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Resumo

A avifauna brasileira € uma das mais expressivas do mundo, possuindo atualmente 1.971
especies reconhecidas. No entanto, as aves estdo listadas como o grupo de vertebrados mais
ameacados de extincdo pelo desmatamento, comércio ilegal e caca predatdria. Com tantas
ameacas, um declinio nas populagdes torna-se um assunto bastante preocupante. Assim,
estudos sobre biologia, ecologia, comportamento, manejo e doencas, inclusive as transmitidas
por parasitos, se fazem cada vez mais necessarios. Examinar a presenca de hemosporideos em
aves ameacadas de extincdo € de grande importancia, pois os hemosporideos sdo tidos como
uma grande ameaca para a conservacgao dessas espécies, ja que podem levar seus hospedeiros
a um declinio populacional acentuado chegando até a extin¢do. Nesse sentido, o presente
estudo tem como objetivo investigar a presenca e prevaléncia de protozoarios hemosporideos
através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e de esfregacos sanguineos, com
o0 intuito de fornecer informacdes para auxiliar na conservagdo do soldadinho-do-araripe
(Antilophia bokermanni), passeriforme criticamente ameagado de extin¢gdo com distribuicéo
restrita a enclaves de floresta tmida da Chapada do Araripe no Ceara, Nordeste do Brasil. As
aves foram capturadas com redes de neblina num periodo de 12 meses entre 0s anos de 2021 e
2022, e marcadas com anilha metélica. O sangue foi coletado da veia braquial dos individuos
utilizando agulha hipodérmica e tubos capilares. Foram coletadas amostras de 67 individuos
de A. bokermanni, no entanto, ndo foram encontrados parasitos em qualquer forma evolutiva
em nenhuma das laminas de esfregaco sanguineo e todas as amostras analisadas via PCR
foram negativas quanto a presenca dos protozoarios Plasmodium, Haemoproteus e
Leucocytozoon. Sendo assim, esse trabalho sugere que a espécie A. bokermanni pode estar
livre de hemosporideos, devido ao tamanho reduzido da sua populacdo, que pode estar

inviabilizando a permanéncia de parasitos especificos na espécie.

Palavras-chave: Antilophia bokermanni, Parasitos do sangue, Hemoparasitos,

Hemosporideos, Mata Umida



Abstract

The Brazilian avifauna is one of the most expressive in the world, currently having 1,971
recognized species. However, birds are listed as the most endangered group of vertebrates due
to deforestation, illegal trade and predatory hunting. With so many threats, a decline in
populations becomes a matter of considerable concern. Thus, studies on biology, ecology,
behavior, management and diseases, including those transmitted by parasites, are increasingly
necessary. Examining the presence of hemosporidia in endangered birds is of great
importance, as hemosporidia are considered a major threat to the conservation of these
species, as they can lead their hosts to a sharp population decline, reaching extinction. In this
sense, the present study aims to investigate the presence and prevalence of hemosporidian
protozoa through the polymerase chain reaction (PCR) technique and blood smears, with the
aim of providing information to assist in the conservation of the Araripe manakin. (Antilophia
bokermanni), a critically endangered passerine bird with a distribution restricted to the
rainforest enclaves of Araripe Plateau in Ceara, Northeastern Brazil. The birds were captured
with mist nets over a period of 12 months between the years 2021 and 2022, and marked with
a metal ring. Blood was collected from the individuals' brachial vein using a hypodermic
needle and capillary tubes. Samples were collected from 67 individuals of A. bokermanni,
however, no parasites were found in any evolutionary form in any of the blood smear slides
and all samples analyzed via PCR were negative for the presence of the protozoa
Plasmodium, Haemoproteus and Leucocytozoon. Therefore, this work suggests that the
species A. bokermanni may be free of hemosporidia, due to the reduced size of its population,

which may be preventing the permanence of specific parasites in the species.

Keywords: Antilophia bokermanni, Blood parasites, Hemoparasites, Haemosporidian, Humid
Forest
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1- Introducéo

A avifauna brasileira € uma das mais expressivas do mundo, possuindo
atualmente 1.971 espécies reconhecidas (PACHECO et al., 2021). No entanto, a
sobrevivéncia dessas espécies estd fortemente ameagada pelo desmatamento, comércio
ilegal e caca predatéria (GARCIA e MARINI, 2006). Dessa forma, os estudos sobre
biologia, ecologia, comportamento, manejo, patdgenos e parasitos se fazem cada vez
mais necessarios (BARINO, 2021).

Diferentes grupos de parasitos como protozoarios e helmintos podem ser
encontrados se desenvolvendo no sangue das aves. Os mais registrados em aves
silvestres sdo os filarideos, que habitam as cavidades peritoneais e tecidos do corpo,
liberando microfilarias na corrente sanguinea de seus hospedeiros e 0s protozoarios
heter6xenos obrigatérios (Haemosporida), representados principalmente pelos géneros
Plasmodium, Haemoproteus e Leucocytozoon. Esses protozoarios possuem o ciclo
sexuado em vetores hemat6fagos (hospedeiro definitivo), e o ciclo assexuado no sangue
e tecidos das aves (hospedeiro intermediario) (ATKINSON e VAN RIPER, 1991;
VALKIUNAS, 2005). Os trés géneros sdo amplamente distribuidos geograficamente
(CLARK et al., 2014) e parasitam varios grupos de vertebrados (VALKIUNAS, 2005).
Sendo transmitidos por insetos hematofagos pertencentes a ordem Diptera, conhecidos
popularmente como pernilongos (Culicidae), borrachudos (Simuliidae) e maruins
(Ceratopogonidae) (VALKIUNAS, 2005; MARTINSEN et al., 2008; SANTIAGO-
ALARCON et al., 2012).

Aves acometidas por infeccOes parasitarias na maioria das vezes se encontram
anoréxicas, anémicas e com plumagem arrepiada (ATKINSON, 2008), devido a uma
baixa imunidade individuos que sdo expostos pela primeira vez a infecdo demonstram
ser mais afetados pela doenga (BENSCH et al., 2000). Quando infectadas as aves
podem permanecer com 0 parasito por muitos anos, ou até por toda a vida. Servindo
como um reservatorio de infeccdes para os insetos vetores, e com capacidade de levar
espécies mais vulneraveis a extingbes locais. Entretanto, o parasito ainda pode ser
excluido do sangue periférico ou entrar em estagio latente e se abrigar nos tecidos do
seu hospedeiro (VALKIUNAS, 2005; JARVI et al., 2003).

O periodo de reproducdo do hospedeiro € considerado um estimulo para
desencadear as infec¢bes por hemosporideos, facilitando a transmissdo da infecdo para

os filhotes recém nascidos (VALKIUNAS, 2005). Para as aves, a reprodu¢io é um
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periodo que requer muita energia, em virtude da postura de ovos, cuidado parental e
defesa de territorios (SAINO et al., 2002; GREENMAN et al., 2005). Essas atividades
reprodutivas podem elevar o nivel de estresse dos individuos, e consequentemente
enfraquecer a funcdo imunoldgica (NORRIS e EVANS, 200; FRIGERIO et al., 2017).
Logo, hospedeiros imunocomprometidos estdo mais vulnerdveis as infecgdes
parasitarias (NORTE et al., 2009). Parasitos também podem provocar diminui¢do do
sucesso reprodutivo das aves, afetando diretamente a sobrevivéncia de seus hospedeiros
(KNOWLES et al., 2010; VANSTREELS et al., 2014, DINHOPL et al., 2015), além de
deixa-los mais vulneraveis a predadores (M@LLER e NIELSEN, 2007) e menos aptos
para definir e defender territérios (MAKSIMOWICH e MATHIS, 2000).

A ampla distribuicdo de parasitos do sangue aliada a variacdo que existe entre
parasitos e hospedeiros especificos e 0 elevado nimero de espécies hospedeiras que
podem ser infectadas, os classificam como 6timos modelos para testar teorias evolutivas
sobre as relagdes parasito-hospedeiro (RICKLEFS et al., 2004; FALLON et al., 2005).
Um fator notavel das relacBes parasito-hospedeiro é a grande variacdo na prevaléncia de
hemoparasitos entre diferentes espéecies hospedeiras (RICKLEFS et al., 2005; ISHTIAQ
et al., 2007; LATTA e RICKLEFS, 2010). Os hemosporideos que acometem aves
exibem grande variagdo intraespecifica e interespecifica na sua prevaléncia, no entanto,
os fatores que podem explicar essa variacdo, ainda ndo s@&o bem conhecidos pelos
pesquisadores (ELLIS et al.,, 2020; FECCHIO et al., 2020). Sendo assim, muitas
hipbteses avaliando fatores evolutivos, ecolégicos e sobre a historia de vida dos
hospedeiros foram elaboradas para explicar a variagdo na prevaléncia de hemosporideos
(FECCHIO, 2022). Entre essas hipoOteses estd a variagdo na prevaléncia de
hemoparasitos pela exposicdo a vetores. Pressupde-se que a massa corporal de uma ave
é capaz de deixa-la mais suscetivel a vetores, pois espécies maiores e mais pesadas
apresentam maior superficie corporal, facilitando o ataque e o crescimento de insetos
hematofagos (SCHEUERLEIN e RICKLEFS, 2004). Além de emitirem maior
quantidade de dioxido de carbono (CO2), composto quimico que atrai 0s insetos vetores
para localizar seus hospedeiros com mais facilidade (LEHANE, 2005).

Caracteristicas individuais das espécies como idade e sexo também podem
influenciar na ocorréncia e prevaléncia de hemoparasitos em aves (WILSON et al.,
2001; KUBACKA, 2019). A prevaléncia pode ser maior em individuos mais velhos, por
terem maior periodo de exposicdo a vetores, se comparado a aves mais jovens, e
também pelo acimulo de novas infecgdes (WILSON et al., 2001; VALKIUNAS, 2005).
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Sendo assim, os individuos menos resistentes a infecgdes vao a 6bito, enquanto os mais
fortes tém maior probabilidade de manter a infeccdo em baixo nivel por longos periodos
(WILSON et al., 2001; VALKIUNAS, 2005; WOOD et al., 2007). As influencias
ligadas ao sexo dos individuos podem estar relacionadas a fatores ecoldgicos ou
fisiologicos. O fator ecoldgico refere-se a exposicdo a diferentes vetores, em virtude de
caracteristicas particulares de cada sexo, como por exemplo o periodo de incubacédo
(FECCHIO et al., 2014). Ja os fatores fisioldgicos abordam como 0s hormdnios sexuais
podem agir na funcdo imunolégica, a exemplo da testosterona, que pode alterar
indiretamente a fungdo imune, levando machos adultos a ficarem mais vulneraveis a
infeccdes (GREENMAN et al. 2005; FOO et al., 2016; ROVED et al., 2017).

Temperatura e precipitacdo sdo os fatores abioticos mais relevantes no processo
de transmissdo de hemosporideos, porém, em ambientes tropicais a oferta de chuvas se
torna o fator mais importante (VALKIUNAS, 2005, LALUBIN et al., 2013). VariacGes
sazonais na temperatura, oferta de chuvas e de recursos no ambiente atuam na dinamica
de doencas, influenciando os parasitos, vetores e hospedeiros (ALTIZER et al., 2006).
Em periodos de chuva, sd@o gerados cenarios atrativos como, temperatura, umidade e
locais com acumulo de 4gua para a proliferacdo de vetores de hemosporideos (ALTO e
JULIANO, 2001).

Durante muito tempo a deteccdo de infecgdes por hemoparasitos foi realizada
apenas através da visualizacdo de esfregacos sanguineos por microscopia oOptica,
possibilitando a analise morfolédgica dos estagios sanguineos (trofozoitas, gametocitos,
etc.) do parasito (VALKIUNAS, 2005). Atualmente, essa metodologia tem sido
utilizada em apoio as técnicas de biologia molecular, como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR- Polymerase Chain Reaction) que permite a deteccdo de diferentes
linhagens de parasitos de forma especifica, sendo possivel registrar um maior namero
de infecgdes causadas por parasitos do sangue (HELLGREN et al., 2004). Desse modo,
a técnica de PCR é considerada muito eficiente, pois proporciona analises rapidas e
bastante seguras, ainda que as amostras possuam baixa parasitemia ou pouco volume de
sangue (RICHARD et al., 2002; CLARK et al., 2009).

Examinar a presenca de hemosporideos em aves ameacgadas de extin¢do é de
grande importancia, pois os hemosporideos sdo tidos como uma ameacga para a
conservacao dessas espécies, ja que podem levar seus hospedeiros a um declinio
populacional acentuado chegando até a extincdo (ATKINSON et al., 2008; ATKINSON
e LA POINTE, 2009). De acordo com Carmona-Isunza et al. (2020) estudos avaliando a
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ocorréncia de hemoparasitos sdo mais comuns em aves ndo ameagadas do que para aves
incluidas em estados de ameaca. Além do mais, a maioria dos estudos que investigam
hemosporideos em aves silvestres foram realizados em nivel de comunidade (FECCHIO
et al., 2007, 2011; FERREIRA JUNIOR et al., 2017; RIBEIRO et al., 2020;
RODRIGUEZ, 2021; FECCHIO et al., 2022). S&o poucos os que avaliam as influéncias
de hemoparasitos em populacdes de espécies endémicas e ameacadas (NETO et al.,
2015; FERREIRA-JUNIOR et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2020).

No presente estudo foi analisada uma populacdo de soldadinho-do-araripe
(Antilophia bokermanni), passeriforme piprideo, endémico dos enclaves de floresta
Umida da Chapada do Araripe no estado do Ceara. Essa ave possui registros em apenas
trés municipios (Crato, Barbalha e Missdo Velha) e esta classificada como criticamente
em perigo de extin¢cdo, com uma populacdo estimada de apenas 800 individuos (IUCN,
2022; BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2022). E uma espécie frugivora, mas que
complementa sua alimentacdo com artropodes (GAIOTTI et al., 2017). Apresenta forte
dimorfismo sexual, 0 macho possui plumagem branca no corpo, cauda e asas negras e
um manto vermelho (carmim). Que se estende da cabeca até metade do dorso (fig. 1-a).
A fémea e o0s jovens de ambos 0s sexos apresentam plumagem verde-oliva discreta por
todo o corpo (fig. 1-b). Porém, os machos jovens vao mudando com o passar do tempo
até atingir a plumagem de adulto (SILVA e LINHARES, 2011).

Diante do exposto, esse estudo considera a espécie Antilophia bokermanni um
bom modelo para investigacdo de hemosporideos, visto que ela habita uma floresta
Umida com &gua disponivel de nascentes e riachos durante todo o ano, permitindo
condigdes favoraveis para a presenca e desenvolvimento de potenciais vetores. Sendo
assim, o presente estudo teve como objetivo investigar a presenca e prevaléncia de
protozoarios hemosporideos em uma populagdo de soldadinhos-do-araripe (Antilophia

bokermanni).

Figura 1. A- Macho adulto de A.bokermanni e B- Fémea adulta ou macho jovem de
A.bokermanni
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Resumo

Examinar a presenca de hemosporideos em aves ameacadas de extincdo é de grande
importancia, pois 0s hemosporideos sdo tidos como uma grande ameaca para a
conservacdo dessas espécies, ja& que podem levar seus hospedeiros a um declinio
populacional acentuado chegando até a extin¢do. Nesse sentido, 0 presente estudo tem
como objetivo investigar a presenca e prevaléncia de protozoarios hemosporideos
através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e de esfregacos sanguineos,
com o intuito de fornecer informacdes para auxiliar na conservacgao do soldadinho-do-
araripe (Antilophia bokermanni), passeriforme criticamente ameagado de extingdo com
distribuicdo restrita & enclaves de floresta imida da Chapada do Araripe no Ceard,
Nordeste do Brasil. As aves foram capturadas com redes de neblina num periodo de 12
meses entre os anos de 2021 e 2022, e marcadas com anilha metélica. O sangue foi
coletado da veia braquial dos individuos utilizando agulha hipodérmica e tubos
capilares. Foram coletadas amostras de 67 individuos de A. bokermanni, no entanto, ndo
foram encontrados parasitos em qualquer forma evolutiva em nenhuma das laminas de
esfregaco sanguineo e todas as amostras analisadas via PCR foram negativas quanto a
presencga dos protozoarios Plasmodium, Haemoproteus e Leucocytozoon. Sendo assim,
esse trabalho sugere que a espécie A. bokermanni pode estar livre de hemosporideos,
devido ao tamanho reduzido da sua populacdo, que pode estar inviabilizando a
permanéncia de parasitos especificos na espécie.

Palavras-Chave: Antilophia bokermanni, Parasitas do sangue, Hemoparasitos,

Hemosporideos, Floresta imida, Nordeste do Brasil



23

Introducéo

Nas ultimas décadas muitos estudos vém sendo desenvolvidos com relagdo a
ecologia, diversidade e influéncia de parasitos sobre seus hospedeiros (Secchi et al.
2003). Esse conhecimento é de grande importancia para a compreensdo das relagdes
parasito-hospedeiro, e para entender como 0 parasitismo exerce pressdes evolutivas e
ecologicas em seus hospedeiros (Quillfeldt et al. 2010). As aves possuem uma grande
diversidade de protozoarios hemosporideos, sendo que 0s géneros Haemoproteus,
Plasmodium e Leucocytozoon sao registrados como 0s mais comuns, e também como os
mais bem estudados quanto a sua evolucdo e ecologia (Foreyt 2001; Atkinson 2008;
Sehgal 2015). Esses trés géneros sdo amplamente distribuidos geograficamente (Clark
et al. 2014) e parasitam varios grupos de vertebrados (Valkitnas 2005). Esses parasitos
sdo transmitidos por insetos hemat6fagos pertencentes a ordem Diptera, conhecidos
popularmente como pernilongos (Culicidae), borrachudos (Simuliidae) e maruins
(Ceratopogonidae) (Valkiinas 2005; Martinsen et al. 2008; santiago-alarcon et al.
2012).

As infeccBes causadas por hemosporideos que acometem aves exibem grande
variagdo intraespecifica e interespecifica na sua prevaléncia e intensidade, No entanto,
os fatores que podem explicar essa variacdo, ainda ndo sdo bem conhecidos pelos
pesquisadores (Ellis et al. 2020; Fecchio et al. 2020). Sendo assim, muitas hipoteses
avaliando fatores evolutivos, ecoldgicos e sobre a historia de vida dos hospedeiros
foram elaboradas para explicar a variagcdo na prevaléncia de hemosporideos (Fecchio
2022). Uma delas € a variacdo na prevaléncia durante as estacdes do ano (Medeiros et
al. 2016; Szollési et al. 2016). Uma vez que, em periodos de chuva, sao gerados
cenarios atrativos como, temperatura, umidade e locais com acumulo de agua para a
proliferacdo de vetores veiculos de hemosporideos (Alto e Juliano 2001).

Nessa perspectiva, esse estudo prevé uma alta taxa de infeccdo e prevaléncia por
hemosporideos em Antilophia bokermanni, j& que esta ave ocorre em matas Umidas,
com agua disponivel de nascentes durante todo o ano, permitindo condicfes favoraveis
para a presenca e desenvolvimento de potenciais vetores. O péassaro Antilophia
bokermanni (Coelho e Silva, 1998) apresenta forte dimorfismo sexual, sendo conhecido
popularmente como soldadinho-do-araripe (macho) e lavadeira-da-mata (fémea).
Pertence a familia Pipridae e é endémico dos enclaves de floresta Umida da Chapada do
Araripe no estado do Ceara. Essa ave possui registros em apenas trés municipios (Crato,
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Barbalha e Miss@o Velha) e esta classificada como criticamente em perigo de extingéo,
com uma populacdo estimada de apenas 800 individuos (lucn 2022; Birdlife
International 2022).

As infeccOes causadas por hemoparasitos ndo ocorrem de forma uniforme para
todos os grupos de aves. Algumas espécies de aves podem apresentar uma baixa
prevaléncia ou auséncia de infec¢des parasitarias. 1sso pode ocorrer pela falta de vetores
no ambiente, sistema imunoldgico competente do hospedeiro, especificidade parasita-
hospedeiro (habilidade que o parasita tem de se adaptar ao seu hospedeiro) ou ter
relagdo com o tamanho reduzido de uma populacéo, por conta da baixa taxa de encontro
de hospedeiros competentes (Martinez-Abrain et al. 2004; Kleindorfer et al. 2006;
Quillfeldt et al. 2010 ou 2011; Balasubramaniam et al. 2013). A infec¢do por parasitas
do sangue também pode estar ligada a genética do hospedeiro (Loiseau et al. 2011;
Radwan et al. 2012). Baixa prevaléncia ou resultado negativo para hemosporideos
também foi encontrado em estudos com aves marinhas, em ambientes distantes do
continente onde os insetos vetores ndo estdo presentes ou as condi¢Bes para 0 seu
desenvolvimento ndo sdo favoraveis (Quilfeldt et al. 2014; Campioni et al. 2017;
Vanstreels et al. 2017; Rodrigues et al. 2019; Ilahiane et al. 2022; Roldan-zurabian et al.
2022).

Estudos com parasitas podem revelar precocemente doencas que podem vir a prejudicar
a salde das populacdes de aves (Rodriguez 2021). Por isso, € de amplo interesse buscar
formas de diagnostico e controle. Para isso, € importante conhecer a distribuig&o,
diversidade e prevaléncia dos hemoparasitos, principalmente quando se trata de espécies
de relevancia para a conservagdo (Deviche 2001; Kubacka 2019). Assim, examinar a
presenca de hemosporideos em aves ameacadas de extincdo € de grande importancia,
pois 0s hemosporideos sdo tidos como uma grande ameaga para a conservacao dessas
espécies, ja que podem levar seus hospedeiros a um declinio populacional acentuado
chegando até a extin¢do (Atkinson et al. 2008; Atkinson e La pointe 2009). De acordo
com Carmona-lsunza et al. (2020) estudos avaliando a ocorréncia de hemoparasitos sdo
mais comuns em aves ndo ameagadas que para aves incluidas em categorias de ameaca.
No Brasil existem poucos estudos investigando a ocorréncia de hemoparasitos em aves
ameacadas (Motta et al. 2013; Ferreira-Junior et al 2018; da Silva et al. 2022), um deles
trata-se de um estudo com piprideos neotropicais que faz referéncia a espécie A.
bokermanni (Fecchio et al. 2017). Nesse trabalho foram analisadas amostras sanguineas
(n=27), através da técnica de PCR (reacdo em cadeia da polimerase), mas todas foram
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negativas para a presenca de hemosporideos. Consequentemente, existe a necessidade
de uma investigacdo mais precisa, através da analise de um maior nimero de amostras e
também da complementacdo do método de deteccdo. Assim, o0 presente estudo tem
como objetivo investigar a presenca e prevaléncia de protozoarios hemosporideos
através das técnicas de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e de esfregagos
sanguineos no soldadinho-do-araripe (Antilophia bokermanni), com o intuito de

fornecer informacdes para auxiliar na sua conservacao.

Material e métodos

Area de estudo

O estudo foi realizado na chapada do Araripe que esta inserida no dominio da
Caatinga, estendendo-se pelos estados do Ceard, Pernambuco e Piaui e ocupa uma &rea
de aproximadamente 4.500 km?. A regi&o abriga uma vegetacdo bem diversificada, com
cinco fitofisionomias: Mata Uumida (area de estudo), Mata seca, Carrasco, Cerrado e
Cerraddo (Moro et al. 2015). No entanto, se diferencia da Caatinga semiarida que a
circunda, principalmente por sua dindmica hidro geoldgica, uma vez que as chuvas que
caem sobre a sua camada superior infiltram até as camadas mais profundas e possibilita
que a dgua reapareca em varias nascentes na encosta. Essa dinamica confere a Chapada
do Araripe um clima tropical idmido, com temperaturas que variam em média entre 23°
C e 27° C e uma altitude de 800m em relagéo ao nivel do mar (Silva e Linhares 2011;
Lima et al. 2011). A amostragem foi realizada na encosta da Chapada do Araripe,
dentro dos limites da Area de protecdo Ambiental (APA) Chapada do Araripe,
abrangendo os municipios de Barbalha e Crato no estado do Ceara. Em quatro areas
distintas: RPPN Arajara Park (Barbalha), RPPN Odsis Araripe, RPPN Aracad e
Grangeiro (Crato) (Fig. 2).
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Fig. 2 A- Localizacéo do estado do Ceara no Nordeste do Brasil, B- Localizagéo das areas amostradas
inseridas dentro dos limites da APA Chapada do Araripe no Ceara, C- Ampliacao da localizagdo das
quatro areas amostradas na APA Chapada do Araripe, em amarelo esta indicada a area de ocorréncia de

A. bokermanni de acordo com a [IUCN

Captura e marcacéo das aves

As aves foram capturadas com redes de neblina (12m x 2,5m) num periodo de
12 meses entre os anos de 2021 e 2022. As redes foram dispostas ao longo das trilhas
onde a espécie foi avistada vocalizando e préximo as fontes de agua, e foram
verificadas a cada 30 minutos para retirada das aves. Todos os individuos capturados
foram acondicionados em sacos de pano e levados ao acampamento para
processamento. As aves foram marcadas com anilha metélica de numeragdo exclusiva
fornecidas pelo Centro de Pesquisa e Conservacdo de Aves Silvestres
(CEMAVE/ICMBI0). Com excecdo de dois individuos capturados na RPPN Arajara

Park que n&o puderam ser anilhados.

Coleta de sangue e confec¢do de esfregacos sanguineos

O sangue foi coletado da veia braquial (asa) dos individuos utilizando agulha
hipodérmica descartavel (0,45mm x 13 mm) e tubos capilares ndo heparinizados. As
amostras de sangue foram acondicionadas em tubo eppendorf com alcool 70% até a

extracdo de DNA. Foi amostrado também uma gota de sangue para confeccdo de
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esfregacos sanguineos, os mesmos foram secos ao ar e fixados com metanol absoluto
por um minuto, ainda em campo. As laminas foram coradas utilizando uma solucéo de
GIEMSA em agua tamponada (pH 6,98 - 7,2) com dilui¢do de 1:10 durante 70 minutos,

depois lavadas em agua corrente e secas em temperatura ambiente.

Extracao e quantificacdo de DNA e deteccdo de hemosporideos

Para extracdo do DNA das amostras de sangue foi utilizado o protocolo de fenol-
cloroférmio com precipitacdo de isopropanol (Sambrook e Russell 2001). A
quantificacdo do DNA de todas as amostras foi realizada em espectrofotdmetro
NanoDrop™ Lite (Thermo Scientific®) de acordo com as orientacdes do fabricante. A
deteccdo de infeccdo por hemosporideos foi realizada através de diagnostico molecular,
pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) segundo Ciloglu et al. (2018) e
Fallon et al. (2003).

Para analise das laminas de esfregaco sanguineo foi utilizado microscépio dptico
com aumento de 1000x usando 6leo de imersdo, e observacdo de 100 campos
microscopicos por lamina. Todas as andlises descritas aqui foram realizadas no

laboratdrio de Malaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

Diagnostico Molecular Plasmodium, Haemoproteus e Leucocytozoon

Para deteccdo de infeccdes por Plasmodium, Haemoproteus e Leucocytozoon foi
utilizada a PCR de acordo com Ciloglu et al. (2018), que amplifica 379pb localizados
em uma regido ndo codificante do mtDNA para Plasmodium, 533pb entre a extremidade
5’ do cyt b e uma regido ndo codificante do mtDNA para Haemoproteus e 218pb no
gene da subunidade 1 do citocromo ¢ (COX1) do mtDNA para Leucocytozoon. As
sequéncias de iniciadores (primers) utilizados foram:

PMF— CCTCACGAGTCGATCAGG e PMR— GGAAACCGGCGCTAC para
Plasmodium;

HMF— ATTGGATGTCAATTACCACAATC e
HMR—-GGGAAGTTTATCCAGGAAGTT para Haemoproteus;

LMF— TGGAACAATAATTGSATTATTTACAYT ¢ LMR—
AACATATCATATTCCATCCATTTAGATTA para Leucocytozoon.
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A PCR foi realizada com um volume total de 20,1 pL, cada tubo recebeu 9,5 pL.
de agua ultrapura (Milli-Q®), 1,5 pL de solucdo tampao, 1,0 pL de MgClz, 1,4 uL de
dNTP, 0,4 puL de cada iniciador, 0,3 pL de Taq e por ultimo 4,0 uL. de DNA. O
programa de amplificacdo em termociclador consistiu em: 35 ciclos de desnaturacéo a
94°C por 30 segundos, seguida de anelamento a 62°C por 1 minuto e 30 segundos e
extensdo a 72°C por 30 segundos. A desnaturacdo inicial ocorreu a 95°C por 2 minutos,

e a extensdo final a 72°C durante 10 minutos, finalizando com temperatura de 4°C.

Diagnostico Molecular Plasmodium e Haemoproteus

Para detectar os parasitos dos géneros Plasmodium e Haemoproteus foi utilizada
a PCR descrita por Fallon et al. (2003), que amplifica uma regido bem conservada do
gene SSU rRNA mitocondrial. As sequéncias de iniciadores (primers) utilizados foram:
343F — 5’GCTCACGCATCGCTTCT3’
496R — 5’GACCGGTCATTTTCTTTG3’

A reagdo de amplificagdo foi realizada com um volume total de 15 pL, cada tubo
recebeu 1,5 pL. de solucdo tampdo, 8,2 pL de dgua ultrapura (Milli-Q®), 1,5 pL de
MgClz, 1,0 uL. de ANTP, 0,2 uL. de Taq, 0,3 pL de cada iniciador e 2,0 uL. de DNA. O
programa de amplificacdo em termociclador consistiu em 30 ciclos de desnaturagéo a
94°C por 1 minuto, seguida de anelamento a 62°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1
minuto e 10 segundos. A desnaturagdo inicial ocorreu a 94°C por 2 minutos e a
extensdo final a 72°C por 3 minutos, finalizando a temperatura de 4°C.

Como controle positivo foi usada uma amostra de DNA gendomico de
Plasmodium gallinaceum proveniente do banco de amostras do laboratério de Malaria
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Como controle negativo foi
adicionada &gua ultrapura (Milli-Q®) as mesmas condi¢des da PCR. Os produtos das
reacOes passaram por eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%, em tampéo TBE 1X.
Os géis foram fixados em solucdo de alcool etilico 10% e acido acético 0,5%, e corados
em solucgéo de nitrato de prata. Para evidenciar os fragmentos de DNA foi utilizada uma

solugdo reveladora de hidroxido de sddio e formaldeido (Sanguinetti et al. 1994).
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Resultados

Ao longo de 12 meses de estudo foram coletadas amostras de 67 individuos de
A.bokermanni. A investigacdo por hemoparasitos foi realizada através de dois métodos:
exame microscopico de laminas de esfregago sanguineo (n=14) e analises moleculares
por PCR (n=71). No entanto, ndo foram encontrados parasitos em qualquer forma
evolutiva em nenhuma das laminas de esfregago sanguineo e todas as amostras
analisadas via PCR foram negativas quanto a presenca dos protozoarios Plasmodium,
Haemoproteus e Leucocytozoon. Todas as amostras coletadas nesse estudo tiveram seu
DNA quantificado em espectrofotdmetro para confirmacdo da qualidade do material a
ser amplificado, e o controle positivo (Plasmodium gallinaceum) utilizado na reacao de
amplificacéo foi visualizado em fortes bandas. Esses procedimentos demonstram que o0

DNA extraido ndo foi degradado e que ndo houveram erros na amplificacdo do material.

Discussao

A técnica de PCR utilizada nesse estudo é amplamente utilizada e bastante
precisa na deteccdo de infec¢Oes parasitarias de baixa intensidade (Levin et al. 2013;
Carlson et al. 2018). Sendo assim, os resultados desse estudo sugerem que 0s
protozoarios hemosporideos dos géneros Plasmodium, Haemoproteus e Leucocytozoon
ndo estdo presentes na populacdo amostrada de A. bokermanni. Uma vez que foram
analisadas um numero consideravel de amostras de individuos de diferentes localidades
da distribuicdo da espécie, apoiando os achados negativos do exame microscopico.

Os resultados deste estudo estdo de acordo com Fecchio et al. (2017), que testou
via PCR 27 amostras de sangue de A. bokermanni para hemosporideos e todas foram
negativas. Em contra partida, sua espécie irma Antilophia galeata (soldadinho) foi
testada através da inspecdo microscopica de laminas de esfregacos sanguineos e
apresentou uma taxa de prevaléncia de 51,6% para os protozoarios Plasmodium spp. e
1,61% para Haemoproteus spp. (Ribeiro 2018). Sebaio et al. (2012) e Ribeiro et al.
(2020) tambem relataram ocorréncia de hemosporideos em A. galeata. Ademais, outros
estudos com piprideos demonstraram resultados positivos para a presenca de
hemosporideos (Bosholn et al. 2015; Fecchio et al. 2017; Bosholn et al. 2020). Ainda é
interessante mencionar que Cabral et al. (2022) em seu trabalho de revisdo indicou o

piprideo Lepidothrix coronata entre as dez espécies mais infectadas por hemosporideos
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dos géneros Plasmodium, Haemoproteus e Leucocytozzon. Esses dados s6 demonstram
que os piprideos sdo considerados 6timos modelos para a compreensdo da evolugao e
ecologia do sistema parasito-hospedeiro, pois estdo distribuidos em habitats com altas
temperaturas e precipitacdes, que podem promover grande densidade e diversidade de
vetores (Fecchio et al 2017).

Segundo Szo6l16si et al. (2020) a transmissdao de uma infe¢do pode ser bastante
comprometida se a ave hospedeira de um parasita especifico possuir uma populagédo
muito reduzida. E sabido que a espécie A. bokermanni sofre com a perda de habitat em
decorréncia da agropecuaria e da expansdo urbana rumo a encosta da Chapada do
Araripe, e que ocupa uma area de aproximadamente 28 km?, com uma populagéo
estimada em apenas 800 individuos (lucn 2022; Birdlife International 2022). Essas
condi¢cdes podem ter contribuido para impedir o sucesso de parasitas especializados,
resultando em uma populacdo sem infeccbGes especificas para o hospedeiro. Diante
disso, é possivel considerar que a populagdo reduzida de A. bokermanni inviabilizaria a
permanéncia de parasitas especializados, isso poderia explicar a auséncia de
hemosporideos na espécie. Além disso, a diversidade de parasitas também esta sujeita
ao tamanho da area e da populagéo do hospedeiro, alguns estudos sugerem que espécies
ameacadas com distribuicdo restrita estdo mais propensas a alojar poucos parasitas
(Altizer et al. 2007; Kamiya et al. 2013). Resultados semelhantes com baixa prevaléncia
de hemosporideos foram relatados numa pequena populacdo de Acrocephalus
paludicola, passeriforme globalmente ameacado (Neto et al. 2015) e em quatro
passeriformes endémicos da Australia, com distribuicdo fragmentada e populagdes em
declinio (Eastwood et al. 2019). Todavia, no Brasil, Ferreira-Junior et al (2018) e da
Silva et al. (2022) investigaram através de PCR e microscopia a presenca de
hemosporideos em uma populacdo de cativeiro da Jacutinga (Aburria jacutinga),
cracideo ameacado de extincdo da Mata Atlantica e em individuos selvagens e de
cativeiro do passeriforme criticamente ameacado no Brasil Gubernatrix cristata
(cardeal-amarelo). Na Jacutinga, tanto o exame microscépico como a deteccao por PCR
foram positivas para Plasmodium e Haemoproteus. Ja no cardeal-amarelo foi detectado
Plasmodium em apenas trés individuos de cativeiro. Mas, Trypanossoma e microfilarias
foram encontradas nos esfregacos sanguineos das aves silvestres e de cativeiro.

No dominio da Mata Atlantica Brasileira (semelhante ao habitat da espécie em
estudo) Sebaio et al. (2012) encontrou em uma comunidade de aves maior prevaléncia e
maior intensidade parasitaria na estacdo chuvosa do que na estacao seca. Esse resultado
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pode estar relacionado com o aumento de pocos de 4gua durante a estacdo chuvosa e da
umidade presente no ambiente, que pode criar condi¢des adequadas para a proliferagéo
de mosquitos transmissores de hemosporideos. Assim, esperdvamos detectar alta
parasitemia e prevaléncia de hemosporideos em A. bokermanni, devido ao ambiente de
mata Umida que a espécie habita apresentar condi¢Bes favoraveis (disponibilidade de
agua e umidade) para o desenvolvimento de insetos vetores, como ja foi detectado em
outras espécies de aves que habitam areas umidas (Gomes et al. 2012; Oliveira et al.
2020; Abad et al. 2021). Azevedo et al. (2015) desenvolveu um estudo entomolégico na
Area de Protecdo Ambiental da Chapada do Araripe (APA) em uma area de mata Gmida
e na RPPN Arajara Park (presente neste estudo). Nas duas areas foi verificada a
presenca de insetos da ordem Diptera, considerados vetores potencias na transmissao de
hemosporideos, com amostragem expressiva na area de mata Umida. No entanto,
segundo Sehgal et al. (2015) além da presenca de vetores adequados no ambiente, as
condicBes ambientais também precisam ser favordveis para ocorrer a transmissao da
infeccdo. Além disso, o hospedeiro s sera suscetivel aos hemoparasitos em um estagio
de vida especifico.

Contudo, até mesmo para Ciconia ciconia (cegonha-branca) que se alimenta em
ambientes Umidos e de &gua doce onde os vetores sdao mais abundantes, também foi
relatada auséncia de hemoparasitos (Jovani et al. 2002). Nesse sentido, podemos sugerir
que A. bokermanni pode possuir uma forte resisténcia a infecGes causadas por
hemosporideos. Essa resisténcia pode impedir que a infecgdo se instale no hospedeiro
ou uma vez instalada seria rapidamente combatida por um sistema imunol6gico muito
eficiente. Segundo Martinez-Abrain et al. (2004) apesar da ocorréncia de potencias
vetores e de um conjunto de parasitos em um determinado ambiente, as aves podem
estar livres de hemoparasitos se possuirem um sistema imunoldgico altamente
competente. Isso se deve a evolugdo do sistema imunol6gico agindo contra outros
patogenos (bactéria, virus), ou simplesmente pela evolucdo de um sistema imunologico
forte e com bons modos de reparo. O processo de coevolucdo das estruturas de defesa
do hospedeiro e a ndo adaptagdo do parasita pode estar relacionada a muitos fatores,
dentre eles a constituicdo genética da espécie que pode possibilitar defesa imunoldgica
eficiente, caracteristicas da historia de vida, comportamento, idade e sexo do
hospedeiro, além das condi¢des ambientais (Dunn et al. 2011; Dunn et al. 2013; Wood
et al. 2013; Arriero et al. 2015; Lutz et al. 2015). Alguns estudos com aves marinhas

apontam a resisténcia imunolégica do hospedeiro como um dos fatores para explicar a
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auséncia de hemosporideos (llahiane et al. 2022; Svensson et al. 2009; Roldan-Zurabian
et al. 2022).

Entre outras espécies de aves que aparentam estar livres de hemoparasitos estéo
as aves limicolas (Figuerola et al. 1996), aves marinhas (Gonzalez-Solis e Abella 1997;
Merino e Minguez 1998; Merino et al. 1997; Engstrom et al. 2000; Jovani et al. 2001;
Campioni et al. 2017; Vanstreels et al. 2017; llahiane et al. 2022; Roldan-zurabian et al.
2022) aves de rapina (Blanco et al. 1998; Martinez-Abrain e Urios 2002), psitacideos
(Gilardi et al. 1995; Masello et al. 2006; Allgayer et al. 2009), codornas selvagens
(Crook et al. 2009), bacurais (Forero et al. 1997) e alguns passeriformes (Rytkonen et
al. 1996; Valkitnas et al. 2003; Haas ¢ Kiskova 2010).

A hipétese de que os soldadinhos-do-araripe podem estar sendo severamente
parasitados e morrendo também ndo pode ser descartada. Isso poderia explicar o
declinio populacional que a espécie vem sofrendo nos Gltimos anos, apesar de
apresentar uma boa taxa de sucesso reprodutivo (72%) (Gaiotti et al. 2019; Birdlife
International 2022). Alternativamente, uma parasitemia aguda pode estar dificultando a
captura de individuos. Segundo Valkitinas et al. (2003) aves com parasitemia severa
podem ser mais inativas, ou seja, estdo menos suscetiveis a captura por redes de neblina.
Isso seria mais uma possivel explicacdo para os resultados encontrados nesse estudo.
Entretanto, sugerimos que o soldadinho-do-araripe pode estar livre de hemosporideos,
devido ao tamanho reduzido da sua populacdo, que pode estar inviabilizando a
permanéncia de parasitos especificos na espécie. Ainda assim, seria interessante a
realizacdo de estudos investigando a ocorréncia de hemoparasitos na comunidade de
aves residente na mesma area de ocorréncia da espécie, juntamente com a identificagdo
de potenciais mosquitos vetores. Além de estudos de resisténcia imunoldgica, que

também podem contribuir com a conservacao de A. bokermanni.
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4- Conclusdes

A partir dos resultados aqui apresentados, este estudo sugere que o soldadinho-
do-araripe pode estar livre de hemosporideos, devido ao tamanho reduzido da sua
populacdo, que pode estar inviabilizando a permanéncia de parasitos especificos na
espécie. Ainda assim, seria interessante a realizacdo de estudos investigando a
ocorréncia de hemoparasitos na comunidade de aves residente na mesma area de
ocorréncia da espécie, juntamente com a identificacdo de potenciais mosquitos vetores.
Além de estudos de resisténcia imunologica, que também podem contribuir com a

conservacao de A. bokermanni.
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