio et al., 2019a; Caizergues et al., 2024).

A urbanizagao, ao reduzir a heterogeneidade ecolégica, tende a aumentar a
prevaléncia de infeccbes em populacdes sedentarias e facilitar o contato entre aves
silvestres, domésticas e migratérias, elevando o risco de spillover e de introdugao de
linhagens em novos nichos ecoldgicos (Ferreira-Junior et al., 2018). Além disso, a
recorréncia de poucas linhagens dominantes em ambientes urbanos pode levar a
homogeneizagéo parasitaria, fendbmeno de implicagdes ainda pouco compreendidas,
mas potencialmente relevantes para a saude das aves e para estratégias de manejo
e conservagao (Clark et al., 2016; Hernandez-Lara et al., 2020).

Nesse contexto, os centros de reabilitacdo de fauna silvestre se destacam
como ambientes estratégicos para a investigacdo da diversidade de hemoparasitos
em aves (Belo et al., 2009; Tostes et al., 2017; Barino et al., 2020; Fecchio et al.,
2020). Estudos recentes demonstram que esses locais, especialmente os situados em
areas urbanizadas, constituem oportunidades consistentes e favoraveis para o

monitoramento da circulagao parasitaria e para a obtengdo de dados padronizados



(Fecchio et al., 2019a; Bueno et al., 2010). Essas instituicbes recebem aves
provenientes de diferentes contextos de admissao, incluindo atropelamentos, trafico,
cativeiro e demais ocorréncias relacionadas a atividades antrépicas, permitindo
investigar a relacéo entre diversidade parasitaria e fatores ambientais associados a
urbanizagao (Soulsbury & White, 2015; MacGregor-Fors et al., 2020; Ferraguti et al.,
2020).

No Brasil, pesquisas em Centros de Triagem de Animais Silvestres (CETAS)
vém demonstrando que tais espagos funcionam n&o apenas como refugios
temporarios para a fauna impactada, mas também como pontos estratégicos de
monitoramento ecoldgico e epidemioldgico (Chagas et al., 2017; Barino et al., 2020;
Blanco et al., 2016). Esses locais possibilitam o monitoramento continuo da circulagao
de hemoparasitos em areas urbanas e periurbanas, fornecendo subsidios para acoes
de manejo e conservagao da fauna (Belo et al., 2009; Tostes et al., 2017; Barino et
al., 2020). Assim, reforga-se a importancia de integrar os centros de reabilitagdo as
redes de pesquisa em parasitologia e conservagao, ampliando o conhecimento sobre
a ecologia e distribuicdo dos hemosporideos aviarios em regides de intensa
transformagao ambiental.

Diante desse panorama, o presente trabalho teve como objetivo geral detectar
infecgdes por Plasmodium spp. elou Haemoproteus spp. por meio de analises
microscopicas e moleculares (PCR) em aves silvestres de médio e grande porte
resgatadas em regides urbanas e periurbanas da Zona da Mata mineira e mantidas
no Centro de Triagem de Animais Silvestres (CETAS-JF), em Juiz de Fora, Minas

Gerais.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Hemosporideos aviarios

Os hemosporideos aviarios, protozoarios pertencentes a ordem Haemosporida
(Apicomplexa), estdo entre os grupos parasitarios mais diversos e prevalentes em
aves, com mais de 260 espécies descritas e cerca de 4.600 linhagens identificadas
por marcadores moleculares (Valkiinas, 2005; Bensch et al., 2009; Fecchio et al.,
2021). Sua distribuicdo é global, abrangendo aves silvestres e de cativeiro em todos
os continentes, exceto na Antartica. Essa ampla ocorréncia, associada a diversidade
de hospedeiros, os torna modelos para pesquisas em ecologia de doengas, evolugao
e epidemiologia (Hamilton & Zuk, 1982; Ricklefs & Fallon, 2002; Marzal et al., 2011).

Regides de alta biodiversidade, como os neotrépicos, destacam-se pela
relevancia na descricao de novas linhagens e na compreensao dos padrdes evolutivos
e ecoldgicos desses parasitos, uma vez que grande parte das aves ainda € pouco
estudada sob a perspectiva parasitologica (Braga et al., 2011; Carlson et al., 2020a;
Poulin, 2021). Nesse contexto, os centros de triagem e reabilitacdo de fauna silvestre
assumem papel estratégico, pois viabilizam a coleta de amostras de espécies raras
ou de dificil acesso em condi¢des controladas (IBAMA, 2021).

A ordem Haemosporida €& composta principalmente pelos géneros
Plasmodium, Haemoproteus e Leucocytozoon (Figura 1), cuja classificagao tradicional
baseia-se em caracteristicas morfolégicas e nos aspectos de seus ciclos biolégicos
(Valkiinas, 2005). Embora as analises moleculares tenham proporcionado avangos
significativos, a identificagcdo morfolégica continua essencial para fins taxondmicos e
descritivos (Valkitnas & lezhova, 2018).

A transmiss&do dos hemosporideos ocorre pela picada de insetos hematdéfagos
da ordem Diptera das familias Culicidae, Hippoboscidae e Ceratopogonidae, que
atuam como vetores bioldgicos, influenciando tanto a distribuicao geografica quanto a
dindmica epidemiolégica dos parasitos (Bennett et al., 1965; Valkiinas, 2005;
Krizanauskiené et al., 2013).

Embora muitas infecgdes apresentem curso cronico e assintomatico, a
patogenicidade dos hemosporideos € variavel e depende da espécie parasitaria, da
resposta imune do hospedeiro e de fatores ambientais (Olias et al., 2011; Cannell et

al.,, 2013; Vanstreels & Parsons, 2014). Em condigdes desfavoraveis, como



imunossupressao ou alta parasitemia, esses parasitos podem causar anemia, necrose

tecidual e, em casos graves, 6bito (Valkitnas, 2005).

Figura 1 - Esquema representativo da sistematica dos géneros Haemoproteus,
Plasmodium e Leucocytozoon. Legenda: E - Eukaryota; S - Sar; Al. - Alveolata; Ap. -
Aplicomplexa; Ac. - Aconoidasida.
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Fonte: Elaborada pela autora (2025). Baseado em Valkiunas (2005) e Valkiunas & Atkinson
(2020).

2.1.1 Ciclo biologico

Os parasitos da ordem Haemosporida (Haemoproteus, Plasmodium e
Leucocytozoon) possuem ciclo de vida heteroxeno e compartilham semelhangas,
tornando possivel uma descricao geral (Valkiunas, 2005). O ciclo desses parasitos
envolve a alternancia das etapas do ciclo reprodutivo (merogonia, gamogonia e
esporogonia) entre hospedeiros vertebrados e invertebrados (Garnham, 1966;
Remple, 2004; Valkitnas, 2005; Santiago-Alarcon et al., 2012; Toscani Field et al.,
2018) (Figura 2).

Os hospedeiros invertebrados, dipteros hematéfagos, sdao os hospedeiros
definitivos, nos quais ocorrem a reprodug¢ao sexuada, além da reprodug¢ao assexuada
por esporogonia. Os vertebrados atuam como hospedeiros intermediarios, por ser
local de ocorréncia de reprodugcdo assexuada (merogonia) e o0 processo de

diferenciagcdo conhecido como gametogonia, que da origem aos gametdcitos e,



posteriormente, aos gametas (Remple, 2004). A interagdo hospedeiro vertebrado-
invertebrado no ciclo de vida dos hemosporideos apresenta elevada complexidade,
exigindo uma série de condi¢bes especificas para sua efetiva manutencéao (Valkiunas,
2005). O sucesso desse ciclo depende da presenca de um hospedeiro vertebrado
susceptivel, da capacidade do vetor em se alimentar nesse hospedeiro e, sobretudo,
da longevidade do inseto, que deve ser suficiente para permitir a conclusao da
esporogonia e a migracado dos esporozoitos até as glandulas salivares, etapa
essencial para a transmissao do parasito a um novo hospedeiro suscetivel (Valkiunas,
2005; Harl et al., 2022). A reprodugao assexuada nao ocorre quando 0s esporozoitos
sao inoculados em hospedeiros n&o suscetiveis. Nesse caso, os estadios do parasito
ndo se desenvolvem, resultando em uma infecgdo abortiva, sem progressao para a
formagao de gametdcitos (Valkiunas, 2005; Valkiunas & lezhova, 2017).

O ciclo biolégico dos hemosporideos tem continuidade quando um diptero
hematofago susceptivel, durante o repasto, inocula esporozoitos na corrente
sanguinea do hospedeiro vertebrado. Estes esporozoitos, entdo, migram para tecidos
especificos, onde formam merontes e se multiplicam assexuadamente por meio da
merogonia exoeritrocitica. Nessa etapa, formam-se os merozoitos, que podem
originar novas geragoes do parasito em células do sistema reticuloendotelial, células
endoteliais e fibroblastos de diversos tecidos (Valkiunas, 2005). A quantidade de ciclos
de merogonia, de merozoitos formados e do tipo de érgado acometido variam de acordo
com a espécie de parasito (Kvasager, 2015).

Durante o ciclo eritrocitico dos hemosporideos, pode ocorrer a diferenciagéo
de alguns merozoitos em gametécitos, a depender do género do parasito (Paul et al.,
2003). No caso de Plasmodium, essa gametogonia ocorre no interior dos eritrocitos.
Ja em parasitos do género Haemoproteus, os gametdcitos se desenvolvem no interior
de células do sistema reticuloendotelial, sem que haja uma fase de merogonia
eritrocitica (Valkiunas, 2005).

Ao se alimentar em um hospedeiro vertebrado infectado, os insetos
hematofagos podem ingerir gametécitos. Caso sejam compativeis, os gametdcitos
ingeridos se diferenciam no interior do intestino médio, liberando os gametas que
dardo continuidade ao ciclo parasitario. O macrogametécito origina um Unico
macrogameta, de forma arredondada, enquanto o microgametécito gera multiplos
microgametas filiformes por exflagelagdo, um processo influenciado por fatores como

temperatura e estimulos quimicos (Valkiunas, 2005; Bell, 2016).



A unido dos gametas (singamia) da origem a um zigoto mével (oocineto). Este
atravessa o epitélio do intestino médio do inseto e atinge a Iamina basal, formando um
oocisto, no qual ocorre a esporogonia, que origina numerosos esporozoitos alongados
(Michel & Kafatos, 2005; Valkiunas, 2005; Aliota et al., 2011; Lapointe et al., 2012;
Valkiunas & Atkinson, 2020). Esses esporozoitos se distribuem pela hemolinfa e
permanecem nas glandulas salivares até serem inoculados em um novo hospedeiro
vertebrado suscetivel (Valkiunas, 2005; Vanstreels & Parsons, 2014).

Embora os ciclos bioldégicos dos géneros Haemoproteus, Plasmodium e
Leucocytozoon compartilhem semelhangas, distinguem-se por particularidades que
refletem diferencas taxonémicas e ecoldgicas. Tais distingdes envolvem a
especificidade dos hospedeiros invertebrados, a diversidade interespecifica dos
parasitos, a ocorréncia ou auséncia de merogonia eritrocitica, bem como os tipos
celulares e os tecidos preferencialmente infectados. Adicionalmente, aspectos
morfolégicos, como a natureza das formas parasitarias circulantes e a presenca ou
auséncia de pigmento de hemozoina, constituem critérios relevantes para a
diferenciacdo desses hemosporideos. As principais caracteristicas comparativas

estdo sistematizadas na Tabela 1 para cada um desses géneros.

Figura 2 - Ciclo bioloégico geral da ordem Haemosporida. Legenda: (a)
Macrogameta, (b) microgameta, (c; d) oocineto e sua invasdo da membrana basal,
(e) oocisto, (f) rompimento do oocisto liberando esporozoitos, (g) esporozoitos
inoculados no hospedeiro vertebrado, (h) meronte exoeritrocitico, (i) rompimento do
meronte exoeritrocitico com liberagao de merozoitos, (j) merozoitos, (I)
macrogametocitos, (m) microgametécitos. Especificamente para o género
Plasmodium (merogonia eritrocitica): (0) trofozoitos, (p) merontes eritrociticos.

Merogonia eritrocitica
//' (Exclusiva para

Merogonia exoeritrocitica Plasmodium spp.)

\

Fonte: Adaptado de Martinez-de la Puente (2020). Elaborado pela autora (2025).



Tabela 1 — Principais caracteristicas comparativas entre os hemosporideos aviarios.

Géneros
Caracteristicas Referéncias
Haemoproteus Plasmodium Leucocytozoon
Hospedeiros invertebrados Ceratopogopldae Culicidae Cera_topo_gomdae Valkiunas (2005)
Hippoboscidae Simuliidae
Nivel de especificidade Baixa Alta Intermediaria Fecchio (2020)
o . Gametocitos Valkiunas &
Formas F;aat;]aslljt:nisrifc(;?cuolantes no Gametocitos Merontes Gametocitos Izehova (2018;
guep Trofozoitos 2022; 2023)
o Eritrocitos maduros
Tipos celulares hematopoiéticos Eritrécitos maduros Eritrocitos Eritroblastos
P P maduros Fecchio (2020)

alvo de infecgao Eritroblastos

Eritroblastos

Leucécitos
mononucleares

Merogonia eritrocitica Ausente Presente Ausente Valkiunas (2005)
Presente Presente
Presente
Células endoteliais, Células i
. S . . Células
. . i reticuloendoteliais e  reticuloendoteliais, . . .
Merogonia exoeritrocitica o e reticuloendoteliais, Valkiunas &
miofibroblastos endoteliais e

(Tipos celulares/orgéos) hematopoiéticas

Pulmdbes, bago, coragao

e musculatura Cérebro, bago e

tubulares renais e
hepatdcitos

Pouco eludidado

Izehova (2017)

esquelética figado
Pigmento de hemozoina Presente Presente Ausente Dutra et al. (2024)
Megalomerontes Presente Ausente Presente Valkiunas &

Atkinson (2020)

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

2.1.2 Patogénese e sinais clinicos

As infecgdes por hemosporideos aviarios podem apresentar relevancia

patogénicas, especialmente em  hospedeiros

susceptiveis,

sejam  o0s

imunologicamente nao-adaptados ou sem histérico prévio de exposigdo ou,

alternativamente, em espécies que nao coevoluiram com esses parasitos (Garnham,
1966; Warner, 1968; Bennett et al., 1993; Cannell et al., 2013; Vanstreels et al., 2014;

Dinhopl et al., 2015). Entretanto, historicamente, a patogenicidade desses parasitos,

sobretudo os pertencentes ao género Haemoproteus, foi negligenciada em virtude de



subdiagnésticos frequentes, o que contribuiu para a percepgéo errbnea de sua
suposta inocuidade em hospedeiros aviarios (Fecchio et al., 2020). No entanto, novos
estudos de mortalidade por hemoproteose em aves de cativeiro e de vida livre,
demonstraram associagdo a danos teciduais e hematoldgicos severos causados por
merogonia exoeritrocitica e eritrocitica (Groff et al., 2019, Ortiz-Catedral et al., 2019,
Yoshimoto et al., 2021).

A patogénese das infecgbes por hemoparasitos da ordem Haemosporida
caracteriza-se por um curso dindmico e multifasico no hospedeiro vertebrado,
determinado por interagdes complexas entre o parasito e os sistemas fisioldgicos do
hospedeiro, principalmente a resposta imune aviaria (Valkitinas, 2005). Esse processo
é influenciado por fatores intrinsecos ao parasito, como especificidade de género e
estratégias de evasdo imune e pode ser sistematizado em duas fases principais: pré-
patente e patente, cuja duragdo varia entre os diferentes géneros e suas espécies
(Figura 3).

A fase pré-patente compreende o intervalo entre a inoculagao dos esporozoitos
por dipteros hematdéfagos e a deteccdo das formas parasitarias sanguineas na
circulagao periférica (Valkiunas, 2005). O surgimento dessas formas marca o inicio da
fase patente, que, por sua vez, pode ser subdividida em trés fases clinico-patoldgicos:
aguda, critica e crénica (Valkiunas & Atkinson, 2020).

Durante a fase aguda, ocorre uma rapida multiplicagéo do parasito nos tecidos
e/ou nos eritrocitos, com elevacgao abrupta da parasitemia, culminando na fase critica.
Essa etapa é geralmente associada as manifestagdes clinicas da infecgédo, comuns
aos géneros Haemoproteus, Plasmodium e Leucocytozoon, e sao majoritariamente
decorrentes de mecanismos de hemolise extravascular (Figura 4). Tais mecanismos
resultam em anemia por redugdo dos niveis de hematdcrito e hemoglobina,
frequentemente acompanhada por uma resposta regenerativa caracterizada por
policromasia e reticulocitose (Atkinson & Van Riper Ill, 1991; Atkinson et al., 2001;
Williams, 2005).

Além da hemdlise, outro componente central da fisiopatologia envolve a
indugdo de processos inflamatorios de intensidade variavel nos vasos sanguineos
(vasculite) e no parénquima de diversos 6rgaos, como consequéncia da multiplicagao
tecidual de merontes exoeritréciticos (Donovan et al., 2008; Olias et al., 2011; Dimitrov

et al., 2015). Tais alteragcdes sao histologicamente evidenciadas por infiltrados



10

heterofilicos, congestao vascular e edema tecidual difuso (Bishop et al. 1938; Lapointe
et al. 2012).

Adicionalmente, a presenca dessas formas teciduais pode causar bloqueios
vasculares por compressdo mecanica, favorecendo o desenvolvimento de areas
hipoxicas, hemorragias multifocais e, em conjunto com o aumento da permeabilidade
endotelial, culminar em lesdes necroéticas e degenerativas nos 6rgaos afetados (Fix et
al., 1988; Valkitinas, 2005; Donovan et al., 2008). Outros mecanismos patolégicos
variam entre os diferentes géneros (Figura 4).

Nos casos em que o hospedeiro vertebrado desenvolve resposta imune eficaz,
capaz de conter a proliferacdo parasitaria, a parasitemia tende a regredir
progressivamente até niveis subpatentes ou mesmo indetectaveis, caracterizando o
estabelecimento da fase crénica da infec¢ao (Valkiunas, 2005; Cornet & Sorci, 2014).
Essa fase pode perdurar por longos periodos ou se estender por toda a vida do
hospedeiro aviario, o qual passa a exercer papel de reservatério epidemioldgico,
contribuindo para a manutengao do ciclo de transmissao (Ferraguti et al., 2021).

Embora caracteristicamente associada a cargas parasitarias reduzidas, a
infeccdo crénica pode apresentar episodios de hiperparasitemia decorrentes de
recrudescéncia ou recaida (liginas et al., 2016; Schumm et al., 2019). Ambos os
fendbmenos envolvem a reativagéo da multiplicagao do parasito devido a episédios de
imunossupressao por estresse fisiolégico, porém tém origens distintas: a
recrudescéncia resulta da reativagdo da merogonia eritrocitica, sendo exclusiva de
espécies do género Plasmodium, ao passo que a recaida decorre da ativacédo de
merontes exoeritrociticos latentes, podendo ocorrer nos trés géneros, geralmente,
sendo relacionadas ao periodo reprodutivo dos hospedeiros vertebrados (Beaudoin et
al. 1971; Cranfield et al. 1994; Valkilnas & Atkinson, 2020).

As infeccbes por hemosporideos aviarios, incluindo géneros como
Plasmodium, Haemoproteus e Leucocytozoon, apresentam-se com ampla variedade
de manifestagdes clinicas que podem ser sutis ou inespecificas (Atkinson & van Riper
I, 1991; Valkiinas, 2005). Além dos sinais clinicos gerais, algumas manifestacdes
mais especificas podem ser observadas, variando conforme o género do parasito
(Tabela 2).
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Figura 3 — Representagao esquematica da dinamica temporal (t) da intensidade
parasitaria em infecgées por hemosporideos, indicando a variagao da parasitemia ao
longo do tempo (linha continua) e o limite de detecgao diagnéstica (linha tracejada

em vermelho).

4 Fase critica
Manifestacao
clinica
© Microscopia # Varredura microscéopica §
E ___________________________________________________________________________________________________________________
2
7}
o
(O
a.
Estresse
PCR # NUmero de réplicas $ fisiolégico
|-
| I I I o
Periodo  Fase aguda Fase cronica Recrudescéncia t
Pré-patente Recaida

Fonte: Adaptado de Valkiunas & Atkinson (2020).

Tabela 2 - Sinais clinicos comuns e especificos de hemosporideos aviarios.

Género

Sinais clinicos

Autores

Geral

(comum aos 3 géneros)

Anemia/mucosas hipocoradas
Letargia/fraqueza
Febre responsiva intermitente

Valkiunas (2005)

Esplenomegalia
Hepatomegalia

Atkinson (2008a,
2008b)

Redugéo do peso e escore corporal
Anorexia

Edema pulmonar
Dispneia

Merino et al. (2000)

Dimitrov et al. (2015)
Valkiunas (2005)

Especificos

Haemoproteus spp.

Hemorragia hepatica
Hemoceloma

Donovan et al. (2008)

Afecgbes musculares

Atkinson et al. (1988)

Leucocitose

Williams (2005)
Garvin et al. (2003)

Policromasia marcada

Evans & Otter (1998)
Muttow & Forbes
(1999)

Plasmodium spp.

Ictericia

Valkiunas (2005)
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Esteatose hepatica
Esplenomegalia
Hemo/hidropericardio
Nefrite

Conjuntivite hemorragica

Omar & Lim (1962)
Ishtiaq et al. (2012)
Dimitrov et al. (2015)

Sinais neuroldgicos

LaPointe et al. (2012)

Fezes esverdeadas
Diarreia

Garnham (1966)

Hipertensao pulmonar direita

Huchzermeyer (1988)

Elevacéo de proteinas totais plasmaticas e AST
(aspartato aminotransferase)

Redugao de creatinina

Leucocitose

Williams (2005)

Leucocytozoon spp.

Hemorragia muscular e hepatica

Suprihati et al. (2020)

Sinais neurolégicos
Cegueira

Raida & Jaensch
(2000)

Anormalidades na produgao de ovos
Fezes esverdeadas

Jin et al. (1976)
Yamada et al. (1981)

Fonte: Elaborado pela Autora (2025).

Figura 4 - Fluxograma da patogenia das infecgdes por hemosporideos dos géneros
Haemoproteus, Plasmodium e Leucocytozoon em aves. Legenda: azul -
mecanismos patologicos; rosa - alteragdes necroscopicas; verde - sinais clinicos.
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Haemoproteus
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Fonte: Adaptado de Dutra et al. (2024).

2.1.3 Diagnéstico

A escolha adequada dos métodos diagndsticos € essencial para a investigagéo
da diversidade, especificidade e distribuicdo de hemosporideos em aves, além de ser
fundamental para estudos ecoldgicos e padrdes evolutivos e de distribuigdo que
envolvem esses parasitos e seus hospedeiros (Pérez-Tris et al., 2012; Dimitrov et al.,
2013; Bernotiené et al., 2016; Pacheco et al., 2023; Valkiinas & lezhova, 2018;
Fecchio et al., 2021; Valkilnas, 2022). Para garantir estimativas confidveis de
prevaléncia e apoiar estratégias de manejo ambiental e vigilancia sanitaria, é
necessario adotar abordagens que combinem sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade (Fallon & Ricklefs, 2008; Bensch et al., 2009).

Historicamente, o exame microscopico de esfregacos sanguineos corados com
técnicas de Romanowsky, especialmente Giemsa, € amplamente utilizado para

identificar morfologicamente parasitos intraeritrociticos, como trofozoitos, merontes e
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gametocitos (Garnham, 1966; ValkiGnas, 2005; ValkiGnas & lezhova, 2018; 2022).
Essa abordagem permite também a quantificagdo da intensidade parasitaria e a
avaliacdo de aspectos morfolégicos que auxiliam na distingdo entre espécies. A
preparagao dos esfregagos requer precisao técnica, e sua interpretacdo depende de
observacgéo criteriosa em diversos campos microscopicos (Van Riper Il et al., 1986;
Campbell, 1995).

Apesar de sua relevancia, a microscopia apresenta limitacbes em casos de
infeccbes com baixa parasitemia, comuns em estagios cronicos, podendo levar a
subestimacdo da prevaléncia (Jarvi et al., 2002; Durrant et al., 2006; Valkinas &
Atkinson, 2020). Além disso, fatores como a qualidade do esfregaco e as
caracteristicas do hospedeiro podem interferir na interpretagao morfolégica (Perkins,
2000). Por outro lado, esse método mostra vantagens em situagdes especificas, como
a detecgéao de coinfecgdes e a diferenciagao de estagios evolutivos que podem passar
despercebidos nas analises moleculares (Pérez-Tris et al., 2012; Dimitrov et al., 2013).

Com o avango da biologia molecular, técnicas baseadas na PCR tém sido
amplamente utilizadas para detectar infecgdes, mesmo em niveis muito baixos de
intensidade parasitaria, por meio da amplificacdo de fragmentos do gene mitocondrial
do citocromo b (cytb), altamente conservado entre os hemosporideos (Bensch et al.,
2004; Hellgren et al., 2004; Pacheco et al., 2018). A sensibilidade dessas ferramentas
supera a da microscopia em muitos casos, especialmente na identificagdo de
infec¢des crénicas (baixa parasitemia) (Henning et al., 1999; Ribeiro et al., 2005;
Vanstreels & Parsons, 2014). Protocolos com nested-PCR e primers especificos sdo
capazes de distinguir os principais géneros de hemosporideos aviarios (Plasmodium,
Haemoproteus e Leucocytozoon) e seu uso tem se tornado padrdo em estudos
genéticos e epidemioldgicos (Bensch et al., 2000; Waldenstrom et al., 2004; Hellgren
et al., 2009).

Entretanto, essas técnicas também apresentam restricdes. A amplificacdo pode
favorecer linhagens com maior carga de DNA ou com maior afinidade pelos primers
utilizados, o que tende a ocultar outras variantes presentes em infecgdes mistas
(Zehtindjiev et al., 2012; Chagas et al., 2019; Bernotiené et al., 2016). Essa limitacdo
técnica dificulta a detecgao simultdnea de multiplas linhagens, o que representa um
desafio continuo na area. Como consequéncia, torna-se recomendavel o uso de

diferentes conjuntos de primers e alvos genéticos para aumentar a abrangéncia da
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detecgao molecular e garantir a identificagcado de todas as sequéncias envolvidas nas
coinfec¢des (Bernotiené et al., 2016).

Além disso, a PCR né&o distingue entre diferentes estadios evolutivos do
parasito e pode gerar resultados falso-positivos ao detectar DNA de formas néo
replicativas, como esporozoitos, ou em infecgdes abortivas (Olias et al., 2009;
Valkitnas et al., 2013; 2014). A interpretacao dos resultados, portanto, exige cautela.
Diante dessas caracteristicas, recomenda-se o uso combinado de abordagens
morfologicas e moleculares. Essa integracéo permite maior acuracia na identificagéo
das linhagens parasitarias, facilita a detec¢gado de coinfecgdes e contribui para uma
caracterizagao mais robusta da diversidade dos parasitos (Paulinauskas et al., 2007;
Mantilla et al., 2013; Rodrigues et al., 2020). O sequenciamento dos produtos
amplificados, seguido da comparag¢ado com bancos de dados como GenBank e MalAvi,
é fundamental para a identificacdo taxonémica e para analises filogenéticas confiaveis
(Ricklefs & Fallon, 2002; Bensch et al., 2009).

Essa abordagem integrada tem ampliado significativamente o conhecimento
sobre os padrdes ecologicos e evolutivos dos hemosporideos em aves, além de
fortalecer sua aplicagdo em contextos conservacionistas e de vigilancia da fauna
silvestre (Lotta et al., 2019; Valkitnas, 2022).

2.2 Estudos moleculares sobre hemosporideos em aves no Brasil

A pesquisa molecular tem redefinido de maneira profunda o estudo dos
hemosporideos aviarios no Brasil (Tabela 3). Como destacam Braga et al. (2011),
essas ferramentas trouxeram oportunidades estimaveis para a pesquisa, um avango
qgue se consolida com o uso paralelo de métodos baseados em reacdo em cadeia da
polimerase em estudos da vida selvagem. O cerne dessa transformacao reside na
aplicacdo do sequenciamento de DNA, que, utilizando, principalmente, o gene
mitocondrial citocromo b (cytb) como marcador padrédo, permite a identificagcdo de
extensa diversidade de linhagens anteriormente n&o distinguidas por analise
microscopica (Rodrigues et al., 2020). O desenvolvimento de ensaios sensiveis, como
o PCR aninhado, provou ser fundamental para a realizacdo de analises filogenéticas
e a delimitacdo acurada de espécies, podendo revelar complexidades evolutivas e
ecoldgicas até entdo indistinguiveis (Musa, 2023). Este diagndstico molecular, por

meio da amplificacdo de regides altamente conservadas, é atualmente a base para a
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deteccgao e caracterizagao de linhagens em hospedeiros aviarios brasileiros (Belo et
al., 2009; Lopes et al., 2020).

Um dos padrbes mais consistentes gerados por essa abordagem é a
descoberta incessante de uma diversidade criptica (Valkiunas et al., 2006;
Paulinauskas et al., 2015). Pesquisas conduzidas no Brasil, como o de Dias et al.
(2018), tém documentado de forma consistente linhagens previamente néao
caracterizadas. Outros estudos, focados em varias espécies do género Turdus, por
exemplo, identificaram multiplas linhagens de Plasmodium que ainda ndo foram
associadas a uma morfoespécie conhecida (Tostes et al., 2018), um padrao que se
repete em outros grupos de aves (Oliveira et al., 2020; Barino et al., 2020; Morel et al.,
2021). Linhagens especificas de hemosporideos, detectadas na América do Sul e no
Brasil, simplesmente ndo haviam sido encontradas anteriormente em outras regides
do globo, contribuindo para uma revisdo ascendente da diversidade parasitaria
regional e nos neotrépicos (Ellis et al., 2020; Lotta-Arévalo et al., 2023).

Contudo, esse panorama de descobertas compartiiha uma significativa
assimetria geografica e taxondmica na amostragem (ValkiGnas & lezhova, 2018). A
subamostragem de certos biomas e grupos funcionais de aves representa uma lacuna
critica para a compreensao da amplitude real da diversidade parasitaria (Mukhin et al.,
2016). A Caatinga, por exemplo, um bioma semiarido unico do Nordeste brasileiro, é
amplamente reconhecida como um dos biomas menos explorados do Brasil (Dutra et
al., 2023). Paralelamente, existe uma limitagdo a respeito das comunidades de
hemoparasitos em aves cursoriais de grande porte, como os Cariamiformes (Vieira et
al., 2025). Essas aves sao consideradas pouco estudadas devido aos desafios da
amostragem de campo com redes de neblina (Vieira et al., 2025), o que cria uma
lacuna especifica para essa ordem de aves. O vasto territorio brasileiro, com sua
diversidade ecoldgica e a distribuicdo desigual tanto da avifauna quanto da
infraestrutura de pesquisa, implica lacunas inevitaveis na cobertura amostral. Por isso,
€ essencial manter uma revisao continua da qualidade e representatividade dos dados
depositados em repositérios publicos, de modo a compreender de forma abrangente
a riqueza parasitaria e suas associagdes com os hospedeiros (Dutra et al., 2022).
Entre os biomas brasileiros, a Mata Atlantica e o Cerrado concentram a maior parte
dos estudos moleculares sobre hemosporideos aviarios, com investigacdes de ampla
escala e elevado detalhamento metodoldégico como apresentado em trabalhos

conduzidos em fragmentos florestais e centros de triagem em Minas Gerais, S&o
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Paulo e Goias (Lacorte et al., 2013; Chagas et al., 2017; Matoso et al., 2021; Barino
et al., 2020; Alves, 2024; Vieira et al., 2025b). Essa predominancia reflete o acesso
mais facilitado as areas de estudo e a consolidacdo de redes de pesquisa nesses
biomas.

Em contrapartida, outros biomas permanecem sub-representados, o que limita
comparagdes em escala continental e a identificacdo de padrdes biogeograficos
amplos. Avangos recentes em regides como a Caatinga (Ferreira-Junior et al., 2017;
Dutra et al., 2023), Amazénia (Anjos et al., 2023), Pantanal (Cordova et al., 2025;
Hennig et al., 2024) e Pampa (Santos et al., 2025; Sgarioni et al., 2024) tém
contribuido para preencher essas lacunas e demonstram a importancia de ampliar os
esforgcos amostrais para diferentes contextos ecolégicos. Assim, em vez de refletir
uma limitagdo metodoldgica, a concentragcdo de estudos na Mata Atlantica e no
Cerrado representa um ponto de partida sdélido para a expansdo do conhecimento
sobre a biogeografia dos hemosporideos aviarios no Brasil.

No Brasil, o dominio de ferramentas modernas de sequenciamento e analises
filogenéticas permitiu avangos robustos, como a descrigdo de multiplas linhagens de
parasitos (Lacorte et al., 2013), porém desafios substanciais persistem. A aquisicéo
de dados genéticos mais abrangentes, crucial para a demarcagao precisa de
espécies, € desafiadora (Musa, 2023). Ainda que seja utilizado com métodos
avancados, frequentemente, detectam parasitemias muito baixas que dificultam a
identificacdo morfologica (Belo et al., 2009), além da ocorréncia de coinfecgdes,
representando obstaculos para a distingdo de espécies morfologicamente parecidas
(Valkitnas et al., 2024). A caracterizagao morfoldgica de novas espécies em estagios
de esporogonia e teciduais permanece em fase inicial de consolidagao (Valkilnas et
al., 2024; Himmel et al., 2020). Somado a isso, aspectos da taxonomia e das
caracteristicas do ciclo de vida de espécies de hemosporideos ainda necessitam de
investigacao mais minuciosa e ampla (Vieira et al., 2023).

A expansao da cobertura geografica e taxondmica € fundamental, dado que a
distribuicdo das espécies ainda ndo tem sido examinada de forma homogénea em
todas as regides (Fecchio, 2020). Nesse sentido, a diversificagdo dos marcadores
moleculares representa uma oportunidade promissora para aprimorar a resolugao
filogenética e compreender melhor as relagdes evolutivas entre linhagens. Embora o
gene cytb permanega como o marcador mais amplamente utilizado e com eficacia

comprovada para a identificagdo e comparacéo de linhagens (Chagas et al., 2019;
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Clark et al., 2014), a incorporagao de genes adicionais (nucleares ou mitocondriais)
ainda se encontra em desenvolvimento e pode expandir significativamente o poder
discriminatorio das analises quando viabilizada.

Destaca-se, assim, a necessidade de integrar de forma mais abrangente os
dados moleculares as dimensdes ecologicas e epidemioldgicas, de modo a superar
abordagens estritamente descritivas e ampliar o entendimento dos determinantes
ambientais das infec¢des. Estudos como os de Chahad-Ehlers et al. (2018), que
consideram fatores como a adequacgao do habitat de vetores e as caracteristicas da
paisagem, fornecem subsidios importantes para compreender como as comunidades
parasitarias se estruturam e interagem com hospedeiros neotropicais. Além disso, a
combinagao entre informagdes morfolégicas e moleculares, aliada a formagao de
taxonomistas capacitados em ambas as abordagens, € amplamente reconhecida

como essencial para o avango do campo (Lacorte et al., 2013).

Tabela 3 - Panorama das pesquisas moleculares de hemosporideos aviarios no
territorio brasileiro entre os anos de 2013 e 2025 em diferentes areas e biomas.
Legenda: n - numero amostral, T - prevaléncia total, H - prevaléncia do género
Haemoproteus, P - prevaléncia do género Plasmodium. Numeros iguaisde T e H
correspondem a prevaléncia total equivalente a prevaléncia de um unico género.

Prevaléncia (%)

Autor(es) Localizagao Bioma n
T H P
Cérdova et al. Mimoso (MT) (16°12'41”S, 55°48'31"W)
(2025) S&o Lourengo (MT) (16°44'33"S, 55°33'12"W) Pantanal 300 109 47 6.2
Santos et al Areas urbanas
(2025) ’ Pelotas (RS) (31°46°13”S, 52°6'15”W) Pampa 57 929 929 -
Rio Grande (RS) (32°2'45”S, 52°6'15”W)
. . S A Mata
Vieira et al. Centro de Triagem de Animais Silvestres (MG) Atlantica 10 20 i 20
(2025a) Belo Horizonte (MG) (19° 56' 3.22" S, 43° 57' 6.28" W)
Cerrado
. . s A Mata
Vieira et al. Centro de Triagem de Animais Silvestres (MG) Atlantica 75 37 i i
(2025b) Belo Horizonte (MG) (19° 56' 3.22" S, 43° 57' 6.28" W)
Cerrado
Alves Cerrado
Campus Florestal (UFV) (19°52°16”S, 44°25'26”W) Mata 467 14 20.3 21.8
(2024) -
Atlantica
Hennig Centro de Medicina e Pesquisa de Animais Silvestres Cerrado 352 15.1 17 51
(2024) (UFTM) e areas circunvizinhas (15°36'26"S, 56°3'51”"W) Pantanal ' ’ '
Hennig et al Areas antropizadas Cerrado
(2024) Cuiaba (MT) (15°35’ 46" S e 56°05’ 48" W) Pantanal 6 83,3 - 83,3

Céceres (MT) (16:04’ 14" S e 57°40’ 44" W)




Unidade de Estabelecimento de Animais Marinhos
(UNIVALI)
Penha (SC) (26° 47' 18.19" S, 48° 36" 17.42" W)
Centro de Estudos Costeiros, Limnoldgicos e Marinhos
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Mata
Sgarioni et al. (CECLIMAR) -
(2024) Imbé (RS) (29° 58' 28.05" S, 50° 8' 14.84" W) "ﬁf;“‘;a % 21 21
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) P
Imbé (RS) (29° 58' 23.29" S, 50° 13' 41.93" W)
Banco Nacional de Amostras Bioldgicas de Albatrozes e
Petréis (BAAP)
Anjos et al. Barragem Hidrelétrica de Balbina (1°54'56.7"’S, Floresta 445 29 i 29
(2023) 59°28'25"W) Amazonica ' '
Dutra et al. Estagéo Ecolégica do Serido .
(2023) Serra Negra do Norte (RN) (6°34'36.2°S, 37°1520.7"wy) ~ Coaunga 880 51.2 616 384
Dutra et al Parque Estadual do Lajeado (TO) (10°6’S, 48°14'W)
(2022) ’ Parque Estadual do Cantéo (TO) (10°26’S, 49°10'W) Cerrado 676 49 7 6
Fragmentos urbanos de Palmas (TO) (10°10’S, 48°19'W)
Floresta
Amazbnica
Mata
Dutra et al Atiantica
’ Diferentes localidades distribuidas em diferentes biomas Cerrado 11012 15.3 - -
(2021)
Campo
Temperado
Caatinga
Pantanal
Rodrigues et al. Centro de Langamento Barreira do Inferno (FAB) Mata
(2021) Parnamirim (RN) (5°55’S, 35°9'W) Atlantica 1466 22 4.57 2.38
Fragmentos urbanos de Minas Gerais
Juiz de Fora (MG) (21°48'23”S, 43°15°45.7"W;
Matoso et al. 21°48'24.8”S, 43°19'34.1"W; 21°43'52.5”S, 43°22'16.2"W) Mata
(2021) Chacara (MG) (21°40’18.2”S, 43°13’14.2"W) Atlantica 76 973 6315 3421
Santa Barbara do Monte Verde (MG) (21°58'51”S,
43°41°44.8"W)
Centro Triagem de Animais Silvestres (GO) (16°35'23”S,
Carvalho et al. 49°11°43"W)
(2021) Centro Triagem de Animais Silvestres (DF) (15%47'11.67s, Corade 375 149 523 467
48°3'28.1"W)
Anjos et al. Parque Nacional da Serra do Mar (23°85'60”'S, Mata
(2021) 46°83'90"W) Atlantica 399 503 235 48.5
Aeroporto Internacional de Porto Alegre (29°59'36.4”'S,
51°10°'31.5”"W)
Morel et al. Centros de Recuperacgdo de Porto Alegre (RS) Mata 206 28 i i
(2021) (30°0'44.6”’S, 51°10°'42.6”"W), Pelotas (RS) (31°48'3.8”S,  Atlantica
52°24’30.7”W) e Sao Francisco de Paula (RS)
(29°27°24.3”S, 50°35'59"W)
Floresta
Fecchio et al Fragmentos de gradientes de urbanizagado Amazbnica
’ Diferentes municipios dos estados de MG, DF, RN, MT e ~ Caatinga 330 109 0.6 10.3
(2021)
MA Cerrado

Pantanal
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Lopes et al. Centro de Langamento Barreira do Inferno (FAB) Mata 1803 o5 71 29
(2020) Parnamirim (RN) (5°55’S, 35°9'W) Atlantica
Penha et al. Clube de Caca e Pesca ltororé Cerrado 148 i i i
(2020) Uberlandia (MG) (18°59’S, 48°18'W)
Barino et al. Centro de Triagem de Animais Silvestres (MG) Mata 54 729 799 )
(2020) Juiz de Fora (MG) (21°47°40.8”S, 43°22'53.1"W) Atlantica ' '
Oliveira et al. Fragmentos florestais Mata
(2020) Juiz de Fora (MG) (21°45'51”S, 43°21°1"W) Atlantica 17 564 17 555
Oliveira et al. Fragmentos florestais de uma regido do sudeste brasileiro Mata 84 47 i 47
(2019) (21°45'51”'S, 43°21'1”W) Atlantica ' '
Ferreira-Junior et al. Parque Estadual da Mata Seca .
(2017) Manga (MG) (14°52'0.35"S, 44°2'3.6"W) Caatinga 461 42 222 778
Tostes et al. Centro de Triagem de Animais Silvestres (RJ) Mata 68 294 i 294
(2017) Seropédica (RJ) (22° 47' 32.76" S, 43° 38' 52.47" W) Atlantica ' '
Chagas et al. (2017)  Zooldgico de Sao Paulo (23°5'3,82” S, 45°35'39,62” W) At':/léitt?ca 677 12.6 - -
Chagas et al. - ~ 012 an - ” Mata
(2015) Zooldgico de Sao Paulo (23°5'3,82” S, 45°35'39,62" W) Atlantica 124 18 15 3
Aracruz (ES) (19°49'23" S, 40°05'05" W)
Brasilandia (MG) (17° 1' 10" S, 46° 0' 55" W) Mata
Bocailuva (MG) (17°24'19" S, 43°56'23” W) Atlantica
Lacorte et al. Caratinga (MG) (19° 47' 24" S, 42° 8' 20" W) Floresta 1545 353 i i
(2013) Felixlandia (MG) (18° 45' 28" S, 44° 53' 56" W) Tropical ’
Jequitinhonha (MG) (16° 26' 2" S, 41° 0' 10" W) Seca
Manga (MG) (14° 45' 21" S, 43° 55' 55" W) Cerrado

Nova Lima (MG) (19° 59' 9" S, 43° 50' 49" W)

Fonte: Elaborada pela autora (2025).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a ocorréncia e a diversidade de hemoparasitos em aves silvestres
de médio e grande porte resgatadas em ambientes urbanos e periurbanos da Zona
da Mata mineira e mantidas no Centro de Triagem de Animais Silvestres de Juiz de
Fora (CETAS-JF), utilizando abordagens morfolégicas e moleculares

complementares.
3.2 Objetivos especificos

Detectar infec¢des por hemoparasitos em amostras sanguineas de aves por

meio da microscopia foténica e da técnica de nested-PCR.

Determinar a prevaléncia e a intensidade parasitaria (parasitemia) por espécie
de ave hospedeira, comparando os resultados obtidos pelos métodos morfologico e

molecular.

Investigar a diversidade de linhagens (cyt b) e a posicao filogenética dessas

linhagens de hemosporideos encontrados nas aves analisadas.

Avaliar a representatividade das ordens de aves amostradas no CETAS-JF,
considerando fatores como origem urbana/periurbana e condigao clinica, e discutir

potenciais implicagdes epidemiologicas e conservacionistas.

Contribuir para o entendimento da diversidade, distribuicdo e potencial papel
dos centros de triagem como pontos estratégicos de vigilancia ecoldgica

epidemiolégica de hemoparasitos aviarios no Sudeste do Brasil.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de coleta e manutengao dos animais

Foram utilizadas aves de médio (16,5-40 cm) e grande (40-56 cm) porte de
diferentes ordens (Sick et al., 1997), exceto Psittaciformes. A ordem Psittaciformes foi
sistematicamente excluida do conjunto amostral com base em evidéncias robustas de
menor susceptibilidade fisioldgica a hemosporideos e na raridade de registros de
infeccdo natural, fatores que as tornam hospedeiras marginais nestes sistemas
parasita-hospedeiro (Valkiunas, 2005; Atkinson, 1991; Clark et al.,2014). As aves
foram procedentes do Centro de Triagem de Animais Silvestres de Juiz de Fora
(CETAS-JF), Minas Gerais, Brasil (21° 47' 40.8" S; 43° 22' 53.1" W), no periodo

compreendido entre os meses de agosto de 2024 e janeiro de 2025.

4.2 Coleta de amostras biol6gicas e avaliagao do escore corporal

As aves foram contidas e posicionadas em decubito dorsal com a asa
flexionada para a coleta de amostra sanguinea ao CETAS-JF. Foi realizado o preparo
asséptico da asa, com algodao embebido em alcool 70°G (Braga et al., 2010), para
posterior obtengcdo da amostra do sangue periférico. A coleta foi realizada por pungéo
da veia braquial com auxilio de agulha estéril hipodérmica (13 X 0,45mm (26 G 1/2)
acoplada em seringa de 1 ml, respeitando o volume limite de 1% do peso corporal do
animal, conforme estabelecido pelo Sistema de Autorizagdo e Informagdo em
Biodiversidade (SISBIO). A amostra sanguinea foi particionada para confecgdo de
esfregagos sanguineos, para analise morfoldgica, e deposi¢cao em cartdbes FTA®, para
a analise molecular. Posteriormente, houve a liberagdo do animal para o recinto de
manutencdo. Cada ave amostrada recebeu um numero de registro individual,
acompanhado das informacgdes disponiveis sobre histérico clinico, tratamentos
meédico-veterinarios, sexo e procedéncia.

Antes da alocagdo nos recintos de triagem, foi realizado exame clinico
abrangente, destinado a avaliagdo da condigao corporal e do estado geral de saude.
A condigao corporal das aves foi avaliada por meio de um sistema de pontuacgao de
cinco niveis, adaptado de Grespan e Raso (2014) e Kaytee (2008), considerando a

conformagdo da musculatura peitoral. O escore 1 (caquexia) correspondeu a
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individuos com musculatura céncava sobre o apice da quilha, indicativo de magreza
acentuada e desnutricdo. O escore 2 foi atribuido a aves com massa muscular
reduzida, em que a quilha se apresentava facilmente palpavel. O escore 3 descreveu
exemplares com musculatura peitoral convexa, enquanto o escore 4, caracterizado
pelo nivelamento da musculatura em relacdo a quilha, foi considerado, juntamente
com o anterior, como condi¢cdo corporal ideal. Por fim, o escore 5 indicou acumulo
excessivo de massa muscular, com o musculo ultrapassando o nivel da quilha,
representando obesidade. A presenga de gordura subcuténea foi também observada
nas regides peitoral, esternal e abdominal como parametro adicional de sobrepeso
(Grespan e Raso, 2014). Todas as amostras coletadas para a execugao do trabalho
foram disponibilizadas por doacédo pelo CETAS-JF sob autorizagdo de numero
82521118 no Processo SEI 2100.01.0001026/2024-43.

4.3 Analise morfoldgica e obtencao de imagens de formas parasitarias

Para as analises microscopicas, os esfregagos sanguineos foram secados ao
ar e fixados em metanol absoluto por 3 min, no local de coleta. Posteriormente, foram
corados em Giemsa, diluido em agua destilada na proporc¢ao de 1:9, durante 40 min
(Valkiunas et. al., 2005). Os esfregacos foram examinados em microscopio BX-51
(Olympus, Tokyo, Japao), com aumento de 1000x, em 100 campos para detecgado dos
parasitos, observagao das formas evolutivas e, para o calculo da parasitemia (Godfrey
et al., 1987) e da prevaléncia (Bush et al. 1997). O reconhecimento das formas
morfologicas levou em consideragao artigos e livros com identificacbes especificas
para a ordem Haemosporida (Valkiunas, 2005; Valkiunas & lezhova, 2018; 2022) e
atlas hematolégico (Clark et al., 2009; Campbell, 1995; 2014). As imagens dos
parasitos foram obtidas em microscopio de luz Olympus BX-51TF, equipado com
camera digital Olympus DP74.

4.4 Extracao de DNA, nPCR e sequenciamento

A extracdo do DNA gendmico foi realizada com o auxilio do kit PureLink®
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen), utilizando punches estéreis de 3 mm dos cartdes
FTA® embebidos com sangue das aves, estritamente conforme as orientagbes do

fabricante.
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Para a deteccao molecular, as amostras foram submetidas a técnica de nested-
PCR (nPCR), visando amplificar um fragmento do gene mitocondrial citocromo b (cyt-
b). A primeira etapa da reagdo empregou os primers inespecificos HaemFNI e
HaemNR3, desenhados para detectar uma ampla gama de espécies dos géneros
Plasmodium spp., Haemoproteus spp. e Leucocytozoon spp., gerando um produto de
aproximadamente 618 pares de base (pb), conforme descrito por Hellgren et al.
(2004). As reagdes, com volume total de 25 pl, continham tampao de PCR 1X, 1,5 U
da enzima Platinum™ Taq DNA Polimerase, 0,4 mM de dNTPs, 1,0 uM de cada
primer, 3 mM de MgCl, e 2 ul de DNA genémico. Na segunda amplificagao, foram
utilizados os primers especificos HaemF e HaemR2, que amplificam um segmento de
cerca de 525 pb do gene cytb (Hellgreen et al., 2004). A composigao da reagao
manteve-se idéntica, com excec¢do da concentracdo dos primers, ajustada para 0,5
MM.

O perfil de termociclagem para ambas as reagdes consistiu em desnaturagao
inicial a 94 °C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 52 °C
por 30 segundos e 72 °C por 45 segundos, com uma extenséo final a 72 °C por 10
minutos. Para controle de qualidade, foram incluidos DNA de Plasmodium
gallinaceum (controle positivo) e agua livre de DNA (controle negativo) em todas as
rodadas, que foram processadas no termociclador Veriti 96® (Applied Biosystems).

Os produtos da segunda etapa da nPCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 1,5% por 60 minutos a 75 V (5 V/cm). Apés a corrida, os géis foram
corados com brometo de etidio (0,4 mg/ml) e documentados sob luz ultravioleta no
sistema E-Gel® Imager (Life Technology — ThermoFisher Scientific). Para afericdo do
tamanho dos fragmentos, utilizou-se o marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Finalmente, os produtos de amplificacdo das amostras positivas foram
purificados com o kit ExoSAP-IT® Express e submetidos ao sequenciamento
bidirecional no equipamento ABI 3730 DNA Analyser (Applied Biosystems), utilizando
0s mesmos primers da segunda PCR (HaemF e HaemR2) e o kit BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit. Todo o processo de sequenciamento, baseado na técnica
de Sanger, foi conduzido na plataforma do Instituto Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro),
utilizando o sequenciador ABI 3730 28 DNA Analyser, (Life Technologies — Applied
Biosystems®).
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4.5 Analises filogenéticas

As vinte e quatro novas sequencias obtidas nesse estudo foram editadas e
incorporadas a dois datasets distintos, a saber: (i) 11 novas sequencias de
Haemoproteus obtidas no presente estudo, sequencias de ao menos uma
morfoespécie (espécies nominais) de Haemoproteus disponiveis no MalAvi (Benschi
et al., 2009), linhagens de Haemoproteus registradas nas mesmas espécies de aves
desse estudo disponiveis no MalAvi (BENSCH et al., 2009) e no GenBank (NCBI,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), bem como linhagens de Leucocytozoon
como grupo externo; e (ii) 13 novas sequencias de Plasmodium obtidas no presente
estudo, sequencias de ao menos uma morfoespécie (espécies nominais) de
Plasmodium disponiveis no MalAvi (Bensch et al., 2009), linhagens de Plasmodium
registradas nas mesmas espécies de aves desse estudo disponiveis no MalAvi
(Bensch et al., 2009) e no GenBank (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/),
bem como linhagens de Leucocytozoon como grupo externo. Nos grupos-externos
dos dois datasets foram incluidas cinco linhagens de Leucocytozoon.

Os codigos das linhagens foram atribuidos conforme o banco de dados MalAvi,
acompanhados das respectivas denominagdes das espécies de parasitos, dos
numeros de acesso das sequéncias no GenBank e das informagdes sobre o
hospedeiro associado.

Como outgroup, incluimos cinco linhagens de Leucocytozoon
(Leucocytozoidae), linhagem-irma externa a Haemoproteidae/Plasmodiidae,
garantindo enraizamento estavel da filogenia baseada em cytb. O alinhamento das
sequéncias foi realizado no MAFFT (Katoh et al., 2019) com configuragbes padrao,
seguido de inspecéo visual. Regides mal alinhadas foram removidas utilizando o
Gblocks (Talavera & Castresana, 2007), resultando em uma matriz final de
aproximadamente 479 pares de bases. As arvores filogenéticas foram estimadas por
Maxima Verossimilhanca, adotando o modelo de substituicio de nucleotideos
selecionado como o mais adequado (TIM2 + G + | para Haemoproteus spp. e, GTR +
G + |, para Plasmodium spp.) pelo IQ-TREE (Minh et al. 2020). A robustez dos nés foi
avaliada por bootstrap com 1.000 réplicas, mantendo as sequéncias de

Leucocytozoon spp. como grupo externo.
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4.6 Analises estatisticas

Para avaliar a concordancia diagnostica entre a microscopia e o nested-PCR,
os resultados foram organizados em tabelas de contingéncia 2x2. A concordancia
global foi estimada pelo coeficiente Kappa de Cohen, considerando-se a interpretagéo
proposta por Landis e Koch (1977). O teste de McNemar foi aplicado para examinar a
simetria das discordancias entre os métodos, adequado para dados pareados. Além
disso, tomando o nested-PCR como referéncia, foram calculadas a sensibilidade, a
especificidade e os valores preditivos positivo e negativo da microscopia,
acompanhados de seus respectivos intervalos de confianga. Todas as analises foram

conduzidas no RStudio, utilizando-se os pacotes irr, caret e epiR.

5 RESULTADOS

5.1 Perfil das aves amostradas

Foram analisados 46 individuos, distribuidos em sete ordens e 16 espécies.
Todas as aves foram resgatadas em regides urbanas e periurbanas. As ordens foram
Piciformes, com 12 individuos (26,08%), e Strigiformes, com 11 (23,91%), seguidas
por Falconiformes, com sete (15,21%), Cathartiformes e Accipitriformes, ambas com
seis individuos (13,04%), e, por ultimo, Cariamiformes e Galliformes, com dois
individuos cada (4,34%) (Figura 5). Em relacdo as espécies, o maior numero
amostado foi para Ramphastos toco (Statius Mduller, 1776) (n=9; 19,57%), Coragyps
atratus (Bechstein, 1793) (n=6; 13,04%), Megascops choliba (Vieillot, 1817) (n=5;
10,86%), seguido por Milvago chimachima (Viellot, 1816) e Rupornis magnirostris
(Gmelin, 1788) (n=4; 8,69%). Outras espécies apresentaram registros menos
frequentes, como Pteroglossus bailloni (Vieillot, 1819) (n=3), Athene cunicularia
(Molina, 1782) (n=2), Glaucidium brasilianum (Gmelin, 1788) (n=3) e Cariama cristata
(Linnaeus, 1766) (n=2). Espécies com ocorréncia pontual (n=1) incluiram
Geranoaetus albicaudatus (Vieillot, 1816), Ictinia plumbea (Gmelin, 1788), Falco
rufigularis (Daudin, 1800), Penelope obscura (Temminck, 1815), Crax fasciolata (Spix,
1825) e Tyto alba (Scopoli, 1769). A avaliagao das condigdes de saude revelou que
63,04% (n = 29) dos individuos foram considerados clinicamente saudaveis, enquanto

36,96% (n = 17) apresentavam algum tipo de lesdo ou condig&o patoldgica evidente.
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Além disso, 32% (8/25) das aves com diagnodstico positivo apresentaram escore

corporal comprometido, onde concentraram-se as maiores parasitemias (Tabela 4).

Com relagdo ao tempo de permanéncia no CETAS, 63,04% (29/46) das aves

amostradas apresentaram curta permanéncia (de até 21 dias) na instituicdo desde a

entrada na instituicdo até a coleta das amostras, enquanto 36,95% (17/46)

permaneceram por mais de 21 dias sob cuidados institucionais.

Figura 5 — Distribuicdo das ordens de aves examinadas no CETAS-JF por numero e

Accipitriformes
Cariamiformes
Cathartiformes
Falconiformes
Galliformes
Piciformes

Strigiformes

porcentagem.
Accipitriformes
_ Strigiformes 13%
23.9% Cariamiformes
— 4.3%
_ Cathartiformes
— 1o

o

Picif
2 4 6 8 10 12 ";6‘?2‘_235 Falconiformes

Num. de individuos amostrados Galliformes 15.2%
4.3%

Fonte: Elaborada pela autora (2025).
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Tabela 4 - Classificagao e status (IUCN), tipo de migragao, origem de captura por espécies, condigao de saude e tempo de

permanéncia até a coleta das aves amostradas no CETAS-JF.

Tempo de permanéncia

Ordem/Espécie Clgssmcag_ao IUS.‘.N . _ID' Origem de captura Condlo’;ao de Escore ho CETAS antes da
(Nome comum) Tipo de migragao (individuo) saude corporal coleta
Accipitriformes
Ictinia plumbea Pouco preocupante (LC) H33 Matias Barbosa (MG) Lesionado 2 4 dias
(Sovi) Migrante total
Geranoaetus albicaudatus Pouco preocupante (LC) H1 Juiz de Fora (MG) Lesionado 3 29 dias
(Gaviao-da-cauda-branca) Migrante total
Rupornis magnirostris Pouco preocupante (LC) H15 Muriaé (MG) Saudavel 3 170 dias
(Gaviao-carij6) N&o-migratéria
H30 Juiz de Fora (MG) Lesionado 3 32 dias
H42 Juiz de Fora (MG) Saudavel 3 14 dias
H45 Juiz de Fora (MG) Saudavel 4 36 dias
Cariamiformes
Cariama cristata Pouco preocupante (LC) H10 Barbacena (MG) Lesionado 3 14 dias
(Seriema) N&o-migratéria - -
H11 Barbacena (MG) Lesionado 1 14 dias
Cathartiformes
Coragyps atratus Pouco preocupante (LC) H6 Juiz de Fora (MG) Lesionado 1 25 dias
(Urubu-da-cabega-preta) Migrante total
H7 Juiz de Fora (MG) Saudavel 4 7 dias
H8 Juiz de Fora (MG) Saudavel 4 4 dias

H23 Volta Grande (MG) Lesionado 1 13 dias
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H24 Juiz de Fora (MG) Lesionado 2 4 dias
H25 Juiz de Fora (MG) Saudavel 3 4 dias
Falconiformes
Caracara plancus Pouco preocupante (LC) H3 Santos Dumont (MG) Saudavel 3 5 dias
(Carcara) N&o-migratoria - - -
H9 Juiz de Fora (MG) Lesionado 4 24 dias
Falco rufigularis Pouco preocupante (LC) H13 Juiz de Fora (MG) Lesionado 3 44 dias
(Cauré) Nao-migratéria
Milvago chimachima Pouco preocupante (LC) H28 Uba (MG) Saudavel 3 3 dias
(Gaviao-carrapateiro) N&o-migratoria
H41 Juiz de Fora (MG) Saudavel 3 41 dias
H43 Juiz de Fora (MG) Saudavel 2 41 dias
H44 Uba (MG) Saudavel 3 79 dias
Galliformes
Penelope obscura Pouco preocupante (LC) H14 Juiz de Fora (MG) Lesionado 1 21 dias
(Jacu) N&o-migratoria
Crax fasciolata Vulneravel (VU) H48 Astolfo Dutra (MG) Saudavel 2 28 dias
(Mutum-de-penacho) N&o-migratoria
Piciformes
Ramphastos toco Pouco preocupante (LC) H16 Juiz de Fora (MG) Lesionado 3 36 dias
(Tucano-toco) Nao-migratéria
H31 Santos Dumont (MG) Saudavel 4 3 dias
H32 Muriaé (MG) Saudavel 3 10 dias
H34 Juiz de Fora (MG) Saudavel 2 8 dias
H35 Juiz de Fora (MG) Saudavel 3 8 dias
H36 Santos Dumont (MG) Saudavel 3 3 dias
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H37 Juiz de Fora (MG) Saudavel 3 8 dias

H39 Juiz de Fora (MG) Saudavel 3 11 dias

H47 Juiz de Fora (MG) Saudavel 3 2 dias
Pteroglossus bailloni Quase ameagado (NT) H17 Juiz de Fora (MG) Saudavel 4 7 dias
(Aracgari-banana) N&o-migratoria

H18 Juiz de Fora (MG) Saudavel 4 7 dias

H19 Juiz de Fora (MG) Saudavel 3 7 dias
Strigiformes
Athene cunicularia Pouco preocupante (LC) H21 Juiz de Fora (MG) Saudavel 2 5 dias
(Coruja-buraqueira) Migrante total

H22 Juiz de Fora (MG) Lesionado 3 10 dias
Glaucidium brasilianum Pouco preocupante (LC) H26 Juiz de Fora (MG) Saudavel 3 4 dias
(Cabureé) Migrante total

H40 Juiz de Fora (MG) Saudavel 2 3 dias

H46 Leopoldina (MG) Lesionado 3 6 dias
Megascops choliba Pouco preocupante (LC) H12 Lima Duarte (MG) Lesionado 2 84 dias
(Corujinha-buraqueira) Nao-migratoria H20 Juiz de Fora (MG) Lesionado 3 5 dias

H27 Juiz de Fora (MG) Saudavel 3 25 dias

H29 Juiz de Fora (MG) Saudavel 2 51 dias

H38 Juiz de Fora (MG) Saudavel 3 1 dia
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Tyto alba Pouco preocupante (LC)
(Coruja-suindara) Nao-migratéria

H2

Patos de Minas (MG)

Saudavel

252 dias

Fonte: Elaborada pela autora (2025).
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5.2 Analises microscopicas

Dentre os 46 individuos amostrados, sete apresentaram infeccdes por
hemoparasitos da ordem Haemosporida, com prevaléncia de total de 15,21%. As
infec¢des foram distribuidas entre diferentes ordens taxonémicas, com prevaléncia de
100% (2/2) na ordem Cariamiformes, representada exclusivamente por C. cristata. Na
ordem Falconiformes, a prevaléncia foi de 57,14% (4/7), com registros positivos em F.
rufigularis (100%; 1/1) e M. chimachima (25%; 1/4). A ordem Galliformes apresentou
prevaléncia de 50% (1/2), com infeccdo detectada em P. obscura (100%; 1/1),
enquanto em Strigiformes a prevaléncia foi de 27,27% (3/11), restrita a espécie M.
choliba (60%; 3/5) (Tabela 3).

A ordem Cariamiformes apresentou a maior intensidade parasitaria (27,2%),
com C. cristata apresentando a maior intensidade parasitaria individual (54,98%) entre
os individuos positivos amostrados. Os individuos das ordens Galliformes e
Strigiformes apresentaram intensidade parasitaria média de 9,02% e 18,77%,
respectivamente (Tabela 5). A parasitemia individual apresentou ampla variagédo entre
os individuos positivos. Em C. cristata, os dois exemplares infectados exibiram os
valores extremos observados, com taxas de 0,03% e 54,98%. O unico individuo de P.
obscura apresentou 9,02%, enquanto M. choliba registrou 11,89% e 44,37%. Ja M.
chimachima apresentou a menor intensidade parasitaria de 0,005%.

Para a identificagdo morfologica, foram encontradas formas em diferentes
estadios de desenvolvimento compativeis com caracteristicas do género Plasmodium
(Figura 6) e género Haemoproteus (Figura 7 e 8). Além disso, no unico espécime
examinado de P. obscura, foi detectada coinfeccdo por Haemoproteus sp.,

Trypanosoma sp. e microfilarias em 2,2% do total das aves (Figura 10).
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Tabela 5 - Dados relacionados as analises microscopicas e exame de nested-PCR de aves positivas amostradas no CETAS-JF.
Legenda: n - numero de amostras.

Ordem/Familia

Espécie/

Microscopia

nPCR

Nome comum (+) Prevaléncia Parasitemia (+) Prevaléncia Linhagens identificadas por
(%) por individuo (%) individuo
Accipitriformes
Accipitridae Ictinia plumbea 0 0 - 1 100 (H33) Haemoproteus sp
(Sovi)
Geranoaetus albicaudatus (Gaviao-de- 0 0 - 0 0 -
cauda-branca)
Rupornis magnirostris (Gaviao-carijo) 0 0 - 4 100 (H15) Haemoproteus sp.
(H30) Haemoproteus sp.
(H42) Plasmodium sp.
(H45) Plasmodium sp.
Cariamiformes
Cariamidae Cariama cristata 2 100 (H10) 0,03 2 100 (H10) Plasmodium sp.
(Seriema) (H11) 54,98 (H11) Plasmodium sp.
Cathartiformes
Carthartidae Coragyps atratus 0 0 - 0 0 -
(Urubu-da-cabeca-preta)
Falconiformes
Falconidae Caracara plancus 0 0 - 0 0 -
(Carcara)
Falco rufigularis 0 0 - 1 100 (H13) Haemoproteus sp.

(Cauré)
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Milvago chimachima 25 (H43) 0,005 75 (H41) Plasmodium sp.
(Gavido-carrapateiro) (H42) Plasmodium sp.
(H44) Plasmodium sp.
Galliformes
Cracidae Penelope obscura 100 (H14) 9,02 100 (H14) Haemoproteus sp.
(Jacu)
Crax fasciolata 0 - 100 (H48) Haemoproteus sp.
(Mutum-de-penacho)
Piciformes
Ramphastidae Ramphastos toco 0 - 44,44 (H16) Plasmodium sp.
(Tucano-toco) (H34) Haemoproteus sp.
(H35) Plasmodium sp.
(H36) Haemoproteus sp.
Pteroglossus bailloni 0 - 100 (H17) Plasmodium sp.
(Aragari-banana) (H18) Plasmodium sp.
(H19) Plasmodium sp.
Strigiformes
Strigidae Athene cunicularia 0 - 0 -
(Coruja-buraqueira)
Glaucidium brasilianum 0 - 33,33 (H46) Haemoproteus sp.
(Caburé)
Megascops choliba 60 (H12) 11,89 60 (H12) Haemoproteus sp.
(Corujinha-buraqueira) (H20) 0,11 (H29) Haemoproteus sp.
(H29) 44,37 (H38) Plasmodium sp.
Tytonidae Tyto alba 0 - 0 -

(Coruja-suindara)

Fonte: Elaborada pela autora (2025).
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Figura 6 — Formas evolutivas de Plasmodium sp. em Cariama cristata (a-d)
Gametécitos jovens. (e-g) Merontes. (h-j) Microgametécitos. (k, 1) Macrogametdcitos.
Seta preta, vacuolos; seta branca, nucleo parasitario; ponta de seta branca, granulos

de pigmento. Coloragéo: Giemsa. Barra de escala = 10um.

.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Figura 7 — Formas evolutivas de Haemoproteus sp. em Megascops choliba. (a-c)
Gametdcitos jovens. (g-i) Microgametdcitos. (d-f) Macrogametécitos. Seta branca,
nucleo parasitario; ponta de seta branca, granulos de pigmento. Aumento de 1000x.
Coloragao: Giemsa. Barra de escala = 10 ym.

-

10 pm

r

Fonte: Elaborado pela autora (2024).



Figura 8 — Formas evolutivas de Haemoproteus sp. em Penelope obscura. (a-c)
Gametdcitos jovens. (g-i) Microgametocitos. (d-f) Macrogametécitos. Seta preta,
vacuolos; seta branca, nucleo parasitario; ponta de seta branca, granulos de
pigmento. Aumento de 1000x. Coloragéo: Giemsa. Barra de escala = 10 ym.

a b ¥ 25
'/‘ ¥

: AL =«

—

.
Fonte: Elaborada pela autora (2024).
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Figura 9 — Coinfecgdo em um espécime de Penelope obscura. a) Forma
tripomastigota de Trypanosoma spp. b) Microfilaria. Seta preta: Membrana
ondulante. Ponta de seta preta: cinetoplasto. Ponta de seta branca: Nucleo

parasitario. Asterisco: Eritrécito infectado por Haemoproteus sp. Fotomicrografia
realizada em aumento de 1000x. Coloragéo: Giemsa. Barra de escala = 10 ym.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

5.3 Analises moleculares

A analise molecular por nested-PCR detectou 24 individuos positivos para
hemosporideos, correspondendo a uma prevaléncia total de 52,17% do conjunto
amostral (n = 46). As infec¢des foram distribuidas entre seis ordens taxondmicas, com
variacdo na frequéncia de individuos positivos entre ordens e espécies. A ordem
Accipitriformes apresentou prevaléncia de 83,33% (5/6), com registros positivos em
Ictinia plumbea (100%; 1/1) e Rupornis magnirostris (100%; 4/4). Em Cariamiformes,
todos os individuos amostrados foram positivos (100%; 2/2), ambos pertencentes a
espécie Cariama cristata.

A ordem Falconiformes apresentou prevaléncia de 57,14% (4/7), com infecgbes
detectadas em Falco rufigularis (100%; 1/1) e Milvago chimachima (75%; 3/4). Em
Galliformes, a prevaléncia também foi de 100% (2/2), com registros positivos em
Penelope obscura (100%; 1/1) e Crax fasciolata (100%; 1/1).
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Entre os Piciformes, 58,33% dos individuos foram positivos (7/12), incluindo
Ramphastos toco (44,44%; 4/9) e Pteroglossus bailloni (100%; 3/3). A ordem
Strigiformes apresentou prevaléncia de 36,36% (4/11), com infecgdes detectadas em
Glaucidium brasilianum (33,33%; 1/3) e Megascops choliba (60%; 3/5). Nao foram
detectadas infec¢des nos individuos pertencentes a ordem Cathartiformes.

Em relagdo a condigao clinica, entre os individuos positivos na nPCR, 58,33%
apresentaram algum tipo de lesao visivel no momento da avaliagédo, enquanto 41,66%

foram considerados clinicamente saudaveis (Tabela 5).

5.4 Comparacgao entre os métodos e analises estatisticas

No conjunto de 46 aves, 25/46 (54,34%) foram positivas em pelo menos um
dos métodos. A analise das combinagdes mostrou 6/46 (13,04%) positivas em ambos,
18/46 (39,13%) positivas apenas na nPCR, 1/46 (2,17%) positiva apenas na
microscopia e 21/46 (45,65%) negativas em ambos os testes. Assim, entre os 25
positivos totais, 72% foram exclusivos da nPCR (18/25), 24% positivos nos dois testes
(6/25) e 4% exclusivos da microscopia (1/25). Esses numeros sdo consistentes com
os totais por método: microscopia 7/46 (15,21%) e nPCR 24/46 (52,17%), com 6
coincidéncias positivas e 1 positivo microscopico ndo confirmado pela nPCR. Quanto
a parasitemia nos casos positivos na microscopia, foram observados extremos em C.
cristata (0,03% e 54,98%), valores intermediarios em P. obscura (9,02%) e M. choliba
(11,89% e 44,37%), além de valor muito baixo em M. chimachima (0,005%). Entre os
7 positivos na microscopia, 6 foram também positivos na nPCR e 1 foi exclusivo da
microscopia. Considerando o recorte por condicéo clinica, entre as aves positivas na
microscopia, 71,42% foram classificadas como clinicamente saudaveis e 28,57%
apresentaram algum tipo de lesdo. Em contraste, entre as aves positivas na nested-
PCR, 41,66% foram consideradas saudaveis e 58,33% apresentaram lesdes. As
proporcoes se referiram exclusivamente aos individuos positivos em cada método
diagnéstico, sem inferéncia estatistica entre condigao clinica e status de infecgdo. O
teste de McNemar, com e sem corregao de continuidade, demonstrou discordancia
altamente significativa entre as técnicas (x> = 13,474; p = 0,00024 e x* = 15,211; p <
0,0001, respectivamente). Resultado corroborado pelo teste binomial exato (p =
7,63e-05). O coeficiente Kappa de Cohen (k = 0,198; 1C95%: 0,004—-0,392; p = 0,0537)

indicou concordancia fraca e nao significativa entre os métodos. As métricas de
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desempenho da microscopia, utilizando o nPCR como referéncia, revelaram
sensibilidade de 25% (1C95%: 10,0—47,0) e especificidade de 95,5% (1C95%: 77,0—
100,0). O valor preditivo positivo foi de 85,7% (IC95%: 42,0-100,0), enquanto o valor
preditivo negativo atingiu 53,8% (1C95%: 37,0—70,0). A acuracia global foi de 58,7%
(1C95%: 43,0-73,0).

5.5 Analises filogenéticas

Em relagdo a analise filogenética de Haemoproteus spp., baseada no gene
mitocondrial citocromo b, as sequéncias obtidas no presente estudo agruparam-se em
clados compartilhados com sequéncias de referéncia previamente depositadas no
GenBank, incluindo registros de Haemoproteus paraortalidum (MH036944.1),
Haemoproteus syrnii (KJ575554.1, PP317157.1, PV839544.1), Haemoproteus tyranni
(ON703104.1) e Parahaemoproteus sp. (MN458784.1), entre outros, em individuos
amostrados de diferentes regides geograficas (Figura 10). Entretanto, dentro desses
agrupamentos, as linhagens recuperadas formaram clados monofiléticos bem
suportados na inferéncia por maxima verossimilhanga com cytb, apresentando altos
valores de bootstrap, em concorddncia com o padrdo reportado para
Haemoproteus/Parahaemoproteus.

As linhagens de Haemoproteus analisadas dividiram-se em dois clados
principais. O Clado 1A foi representado exclusivamente pela linhagem hPENOBSO01,
associada ao hospedeiro da espécie P. obscura. Esse agrupamento apresentou
suporte maximo (bootstrap = 100) e posicionou-se no mesmo ramo que sequéncias
de referéncia identificadas como H. paraortalidum de Pipile jacutinga (MH036944.1) e
Lanio versicolor (TOFLAO3), além de registros de Haemoproteus sp. de Tolmomyias
flaviventris (Figura 12).

O Clado 1B exibiu suporte elevado (bootstrap = 98) e reuniu 10 linhagens do
presente estudo (hFALRUFO01, hRAMTOCO01, hRUPMAGO01, hMEGCHOO01,
hRAMTOC02, hRUPMAGO02, hGLABRAO1, hICTPLUO1, hCRAFASO01 e
hMEGCHOOQ02). Essas sequéncias agruparam-se com referéncias associadas a
diferentes espécies de aves, como Coeligena coeligena, Megascops choliba,
Gubernatrix cristata e Pitangus sulphuratus. Dentro deste agrupamento, destacou-se

a proximidade de algumas linhagens com referéncias atribuidas a Haemoproteus
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syrnii (KJ575554.1), reforcando a posi¢cao desse conjunto em relacdo a linhagens
previamente descritas no GenBank (Figura 11).

Quanto as sequéncias de Plasmodium spp., também se posicionaram em
clados compartilhados com sequéncias de referéncia previamente registradas no
GenBank, incluindo Plasmodium huffi (PQ241456.1, PQ246704.1, PQ246703.1,
PQ015602.1, MZ475935.1), Plasmodium nucleophilum (KX159488.1, KX159496.1,
MT919273.1) e Plasmodium paranucleophilum (KX159495.1, KX159494.1,
KX159491.1, KX159490.1, KX159492.1, OP779112.1). A andlise de maxima
verossimilhanga evidenciou dois agrupamentos principais.

O Clado 2A foi representado pela linhagem pRUPMAGO1, que apresentou
suporte intermediario (bootstrap = 66) e agrupou-se com uma sequéncia de referéncia
detectada em Megascops choliba (P_ARDALBO1). Esse colado que inclui a nova
sequéncia de Plasmodium encontrado no presente estudo de agrupo com linhagens
Plasmodium paranucleophilum. (Figura 12).

O Clado 2B apresentou suporte moderado (bootstrap = 65) e incluiu 12
linhagens do presente estudo (pPTEBAIO1, pCARCRIO1, pPRAMTOCO01, pPTEBAIOZ2,
hMILCHIO1, pMEGCHOO01, pMILCHIO2, pPRAMTOCO02, pMILCHIO3, pPRUPMAGO02,
pCARCRI02, pPTEBAIO3). Esse agrupamento integrou ainda sequéncias de
referéncia identificadas como P. huffi de C. cristata (PQ241456.1; PQ246703.1), bem
como registros de Plasmodium sp. em Leptotila verreauxi, Nycticorax nycticorax e

Neochen jubata, totalizando 23 terminais no conjunto.
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Figura 10 — Grafico de distribuigcdo dos clados 1A, 1B, 2A e 2B por espécies
de aves amostradas e localidades de ocorréncia no estudo.
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Fonte: Elaborada pela autora (2025).

Figura 11 — Recortes das relacdes filogenéticas de sequéncias de Haemoproteus
spp. identificadas em aves amostradas de diferentes espécies no CETAS-JF. Os
clados 1A (em verde) e 1B (em marrom) em foram identificados em recorte e os
valores numéricos nos ramos representam suportes de bootstrap superiores a 45%.
Os numeros de acesso GenBank e/ou linhagens estao assinalados junto as
sequéncias. A arvore filogenética completa se encontra no anexo.

_ 100| TOFLAO3 - Haemoproteus paraortalidum / Lanio versicolar
100 JX029916 - Haemoproteus sp, / Tolmomyias flaviventris
o S hPENOBS01 - Hoemoproteus sp. / Penelope obscura
- PENOBS01 - Hoemoproteus ortaligum / Penslope obscura
N5 KO3 Hidshioprabaid Dot CHENS SeraasE
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hFALRUFO1 - Hoemoproteus sp. / Falco rufigularis
hRAMTOCO1 - Hoemoproteus sp. / Ramphastos toco
MMA58784 - Porahoemoproteus sp. / Coeligena coeligena

MH457313 - Hoemoproteus sp. / Coeligena coeligena
MT762171 - Hoemoproteus sp. / Megascops choliba

98|’ hRUPMAGO1 - Haemoproteus sp. / Rupornis magnirostris
hMEGCHOO1 - Hoemoproteus sp. / Megascops choliba
hRAMTOCO2 - Haemoproteus sp. / Ramphastos foco
HRUPMAGO2 - Hoemoproteus sp. / Rupornis magnirostris
hGLABRAO1 - Hoemoproteus sp. / Glaucidium brasilianum
97| | hICTPLUO1 - Haemoproteus sp. / Ictinla plumbea
I OMN703102 - Hoemoproteus sp. / Gubematrix cristato
— hCRAFASO1 - Haemoproteus sp. / Crax fascioloto
E" ONT03104 - Hoemoproteus tyranni / Pitangus swuphuratus
HMEGCHOO02 - Hoemoproteus sp. / Meguascops choliba
MT762163 - Hoemoproteus sp. / Megascops choliba
KX0EBE8Y - Hoemoproteus sp. / Psorophoro discrucians
MTIE2170 - Hoemoproteus sp. / Megascops choliba
gr] H_PSDISO01 - Megascops choliba
a0 OP087641 - Hoemoproteus sp. / Megascops sp.
KJ575554 - Hoemoproteus syrnil / Megascops choliba
— MN136029 - Hoemoproteus sp. / Poecilotriceus plumbeiceps
PPIITIST - Haemoproteus syrii / Bubo virginionus
AF465589 - Hoemoproteus sp. / Strix varia
- EUE27834 - Hoemoproteus sp. / Strix varia
L.~ LC498391 - Hoemaproteus sp. / Bubo bubo
| PVB39544 - Hoemoproteus symii / Strix uralensis
STALZ - Hoemoproteus symii / Bubo bubo
LC428017 - Hoemoproteus sp. / Streptopelia orientalis
LC498990 - Hoemoprotaus sp. / Strix aluco

o0
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Figura 12 — Recorte das relagdes filogenéticas de sequéncias de Plasmodium spp.
identificadas em aves amostradas de diferentes espécies no CETAS-JF. Os clados
(2A e 2B) foram identificados e os valores numéricos nos ramos representam
suportes de bootstrap superiores a 45%. Os numeros de acesso GenBank e/ou
linhagens estao assinalados junto as sequéncias. A arvore filogenética completa se
encontra no anexo.

K¥159495 - Plasmodium_paranucleophilum_Carcara_plancus
MYCAMEO2 - Plasmodium paranucleophilum / Piaya cayana
KX159494 - Plasmodium paranucleaphilum / Caracara plancus
KX159491 - Plasmodium paranucleophilum / Falco peregrinus
KX159490 - Plasmodium paranucleophilum / Rupomis magnirostris
KX159492 - Plasmodium paranucleaphilum / Asio clamator

93| OP779112 - Plasmodium paranucleophilum / Rupornis magnirostris
( | P-ARDALBO! - Megascops cholibo

nl86

pRUPMAGO1 - Plasmodium sp. / Rupornis magnirostris
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— MT761675 - Flasmodium sp. / Ploceus cucullatus
100 4 PQ241456 - Plasmodium huffi / Cariama cristata
PQ246704 - Plasmodium huffi / Cariama cristata

99 ?°-  pPTEBAIO1 - Plasmodium sp. / Ptereglessus bailloni
-y pCARCRIO1 - Plasmodium sp. / Pteroglossus bailloni

00 * pRAMTOCO1 - Plasmodium sp. / Ramphastos toco
pPTEBAIO2 - Plasmodium sp. / Pteroglossus bailloni
69 pMILCHIO1 - Plasmodium sp. / Milvago chimachima

pMEGCHOO1 - Plasmodium sp. / Megascops choliba

pMILCHIO2 - Plasmodium sp. / Milvago chimachima

PRAMTOCOZ2 - Plasmodium sp. / Ramphastos toco

53 LPHILCHIOS - Plasmodium sp. / Milvage chimachima
pRUPMAGO2 - Plasmodium sp. / Rupornis magnirostris

FJ462684 - Plasmadium sp. / Leptotila verreguxi

KUOS7967 - Plasmodium sp. / Nycticorax nycticorax

PQ246703 - Plasmedium_huffi_Cariama cristata

PQ015602 - Plasmodium huffi / Cariama cristata

pCARCRIO2 - Plasmodium sp. / Cariama cristata

pPTEBAIO3 - Plasmodium sp. / Pteroglossus bailloni

PQO15605 - Plasmodium sp. / Cariama cristata

MF043229 - Plasmodium sp. / Neochen jubata

MT761661 - Plasmodium sp. / Ploceus cucullatus

MZ475935 - Plasmodium huffi / Ramphastos toco

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

6 DISCUSSAO

O conjunto amostral, composto por 16 espécies das ordens Piciformes,
Strigiformes, Falconiformes, Cathartiformes, Accipitriformes, Cariamiformes e
Galliformes resgatadas em areas urbanas e periurbanas, reforga que esses taxons
permanecem subamostrados nas pesquisas sobre hemosporideos, embora possam
esclarecer interagdes parasito-hospedeiro (Santiago-Alarcon et al., 2014). Essa
subamostragem é particularmente relevante em um hotspot de biodiversidade como
o Brasil, onde, apesar da riqueza da avifauna, grande parte dos estudos concentra-se
em Passeriformes, negligenciando outras ordens (Valkiunas, 2005; Clark et al., 2014;
Valkiunas & lezhova, 2018; Lotta et al., 2019).

A predominancia de Piciformes (26,08%) e Strigiformes (23,91%) e a alta
frequéncia de R. foco (19,57%) e C. atratus (13,04%) refletem a avifauna tipica do
Sudeste, regido de mosaico de biomas e perfis ecoldgicos distintos (Drummond et al.,
2006). Destaca-se, também, a dificuldade de amostrar aves dessas ordens em vida
livre (Bensch et al., 2009; Clark et al., 2014; Inumaru et al., 2024), o que pode ser
contornado, em parte, por amostragem em centros de reabilitagdo. Esta abordagem
representa uma alternativa menos complexa e de menor custo, permitindo ainda o
acompanhamento temporario dos individuos (Chagas et al., 2017). Além disso, a

auséncia de padrbes temporais classicos associados a sazonalidade das infecgdes
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por hemosporideos, frequentemente descritos para aves de zonas temperadas, deve
ser interpretada em conformidade com as particularidades ecoldgicas do sistema
tropical investigado. Em regides temperadas, processos como migragao sazonal de
hospedeiros e episddios de recaida, que sdo caracterizados pela reativagdo da
merogonia exoeritrocitaria e aumento transitorio da parasitemia durante a fase cronica
da infecgado (Valkiunas & lezhova, 2017) estao intimamente associados a variagdes
climaticas marcantes e a flutuacbes acentuadas na densidade de hospedeiros
invertebrados. Entretanto, tais mecanismos ndo sao diretamente aplicaveis ao
contexto do presente estudo, cuja amostragem & composta, majoritariamente, por
aves nao migratorias, tipicas de ambientes tropicais. Nessas regides, a menor
amplitude climatica anual, associada a uma relativa estabilidade na disponibilidade de
vetores, resulta em dindmica de transmiss&o mais continua e na raridade de episddios
de recaida quando comparada as zonas temperadas (Valkiunas, 2005; Beaudoin et
al., 1971; Sick, 1993). Assim, a auséncia de evidéncias claras de sazonalidade ou de
picos recorrentes de parasitemia nao deve ser interpretada como limitagao
metodolégica, mas como um padrao condizente com a ecologia dos hospedeiros e
vetores em sistemas tropicais.

Nesse cenario ecologico, a elevada representatividade de M. choliba e R.
magnirostris na amostragem reforga a singularidade dos processos de transmissao de
hemosporideos em ambientes antropicos tropicais, nos quais espécies residentes,
amplamente distribuidas e ecologicamente generalistas desempenham papel
relevante na manutengao do ciclo parasitario. Além disso, a detecgédo de infecgbes
nessas espécies contribui para reduzir lacunas amostrais ainda existentes na
literatura, especialmente no caso de R. magnirostris, para a qual ha escassez de
registros parasitologicos, apesar de sua ampla distribuicdo e de registros prévios em
contextos semelhantes, como no estudo de Tostes et al. (2017).

A partir do exame microscopico, a prevaléncia de hemosporideos observada
foi de 15,21%, valor compativel com aquele reportado para regides neotropicais em
diferentes contextos ecologicos. Prevaléncias semelhantes foram descritas por
Ribeiro et al. (2020), com 19,85%, por Chagas et al. (2016), com 15,8%, e por
Rodriguez-Matta (2001), com 15,9%, reforcando que o valor registrado no presente
estudo se insere dentro do intervalo esperado para a regido. Em contraste, a
prevaléncia observada foi superior aquelas reportadas por Fecchio et al. (2007)
(6,9%), Benedikt et al. (2009) (5,2%) e Bennett & Lopes (1980) (7,8%), estudos
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conduzidos em diferentes cenarios amostrais e ecoldgicos. Por outro lado, o valor
obtido mostrou-se consideravelmente inferior a elevada prevaléncia de 83,15%
documentada por Tostes et al. (2015) em aves mantidas em cativeiro, contexto no
qual fatores como densidade de hospedeiros, estresse e exposi¢ao continua a vetores
podem amplificar a transmiss&o parasitaria. Embora algumas ordens tenham
apresentado prevaléncias elevadas, incluindo valores de 100%, esses resultados
devem ser interpretados com cautela, uma vez que refletem grupos com reduzido
numero amostral. Estudos conduzidos em centros de triagem e reabilitagdo de fauna
silvestre, em contextos ecoldgicos semelhantes, demonstram que prevaléncias
elevadas em ordens pouco representadas sao recorrentes e refletem a distribuicao
pontual de casos positivos, sem permitir inferéncias populacionais amplas (Tostes et
al., 2017; Barino et al., 2020). Além disso, variagdes marcantes entre ordens tém sido
associadas ao contexto ambiental, a ecologia das espécies amostradas e ao desenho
amostral, especialmente em ambientes antropicos tropicais dominados por aves
residentes (Fecchio et al., 2019; Ferreira-Junior et al., 2017; Clark et al., 2014).

Em relacéo a parasitemia, obtida por meio da microscopia, apresentou padrao
de distribuicdo de valores extremos registrados em C. cristata (0,03% a 54,98%). A
deteccao de coinfecgao por Haemoproteus sp., Trypanosoma sp. € microfilarias em
P. obscura evidencia a complexidade das associag¢des parasitarias em aves. Embora
nossa prevaléncia geral seja comparavel a estudos como o de Woodworth-Lynas et
al. (1987) que registraram 8%, os dados demonstram que estimativas médias de
prevaléncia podem mascarar padrdes importantes de infeccdo, uma vez que a
heterogeneidade se mostrou pronunciada tanto em nivel de ordem quanto de espécie.

A analise molecular por nPCR indicou que 52,17% das aves estavam
infectadas por hemosporideos, sendo 28,26% por Plasmodium spp. € 23,91% por
Haemoproteus spp. Esse valor situa-se dentro do amplo intervalo de prevaléncias
relatado internacionalmente ao longo de gradientes de urbanizagao, nos quais nao ha
um padrao universal de aumento ou redugao da infeccao, mas sim forte variacido entre
areas preservadas, ambientes altamente urbanizados e fragmentos verdes urbanos
(Bonneaud et al., 2009; Chasar et al., 2009; Geue & Paterke, 2008; Turcotte et al.,
2017). Nesse contexto, a urbanizagao atua como um filtro ecolégico que reorganiza a
composigao das comunidades de hospedeiros e vetores, bem como a riqueza e a

identidade das linhagens parasitarias circulantes (Hernandez-Lara et al., 2020;
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Aronson et al., 2014; Croci et al., 2008; Silva et al., 2016; Sol et al., 2014, 2017; Sorte
et al., 2018).

No Brasil, esse cenario se reflete em uma ampla variacido das prevaléncias
detectadas por PCR, mesmo em contextos ecologicos semelhantes (Tabela 3). Em
ambientes urbanos, por exemplo, os valores variam de 15,3% (Dutra et al., 2021) a
97,3% (Matoso et al., 2021), evidenciando a influéncia conjunta de diferencas
regionais, metodoldgicas e do perfil taxonémico das aves amostradas. Em centros de
triagem e em contextos de cativeiro, prevaléncias intermediarias também sao
frequentes, como os 33% registrados por Morel et al. (2021) e os 37% reportados por
Vieira et al. (2025b), valores proximos aos observados no presente estudo.

A elevada frequéncia de infec¢ao observada pode estar relacionada, ao menos
em parte, a inclusdo de ordens historicamente subamostradas em levantamentos
moleculares, como Falconiformes, Strigiformes e Piciformes, que neste estudo
apresentaram prevaléncias superiores a 40%. Esse padrao contrasta com muitos
trabalhos anteriores concentrados predominantemente em Passeriformes, grupo que
frequentemente apresenta dindmicas sazonais distintas de infeccdo (Hennig et al.,
2025). Além disso, a maior sensibilidade da nPCR favorece a detecgéo de infecgbes
subpatentes, que tendem a ser subestimadas por meétodos microscopicos,
contribuindo para as prevaléncias relativamente elevadas registradas em contextos
de cativeiro e ambientes antropizados (Krams et al., 2012; Chagas et al., 2017).

A comparagao entre os métodos diagndsticos evidenciou a complementaridade
entre as abordagens. A integracdo entre PCR e microscopia amplia a robustez
interpretativa dos achados, ao permitir simultaneamente a deteccao de infecgdes de
baixa intensidade e a confirmagcdo morfolégica necessaria para a elucidagéo
taxonémica dos hemoparasitos (Atkinson et al., 2008a; 2008b; Marzal et al., 2011). A
prevaléncia geral, considerando nPCR e microscopia em conjunto, foi de 54,34%
(25/46), sendo que 72% dos casos positivos foram identificados exclusivamente pela
técnica molecular. A microscopia apresentou baixa sensibilidade (25%) e a
concordancia entre as técnicas foi fraca (k = 0,198), com apenas um individuo positivo
detectado apenas pelo exame microscopico. Esse resultado é consistente com
evidéncias de que infecgdes cronicas e subpatentes podem permanecer indetectaveis
em esfregagcos sanguineos (Jarvi et al., 2002; Fallon et al., 2003; Valkidnas et al.,
2008), ao passo que a detecgao molecular pode apresentar limitagdes em situagdes

de coinfec¢ao, amplificagao preferencial ou baixa parasitemia (Valkilnas et al., 2006;
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Zehtindjev et al., 2012; Schaer et al., 2015). Portanto, resultados moleculares nao
acompanhados de confirmagao morfolégica nao permitem inferir, de forma definitiva,
a competéncia do hospedeiro. Em conjunto, esses achados sustentam a adog¢ao de
uma abordagem diagnostica integrada como estratégia mais apropriada para estimar
a prevaléncia e caracterizar a parasitemia ao longo do curso infeccioso (Karadjian et
al., 2013; Ciloglu et al., 2019; Gadalla et al., 2021).

Na analise do perfil clinico, entre os individuos positivos pela nPCR, 58,33%
apresentaram lesdes visiveis, enquanto 41,66% foram considerados clinicamente
saudaveis. Considerando os positivos por ambos os métodos, 32% (8/25) exibiram
escore corporal reduzido e concentraram as maiores intensidades parasitarias.
Embora esse padrao seja compativel com um trade-off entre resisténcia e tolerancia
aos parasitos, mediado pela disponibilidade energética do hospedeiro (Raberg et al.,
2009; Cornet & Sorci, 2013; Ribeiro et al., 2020), ndo foi identificada correlagao
estatistica, o que impede qualquer inferéncia causal direta.

Resultados semelhantes foram reportados em aves nao migratérias, que,
apesar de ainda pouco estudadas, vém sendo reconhecidas como sentinelas
sensiveis das condigdes ambientais locais (Van Hemert et al., 2019; Gonzalez-
Quevedo et al., 2016; Morel et al., 2021; Hanel et al., 2016). Em corujas, por exemplo,
Martin-Maldonado et al. (2023) observaram maior frequéncia de infecgbes por
hemosporideos em individuos com escores corporais mais baixos, um padrao também
descrito por Rodrigues et al. (2021) e Ribeiro et al. (2020) em ambientes periurbanos,
nos quais a condicdo corporal tende a se associar a intensidades parasitarias mais
elevadas. Ainda assim, como sugere Grabowl et al. (2024), analises envolvendo
relagdes causais entre escore corporal e infeccdo devem ser interpretadas com
cautela, especialmente diante de tamanhos amostrais limitados, que fornecem apenas
estimativas parciais e padrdes sugestivos.

De modo geral, a avaliagdo da condi¢gao corporal apresenta uma limitagao
inerente por ndo permitir discernir se valores reduzidos sdo consequéncia da infeccao
ou um fator pré-existente que aumentou a suscetibilidade do hospedeiro. Isso é
particularmente relevante em hemosporidioses, cujos efeitos podem ser discretos,
cumulativos e facilmente confundidos com outros estressores fisioldgicos ou
ambientais (Dunn et al., 2021). Além disso, tais efeitos tendem a se manifestar ao

longo de periodos prolongados, exigindo monitoramentos populacionais de longo
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prazo para serem adequadamente detectados (Asghar et al., 2015; Taylor et al.,
2023).

Mesmo quando persistem em fase cronica, infeccbes por hemosporideos
podem comprometer o sucesso reprodutivo, a eficiéncia de forrageamento e, em
escala maior, a dinamica populacional e os fluxos tréficos locais (Dunn et al., 2021;
Hasik & Siepelski, 2022; Koltz et al., 2022). A magnitude desses efeitos depende nao
apenas do parasito, mas também de fatores extrinsecos, como qualidade do habitat,
clima e disponibilidade de recursos, e de caracteristicas intrinsecas do hospedeiro,
incluindo imunocompeténcia, idade, sexo e coinfecgdes (Khan et al., 2019; Dunn et
al., 2021).

Em termos fisiolégicos e comportamentais, infecgbes por hemosporideos
podem alterar o balango energético ao redirecionar recursos para respostas imunes
de alto custo metabdlico (Sheldon & Verhulst, 1996), induzindo redug¢des no
forrageamento, na atividade diaria e na mobilidade (Bradley & Altizer, 2005; Welick &
Sikkel, 2015; Grabowl et al., 2024). Em fases agudas, esses efeitos podem ser
suficientemente intensos para reduzir a probabilidade de captura por redes de neblina,
fazendo com que amostragens de campo representem majoritariamente individuos
em fase cronica (Lachish et al., 2011; Dimitrov et al., 2015; Grabowl et al., 2024). Essa
assimetria amostral contribui para a auséncia de padrdes consistentes nos escores
corporais observados em diferentes estudos (Valkitnas et al., 2006b; Paulinauskas et
al., 2008, 2011).

Adicionalmente, o parasitismo pode ser interpretado como um componente do
estresse ambiental, associado tanto a caracteristicas do habitat quanto a variaveis
climaticas (Chasar et al., 2009; Loiseau et al., 2010; Marzal et al., 2013; Altizer et al.,
2013). Entretanto, ainda ndo esta claro se as aves respondem primariamente aos
efeitos diretos da parasitemia, ao tipo de habitat ou a interagdo entre ambos (Hatcher
et al., 2012; Ludtke et al., 2013). Nesse contexto, fatores urbanos, como ilhas de calor,
criadouros artificiais de vetores e o0 estresse associado ao resgate e ao cativeiro,
podem atuar como moduladores adicionais, favorecendo a exacerbagao de infeccdes
latentes e a manuteng&o da transmiss&o ao longo do ano (Kolokotroni & Giridharan,
2008; Martinez-Bakker & Helm, 2015; Isaksson et al., 2013; Panayotova-Pencheva,
2013; Dominoni et al., 2025).

A interpretacdo temporal dos dados, fundamentada nos periodos de pré-

paténcia estabelecidos na literatura (aproximadamente 10-21 dias para
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Haemoproteus spp. € 5-10 dias para Plasmodium spp. (Atkinson et al., 2000;
Valkitnas, 2005; Dimitrov et al., 2015), permite sugerir hip6teses interpretativas sobre
a possivel origem das infecgbes. Estadias prolongadas em centros de reabilitagao,
como observado em M. choliba (84 dias) e R. magnirostris (170 dias), sdo compativeis
com a possibilidade de infecgdes adquiridas durante a permanéncia na instituicdo. Por
outro lado, permanéncias mais curtas, registradas em P. bailloni (7 dias), M.
chimachima (79 dias) e R. toco (36 dias), podem indicar adicionalmente, de forma
sugestiva, infecgdes prévias ao resgate, potencialmente detectadas nas fases aguda
ou subpatente inicial, a depender do género parasitario envolvido, sem que essa
inferéncia possa ser confirmada na auséncia de andlises estatisticas ou
acompanhamento temporal dos individuos amostrados.

Sob a perspectiva taxonbmica, as taxas de infeccdo observadas em
Falconiformes, Strigiformes e Piciformes estdo de acordo com a conhecida
variabilidade de susceptibilidade entre e dentro de ordens de aves (Santiago-Alarcon
et al., 2014; Soares et al., 2016b; Bell et al., 2020; ligufias et al., 2022; Capasso et al.,
2023; Lotta-Arévalo et al., 2023). Nossos achados positivos para Galliformes (Ferreira-
Junior et al., 2018; Freitas et al., 2023; Chagas et al., 2017), Cariamiformes (Vieira et
al., 2025a; Vieira et al., 2023; Vanstreels et al., 2022), rapinantes (Barino et al., 2020;
Sacchi et al., 2021; Morel et al., 2021) e Piciformes (Cedrola et al., 2021; Chagas et
al., 2017) corroboram a circulagéo de hemosporideos nestas ordens. Especificamente
para rapinantes, estudos globais frequentemente reportam maior prevaléncia de
Haemoproteus spp. (21-47%) em comparagao com Plasmodium spp. (1-44%) (Kocan
et al., 1977; Kirkpatrick & Lauer, 1985; Balkaya et al., 2016; Zacarias, 2017;
Pornpanom et al., 2021), padrdo que encontra ressonancia em nosso estudo e em
outros nacionais, como Barino et al. (2020), que encontrou prevaléncia de 72,22% em
rapinantes, com M. choliba apresentando 64,29% de positividade e altas intensidades
parasitarias (17,04% e 20,53%).

A variacao observada na frequéncia e na intensidade das infecgdes pode ser
atribuida a um conjunto de fatores ecoldgicos e fisiologicos. A maior emisséo de CO,
por aves de maior porte, por exemplo, tende a aumentar a atratividade para vetores
hematofagos (Lehane, 2005; Fecchio et al., 2011). Além disso, diferengas no uso do
habitat e na exposicdo a areas com maior densidade de vetores, combinadas a
heterogeneidade nos mecanismos de resisténcia e tolerdncia aos parasitos,

contribuem para padrbes de infecgado contrastantes entre espécies e individuos.
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Embora nem todos os estudos encontrem associagdes consistentes entre infeccéo e
aptidao fisica (Marzal et al., 2008), no presente conjunto de dados a convergéncia
entre os periodos de pré-paténcia, o tempo de permanéncia dos individuos em
triagem, o padr&o clinico observado e a maior sensibilidade da nPCR indica que os
resultados obtidos s&o biologicamente coerentes. Essa concordancia entre diferentes
linhas de evidéncia refor¢a a utilidade de abordagens diagnésticas integradas, que
combinam métodos moleculares e microscopicos para caracterizar tanto infecgdes
patentes quanto subpatentes (Jarvi et al., 2002; Fallon et al., 2003; Valkitnas et al.,
2008; Wang et al., 2015; Karadjian et al., 2013; Ciloglu et al., 2019; Gadalla et al.,
2021; Bensch & Akesson, 2003), permitindo uma avaliagdo mais realista da
epidemiologia dos hemosporideos em ambientes naturais e antropizados.

Na analise filogenética de Haemoproteus spp., baseada no gene mitocondrial
cytb e inferida sob o modelo GTRGAMMA+I, as sequéncias obtidas no presente
estudo agruparam-se com linhagens de referéncia associadas a H. paraortalidum, H.
ortalidum, H. syrnii, H. tyranni e Parahaemoproteus sp., em consonancia com o
arcabougo comparativo amplamente empregado em estudos fundamentados em
linhagens de cytb (Bensch et al., 2009; Clark et al., 2014; Galen et al., 2018). O Clado
1A (BS = 100), representado pela linhagem hPENOBSO01 de P. obscura, apresentou
forte proximidade filogenética com H. paraortalidum, corroborando a congruéncia
morfoldgico-molecular previamente documentada em Cracideos (Chagas et al., 2017;
Ferreira-Junior et al., 2018; Freitas et al., 2023; Galen et al., 2018). Embora existam
poucos registros de hemosporideos em aves da familia Cracidae, os estudos
disponiveis descrevem infecgdes predominantemente atribuidas ao género
Haemoproteus (Galbadon & Ulloa, 1978; Bennett et al.,, 1982; Motta et al., 2013;
Chagas et al., 2017; Ferreira-Junior et al., 2018; Freitas et al., 2023), o que reforga a
interpretacado do achado morfologico observado em P. obscura. O Clado 1B (BS = 98),
composto por dez linhagens, posicionou-se em proximidade com H. syrnii e
estruturou-se em subclados com suporte consistente, padrao frequentemente relatado
para Strigiformes neotropicais. Entretanto, identidades genéticas elevadas entre
sequéncias detectadas em hospedeiros fora do espectro tipico devem ser
interpretadas com cautela, uma vez que podem refletir infecgbes abortivas. Nessas
circunstancias, o parasito pode invadir o hospedeiro, mas nado completar seu
desenvolvimento e ndo estabelecer parasitemia patente, de modo que a deteccao por

métodos moleculares pode ocorrer mesmo na auséncia de formas sanguineas
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detectaveis ao exame microscopico. Esse cenario sugere baixa compatibilidade
hospedeiro-parasito e limitada contribuicdo do hospedeiro para a manutencao do ciclo
de transmissao (Valkitnas et al., 2013; Galen et al., 2018; Barino et al., 2020). Para o
género Plasmodium, foram identificados dois agrupamentos principais associados a
P. paranucleophilum e P. huffi. P. paranucleophilum apresenta carater generalista,
com registros em diferentes ordens de aves e em distintos contextos amostrais,
incluindo ambientes naturais e antropicos, o que reforca sua ampla plasticidade
ecologica (Tostes et al.,, 2017; Chahad-Ehlers et al., 2018). O caso de P. huffi é
particularmente relevante, pois embora originalmente descrito em Piciformes com
prevaléncia de 25% em ranfastideos no estudo de Cedrola et al. (2021), o estudo
demonstra expansao do seu espectro de hospedeiros. A confirmagao de seriemas (C.
cristata) como hospedeiros competentes, com evidéncias morfolégicas e
histopatologicas em multiplos 6rgdos (Vieira et al., 2025a), fornece um referencial
soélido para interpretar as linhagens do estudo préximas a P. huffi. Ademais, Vieira et
al. (2025a) relataram que 20% dos individuos de Cariamiformes foram positivos para
P. huffi, reforcando a susceptibilidade desta ordem, recentemente confirmada em
centros de recuperagado no Brasil (Vanstreels et al., 2022; Vieira et al., 2023).
Entretanto, valores de bootstrap intermediarios (BS~65-66) exigem cautela na
interpretacdo, uma vez que o gene cytb pode apresentar ramificagcdes curtas,
heterogeneidade taxonémica e coinfecgdes. Recomenda-se, portanto, a ampliagao de
marcadores genéticos (Bernotiene et al., 2016; Schmid et al., 2017), a detecgéo
explicita de coinfecgcoes através de métodos como Anadlise de Fusdo de Alta
Resolugcao (HRM), PCR multiplex e/ou Sequenciamento de Nova Geragcao (NGS)
(Ciloglu et al., 2019; Sijbranda et al., 2017; Bell et al., 2015; Schoener et al., 2020;
Jarvi et al., 2013) e a reavaliagdo do particionamento filogenético (Bernotiené et al.,
2016; Galen et al., 2018).

Resultados recentes em Cariamiformes, incluindo registros de
coinfeccbes e do genoma mitocondrial detalhados, reforcam que ambientes
urbanizados e centros de reabilitacdo expdem as aves a complexos mosaicos de
linhagens parasitarias e diferentes estados infecciosos (Vieira et al., 2023), auxiliando
na explicagcado da alta positividade por nPCR mesmo diante de variagdes nos valores
de bootstrap dos nés filogenéticos. Analises comparativas restritas ao nivel de género
podem mascarar esta heterogeneidade, uma vez que a prevaléncia agregada

combina linhagens com distintas historias evolutivas, perfis imunoldgicos, hospedeiros
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invertebrados e contextos ecoldgicos, justificando a preferéncia por descrigcbes e
comparagdes no nivel de linhagem (Kwasnoski et al., 2025). Adicionalmente, o sinal
filogenético dos hospedeiros pode modular a ocorréncia de infecgdes: espécies
relacionadas tendem a compartilhar caracteristicas imunoldgicas e ecoldgicas,
gerando um sinal filogenético na prevaléncia compativel com a ancoragem do Clado
1A em Cracideos e a coesao do Clado 1B em Strigiformes (Ellis et al., 2020; Gupta et
al., 2020; O'Connor et al., 2016).

7 CONSIDERAGOES FINAIS

Apesar da implementacdo de estratégias preventivas em ambientes de
cativeiro, sua efetividade frequentemente é limitada por entraves logisticos, como
restricoes orgcamentarias, caréncia de capacitagdo técnica especializada e
variabilidade ecoldgica regional, fatores que influenciam diretamente a dindmica
populacional de dipteros vetores. Nesse contexto, o diagndstico de hemosporidioses
em aves mantidas em cativeiro, cuja prevaléncia pode variar consideravelmente entre
ordens taxondmicas, assume papel central na avaliagao sanitaria desses individuos e
em programas de conservagao ex-situ.

Doencgas infecciosas e parasitarias podem atuar como fatores limitantes
relevantes para o sucesso de iniciativas de reintroducéo, ao impactar negativamente
a sobrevivéncia e a aptidao reprodutiva dos individuos, além de prolongar o tempo de
permanéncia em cativeiro ou mesmo inviabilizar sua liberagdo em ambiente natural.
Embora individuos infectados por hemosporideos aviarios frequentemente nao sejam
considerados aptos para reintrodugéo, ha registros pontuais de sucesso, indicando
que a decisao deve ser embasada em avaliagao criteriosa e contextualizada.

Dessa forma, a integragdo de diferentes medidas de manejo, incluindo
diagnostico precoce e combinado, tratamento individualizado quando indicado e
estratégias de controle de insetos vetores, mostra-se essencial para mitigar os
impactos das hemosporidioses aviarias em ambientes de cativeiro. Indicadores
epidemioldgicos, como prevaléncia e intensidade parasitaria, devem ser incorporados
como ferramentas de monitoramento para avaliar a eficacia das agdes implementadas

e subsidiar decisdes relacionadas a reabilitagcdo e reintroducio de aves silvestres.
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8 CONCLUSAO

Este estudo caracteriza a ocorréncia de hemosporideos aviarios em aves
silvestres recebidas no Centro de Triagem de Animais Silvestres (CETAS) de Juiz de
Fora, registrando prevaléncia de 15,21% pela microscopia e de 52,17% pela nPCR. A
discordancia entre os meétodos evidencia a maior sensibilidade da abordagem
molecular e confirma a complementaridade entre PCR e microscopia, especialmente
para a detecgdo de infecgbes subpatentes e para a confirmagdo morfolégica e
taxonbmica dos parasitos.

As maiores proporgdes de individuos positivos ocorrem nas ordens
Cariamiformes, Galliformes e Strigiformes, indicando heterogeneidade na distribuicédo
das infecgdes entre ordens amostradas. A analise molecular e filogenética identifica
linhagens de Haemoproteus spp. e Plasmodium spp. previamente descritas e aponta
a ocorréncia de linhagens potencialmente inéditas, contribuindo para o registro de
hospedeiros e para a compreensao da diversidade parasitaria em aves nao
passeriformes na regiéo.

Os resultados demonstram que centros de triagem e reabilitagdo constituem
fontes relevantes para vigilancia epidemioldgica e para a ampliagdo do conhecimento
sobre hemosporidioses em areas urbanas e periurbanas, com aplicagao direta no

monitoramento sanitario de aves silvestres.
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ANEXO A - Arvore filogenética obtida por Maxima Verossimilhanga a partir de
sequéncias do gene cytb do género Haemoproteus. A filogenia de Maxima
Verossimilhanga foi baseada em sequéncias do gene cytb, utilizando como grupo
externo cinco linhagens de Leucocytozoon spp. Sequéncias obtidas no presente
estudo est&o indicadas em negrito, enquanto a caixa destacada delimita o clado que
reune as sequéncias geradas neste estudo juntamente com outras linhagens
identificadas. Antes de cada sequéncia, consta o cédigo seguido pelo nome obtido

do GenBank ou MalAvi e apds, a espécie de hospedeiro aviario.
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i(—L 109 nPENOBSO1 - . ./ :
PENOBSO1 - f ortalidum / Penefope ob:
100/ KO3 - Haemoproteus brachiotu / Cicus cerugi Clado 1A

L Faisusol- o [ Ii / Falco subbuf
46 ALARVO! - Hoemoproteus tartakovskyl / Alauda arvensis
52[1 ALARVOZ - Haemoproteus tartakovskyi / Alauda arvensis
g7 ALARVO3 - Hoemoproteus tartakovskyi / Alauda arvensis

100 |— CYAOLI03 - Haemoprateus cyanomitroe / Cyanomitrg clivaceo
CYAOLIOG - | o itrae / C) itro olivocea
I DENCOR{ - H o coatneyl / Geothlypis trichas
PACPECO2 - Hoemoproteus coatnayi / Firanga rubra

99157 zocAP13 - ¢ coatneyi/ Dy
FlOUQ3 - Haemoproteus coatneyl / Pirango olivacea
2 ’OFUE ZOCAPOT - | o ar fetus / 2 hia capensis

g7|! zocapia -1 0 ythrogravidus / ichia copansis
7 ARBRUOT - ¢ coatneyi / Bl i
LEQ ATPALOZ - § coatneyi /
46 25 ARBRUOZ - Hoemoproteus coatney / Turdus semanus
94 TANIGO1 - Hoemoproteus coatneyl / Tangara xanthocephala
| 100| ANSOMOT - p coatneyi / Anisog

TANVASOZ - Hoemoproteus coatneyi / Tangara vossarii
SISKINT - Hoemoproteus tartakovskyl / Cardueiis flammeg

439 | — ROF|1 - Hoemoproteus magnus / Sylvia borin
77— PADOMOS - Hoemoproteus passerts / Passer domesticus
g L HAWF1 - F P artakovskyi / C ot
63 aar YWTI-} P I8 fiava
[—T YWTS - Hoemoproteus motaciiae / Motacilia aiba
e YWT3-H Toproteus / Matacilla alba
100 L YWTE - Haemoprotr itlae / il flava

YWT2 - Haemaproteus motaciioe / Anthus trivialis

|_— MALRUBOZ - F P falis / Mali icoli
94| PLOMELD3 - Hy Ieofascialis / Ploceus meh phak
38

PLOMELO - P b iskyi / Ploceus
PLOMELOZ - } P palskyi / Ploceus
E‘, PLONIGOT - He porote i is / Placeus ni
2 PLONIGOZ - Hoemeproteus micronuciearis / Floceus nigerrimus

91

5
_92| VILWE? - Haemoproteus micronuclearis / Ploceus melanocephalus

100 | L pLONIGO3 - Haemop is / Ploceus nig
RBG1 - F i fearis / My is crossleyi
TROERYO1 - jothrichus / Garmulax




100

|53 -
3 E?o PIOLIOT - Hoemoproteus throupd / Piranga ofivacea

CYADOLIOS - Haemoproteus cyanomitrae / Cyanemitra clivacea

——  EMCIRD1 - Hoemoproteus dumbbelius / Emberiza citrinella

CCF3 - Hoemaproteus fringillae / Fringilla montifringilia

CORGARO1 - Haemoproteus corocioe / Coracias garrulus

—— CORCRIO1 - Hoemoproteus minchini / Corythaeslo cristata

83 COLLI - proteus i / Ficedula

gg| L100]  LULU - Haemoproteus balmorali / Luscinia luscinia

57 ROBIN1 - Hoemoproteus attenuatus / Luscinia luscinia
4. SFC1 - Heemoproteus balmorall / Stiphrernis erythrothorax
94 MALRUBO1 - Haemop paranucleophilus / Malimbus rubricol i
TROERYOZ - Haemap h iothrichus / Acti egertoni
70| '7 MEAPI 01 - Haemoproteus manwelli / Merops apiaster
MEAPI 02 - H: gavrilovi / Merops apiaster
MELLEWO1 - Haemap: ptilotis / Meliphoga lewinit
87 | MELALBOZ - Hoemopi pilotis / Melithreptus albogulari
99 &5 MELALBO1 - Haemoproteus ptilotis / Melithreptus albogularis
61 B1L_ NMINO1 - Hy teus ptilatis / Cli i
?3[ LICHRYSO1 - Haemop pilatis / Lich chrysops
I CRALOUOQ1 - Hoemaprateus bukako / Crocticus louisiodensis
50 CRALOUO1 - H o bukaka / Cracticus loutsiodensi:

3|

3

100 VIOLI0S = Haemoproteus vireonis / Vireo olivaceus

VIOLIOE - } P vireonis / ¥ rufus
751_— CCF5 -+ prateus majoris / Lophoph
PARUS1 - Hoemoproteus majoris / Poecile montanus

CWT4 - Heemaproteus majons / Sylvia curruca

Wwa - F P majoris / Phoeni ochruras
199 pHSIB1 - Haemoproteus majoris / Phosnicurus ochruras

PHYBORO4 / Hoemoproteus majoris / Catharus ustulatus
VIGILO1 - Haemoproteus vireonis / Vireo gilvus

BUL1 = Hoemoproteus sanguinis / Pycnonotus barbotus
BULZ - } 15 sanguiris / H, i
CUKN - Hoemoproteus hemominutus / Turdus viseivorus

PFC1 - Haemoproteus pallidus / Ficedula hypoleuca

PFC1- Hoemoproteus paliidus / Ficedula hypoleuca
SYATO3 - F licuius / Syivia_
COLL?2 - Hoemoproteus pallidus / Turdus assimilis
TUPHIO - £ P / Turdus
TUPHIO - Hoemoproteus minutus / Turdus philomelos
TUCHROT - Hoemoproteus minutus / Turdus merula
TURDUSZ - Hoemoproteus minutus / Turdus groyi

75 SFC3 - Hoemoproteus pallidus / Muscicapa striata

W Wwl-F o palioris / Ph pus trochilus

PHSIB2 - h Wioris / Phyit

HAWF2 - s/ C

ANLATOZ - ¢ = fatus / h
~ ZOSLATOM -} ’ pis / lateralis
99| zosxaANDZ -+ P pis / minutus
ZOSLATTI - | P pis / Zosterops lateralis
ZOSSTEOT - ¢ pis /

COCORODT - Hosmoproteus donilewskyii / Corvus corone

LAMPURD1 - Haemaproteus pastoris / Sturnus vulgaris

TROAED20 - Haemoproteus witti / Eriocnemis derbyi
100 ARWI-F i/A
SW -} P i/
HIICT - Hasmeproteus belopolskyi / Hippelais ictering
g9, HICT3-F o i/ i striota
HIICTS - Haemoproteus belopolskyi / Hippolais ictering
HIICT4 - Hasmaproteus belopolskyl / Hippolals icterina
P i/ i

Rwd = |

90— GRWO1 - Hoemop . densus / A h
ﬁwr—: P polskyi / Acrocephalus palustri
L SW1-+

.f,
RW1 -+ P payevskyi /A ir
100 SYATO1- Jal P ! i/ Sylvia
76 a8 SYATO2 - Haemo . i/ Sylvia
foor SYATH - Iskyi / Sylvia
100| %[ SYBORO3 - Hoemop parabelopoiskyi / Sylvia

78



3

100[~ SYATO7 -k P p ) i/ Sytvia
4 SYATIE - F / Sylvio atrit
100 SYBORO1 - Hoemoproteus parcbelopolskyi / Sylvia borin
ZOSMADD - killangoi / Hy iensi:
ZOSLATIO - Hy 0 kiltangol / Z ps Minutus
ZOSXANOS - - killongai /
79 ZOSLATOT - } Killangoi / Iateralis
67| SYNIS1 - Haoemoproteus parabelopolskyi / Sylvia nisorio
100 Rb1- Hoemoproteus lanii / Lanius colluric
10(:"—r RBS4 - Hoemoproteus lanil / Lanius coliurio
RBS2 - Hoemoprotaus fanii / Lanius coliurio
76 CCF7 -+ magnus / Fringilla coelebs
100 TABIOZ - F ¥ paruli / St i i
81 ZONALBO1 - Haemoproteus fringillae / Zenotrichia albicoll
TAMDESO1 - Hi p fe lis / Tangara d
GAGLAOT - H: . icoe / Garrulus glandaril

100 | DELURB1 - Haemoproteus hirundinis / Riparia riparia

100 HIRUSOS - Haemoproteus parahirundinis / Hirunda rustica
DELURB2 - Hoemoproteus hirundinis / Delichon urbicum
OTSCOO0S - Hoemoproteus symii / Otus scops

—  TROAED1S - Hosmop homohandai / Troglodytes aedon
——  ALCLEUDT - Haemoprot: leator / Alcedo
oo CIRCUMOT - Hoemaoproteus noctuae / Buteo buteo
_“L H_ASCLADT - Megascops chollba
68 MODOT-F harovi / Zenaida

I— PICANOZ - Hoemoproteus homovelans / Picus canus
STSENT -+ turtur / Streptopeli

93

79

DENAUTO - # 0
LC782760 - Hoemoproteus sp, / Tetrastes bonasio

SPMAGTZ - | P

CULKIBO1 - Haemoproteus syrnii / Bubo bubo
fuscae / C

/ Der

larae / Larus

CELECO1-F

36 FREANDO1 - Hi o it i/ Fragata mag
’—D STSELT - Hoemop ilonpapernai / Strix seloput:
66| EE] FIPUBO! - Hoemoproteus picae / Picoides pubescens
100| | MELSTRO1 - velans / L i
MELCARD! - Hoemoproteus velans / Colaptes auratus
85 hFALRUFO1 - He sp. / Faico rufigulari:
79 hRAMTOCOT - } F us sp. /| P toco
MNA458784. - Parahaemoprateus sp. / Cosligena coeligens
3 MH457313 - sp. / Coeligena
MT762171 - Haemoproteus sp. / Megoscops choliba
- hRUPMAGOT - H tews sp. / Rupornis magnirostris
hMEGCHOO1 - H, sp. [ M choliba
hRAMTOCO2 - Hoemoproteus sp. / Ramphastos teco
HRL - : sp. / Rup agr
hGLABRAO1 - Hi sp. / Gloucidium brasilianum
hICTPLUO1 - Hoemopro sp, / Ictinla plumbea
- ON703102 - Hoemoproteus sp. / Gubemnatrix cristata
|— hCRAFASO1 - Hoemoproteus sp. / Crax fasciolota
E’ ON703104 - Hoemoproteus Dyranni / Pitangus silphuratus

18

14

HMEGCHOO02 - Hi teus sp. / M choliba
MT762169 - Haemaproteus sp. / Megascaps choliba
KXOE8E89 - p sp./ P it

MT762170 - Haemoproteus sp. [ Megascops choliba
H_PSDIS01 - Megascops choliba
OPO87641 - Haemoprateus sp. / Megascops sp.
— KJ575554 - Hosmoproteus symil / Megascops chaliba
MN136029 - sp/
PP317157 - Hoemoproteus symil / Bubo virginionus
AF465589 - Hosmoproteus sp. / Strix varia
B4 EUB27834 - Haemoproteus sp. / Strix varia
o[~ LC498991 - Haemaproteus sp, / Buba bubo
i PVB39544 - Hoemaproteus symii / Strix uralensis
STALZ - Haemaproteus symil / Bube bubo
LE428017 - sp. / Strex
LC498990 - Hoemoproteus sp. / Strix aluco

\_sa{

Fonte: Elaborada pela autora (2025).

0.03

L_BUBTZ - Leucocytazoon buteonis
ngi L_TFUS04 - Leucacytozoon fringilinarum
L_CB1 - Leucocytt majoris

Clado 1B
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ANEXO B - Arvore filogenética obtida por Maxima Verossimilhanga a partir de

sequéncias do gene cytb do género Plasmodium. A filogenia de Maxima

Verossimilhanga foi baseada em sequéncias do gene cytb, utilizando como grupo

externo cinco linhagens de Leucocytozoon spp. Sequéncias obtidas no presente

estudo estéo indicadas em negrito, enquanto a caixa destacada delimita o clado que

reune as sequéncias geradas neste estudo juntamente com outras linhagens

identificadas. Antes de cada sequéncia, consta o cédigo seguido pelo nome obtido

Fonte:

do GenBank ou MalAvi e apds, a espécie de hospedeiro aviario.

— PYSUNI- /Q) itra olivacea
LZFUSO1 - Plasmodium relictum / Cardellina pusilia
™ o GRWO4 - Plasmodium relictum / Tylas eduardi
100, GRWI1 - Plasmadium refictum / Luscinia luscinia
49 SGS1 - Plasmodium refictum / Luscinia luscinia
PHCOLO1 - Plosmadium relictum / Phylescopus collybita

86— PADOMOZ J’Frceduh i
™ SEIAURO! - Plasmadi ibicoll
951 ZONCAPI5 .' ichia capens
PADOMOS - Plasmodium sp. / Turdus flavipes

1T E— CYAOLIO9 - Plasmodium lucens / Cyaromitra olivacea

KX158495 - Plasmodium_poranucleophilum_Carcora_plancus
MYCAMEOQZ - Plasmodium paranucleophitum / Piaya cayana
KX159494 - Plasmodium paranucleophilum / Caracara plancus
Kx159491
KX1594¢ / Rupamis
70(158492 Pmmmmpammdmmmlmdumamr
OP779112 - / Ruparmni
P_ARDALBO1 - Magascops choliba

7 Rupornis.

34

DENPETO3 - Plasmedium nuclecphilum / Turdus flavipes

MT919273

KX159488 - Plasmodium nucleophilum / Ramphaostos toco
1X159496 - Plasmodium nucleophiium / Ramphastos toco

MT762172 - Plasmodium s / Ictinia plumbaa
100 COLLE - Plasmodium delichani / Ficedula albicallis
GRWO2 ashiardi / turtur

/
92 FANTAILOT - d / Aplonis

ALEDIADZ = ,v’-ﬂle'l’hs i

40 e

SYATOS - / Ficeduln

ANLATO1 - Plasmodium globularls / Alethe fualisbomi

100 PADOMI6 - Plasmodium rouxi / Passer domesticus
98, GALLUSOZ - Pigsmedium juxtanucieare / Gallus gallus

©OP77904 e 5./ Rupornis

—— LNN1- inia I
54 [y TFUSOS- PTnsmndlumlu!zr/TurdusMsmmr
DIGLAFO1 - Plasmedium lutzi / Troglodytes solstitiolis
'W{L DIGCYAQS - Plasmadium iutzi / Diglossa cyansa

DIGLAFOZ - Plasmedium iutzi / Digiossa iafresnayii
TOGr SPMAGOT - tajeroi / Sphen
1 SFMAGUQ flam tejaral /.

wuLLe - reummexum / 1uraus amaurocnainus
-
— TURDUST  Plosmodiam circumfiesum/ Phiomachus pugnax
i 100, MT315274 - losmocim 52 /Rupornis magnirastris
1 — 5 UMAGO! - Rupornis magnirostris
GAL LIJSOI /Synurfaxrs scutata

SBLMIGIIOI Malmm
PRUPMAGO2 - mm/mmﬁ
FJlszseA Pigsmodium sp. /.
Hmn»cﬂumm/ﬂyeuwwcm
9‘245703

Plasmodium_huffl_Cariama cristata
PQC15602 - Piosmodium huffi / Cariama cristata

ap./

MF043229 - Plasmodium sp. / Neochen jubata
MT761661 - Plasmodium sp. / Ploceus cucullatus
112475935 - Pasmocum Rt/ Romphostos toco

99 99, TUMIGOS - Plasmodium um:/cmms ustulotus
99 TFUSOB = Pasmadium unalis / Vireo altilogu
Q\JRUFU] Plasmadium unalis / Turdus rufiventris
TURUFO4 - Piasmodium unalis / Turdus rufiventris
BAEE\CO’Z Catharus frantzii

ANLATO7 - Plasmodium multivacuclaris / Andropadus fatirostris

00| — GALLUSO3 - Plasmodium juxtanucleare / Gallus gaftus
a1 PYCJOCO! - Plasmodium sp. / PYEnonotus jocosus
IﬂU’_NKNDWNoz Pl diuim rauxi / Not found

24 L}NKNOWNm Plasmodium sp. / Not found
2

iium / Emberiza pusilia

98

L BUBTZ-L buter

Clado 2B

Elaborada pela autora (2025).

LTFUS04 - L
LCBI- Leucocytozoon majoris



