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Resumo

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas infecciosas que apresentam diferentes
manifestacdes clinico-epidemioldgicas e ampla distribuicdo mundial. No Novo Mundo
sdo consideradas zoonoses, cujos agentes etioldgicos sdo protozoarios do género
Leishmania, parasitos de grande importancia para a saude publica no Brasil, pais
endémico para todas as formas da doenca. Atualmente os mamiferos séo
considerados os principais reservatorios da Leishmania spp. no meio ambiente, porém
ha relatos escassos de contato de espécies de aves domésticas e silvestres com o
parasito, levantando assim o questionamento sobre o possivel papel das aves no ciclo
de transmissao das leishmanioses na natureza. O objetivo deste trabalho foi analisar
as araras-canindés (Ara ararauna) como possiveis hospedeiras de Leishmania spp.
em Campo Grande, Mato Grosso do Sul. Foram analisadas amostras de sangue de
47 individuos da espécie A. ararauna, em vida livre e em reabilitacdo, utilizando
técnicas de biologia molecular para a deteccdo de DNA de Leishmania. Os resultados
mostram que houve um total de seis (12,7%) espécimes positivos para Leishmania,
dos quais quatro eram filhotes. Destes, quatro sdo de vida livre e dois em reabilitacao.
Pela primeira vez foi relatado aves da espécie A. ararauna albergando o parasito da
Leishmania, porém, este achado ndo é suficiente para afirmar que essas aves
participam do ciclo de transmissdo da leishmaniose. Mais estudos sd0 necessarios

para esclarecer a ecoepidemiologia das leishmanioses.

Palavras-chave: Leishmanioses, Saude Unica, Psitacideos, Cativeiro, Vida Livre.



Abstract

Leishmaniases are a group of infectious diseases that present different clinical and
epidemiological manifestations and have a wide global distribution. In the New World,
they are considered zoonoses, with etiological agents being protozoa of the genus
Leishmania, parasites of great importance to public health in Brazil, a country endemic
for all forms of the disease. Currently, mammals are considered the primary reservoirs
of Leishmania spp. in the environment; however, there are few reports of contact
between domestic and wild bird species with the parasite. This raises the question
about the possible role of birds in the transmission cycle of leishmaniasis in nature,
including in Mato Grosso do Sul. This study aimed to analyze Ara ararauna as potential
hosts of Leishmania spp. in Campo Grande, Mato Grosso do Sul. A total of 47
individuals of the species Ara ararauna, both free-living and captive, were analyzed
using molecular biology techniques for the detection of Leishmania DNA. In this study,
there were a total of six (12.7%) specimens positive for Leishmania, of which four were
pups. Of these, four were living in the wild and two were in captivity. For the first time,
birds of the species Ara ararauna were reported harboring the Leishmania parasite;
however, this is not not enough to state that these birds participate in the leishmaniasis
transmission cycle. Further studies are needed to clarify the eco-epidemiology of

leishmaniasis.

Keyword: Leishmaniases, One Health, Psittacines, Captivity, Wild.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas tipicas de areas tropicais, cujos agentes
etiologicos sdo transmitidos vetorialmente por fémeas de insetos flebotomineos de
diferentes géneros (GALATI, 2023). No novo mundo possuem carater zoongtico,
apresentando mamiferos como seus hospedeiros e o homem como hospedeiro
acidental (OLIVEIRA et al., 2000; MORADI-ASL, 2017).

As leishmanioses séo causadas por tripanosomatideos do género Leishmania,
divididos em trés subgéneros Viannia, Leishmania e Mundinia cujas espécies
apresentam caracteristicas epidemiolégicas e clinicas diferentes assim como suas
caracteristicas genéticas e fenotipicas também séo distintas (LAINSON; SHAW, 1987,
SERENO, 2019; LEMOS; SOUZA; SILVA, 2019).

A doenca apresenta trés formas principais: leishmaniose cutanea (LC),
leishmaniose mucocutanea (LMC) e leishmaniose visceral (LV), conhecida como
calazar. A LC é a mais comum, enquanto a LMC é a mais incapacitante entre as
variantes da doenca, e a LV é a mais grave, podendo levar ao 6bito quando né&o
diagnosticada e tratada a tempo (WHO, 2024).

Nos humanos, a leishmaniose pode apresentar manifestacdes clinicas graves
como deformidades, incapacidade e morte, figurando o Brasil, india, Sudéo e a Etidpia
entre 0s paises que apresentam as maiores taxas de mortalidade por LV no mundo,
(MAIA-ELKHOURY, 2016; MORADI-ASL, 2017).

No Brasil apenas no ano de 2019 foram registrados mais de 2.500 casos de LV
no pais, com uma taxa de incidéncia de 1,2 casos para cada 100 mil habitantes, a
taxa de letalidade da LV foi 9%, a mais alta nos ultimos 10 anos (BRASIL, 2021).

No estado de Mato Grosso do Sul (MS), no ano de 2021, foram relatados cerca
de 151 casos de Leishmaniose Visceral Humana (LVH), dos quais 10 evoluiram para
Obito. Essa taxa de infeccéo foi superior aos ultimos trés anos e quando comparados
os anos de 2021 e 2020 Percebe-se que a quantidade de notificacbes e de Obitos
aumentaram. Ja no ano de 2022, até a data de junho, o estado de MS ja havia
registrado 142 casos, 50 confirmados e 7 6bitos por LVH (BRASIL, 2021).

Em Campo Grande, o desenvolvimento urbano com as construcdes de casas
e avenidas acompanhando o curso dos rios e a destruicao da vegetacao nestes locais

sdo importantes fatores ambientais no processo de urbanizacdo do ciclo de
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transmissao da leishmaniose e do seu vetor (SILVA; ANDREOTTI; HONNER, 2007;
BOTELHO; NATAL, 2009).

A presenca dos agentes etioldgicos das leishmanioses e a resposta imune ao
hospedeiro podem induzir ao aparecimento de sintomas clinicamente distintos que
sao caracteristicos da LC, LCM ou da LV. A LC apresenta-se por meio de Ulceras
cutdneas com autocura e podem ainda apresentar severas mutilagbes na mucosa, ja
a LCM provoca lesdes que podem danificar parcial ou totalmente as membranas
mucosas do nariz, cavidade oral e garganta, bem como os tecidos ao redor; a LV gera
infeccbes viscerais que podem evoluir para uma hepatoesplenomegalia devido a
multiplicacdo dos parasitos nos tecidos e 0rgdos ricos em células do sistema
monocitico fagocitario (LEMOS; SOUZALAINSON; SHAW, 1987; ASHFORD, 2000;
SILVA, 2019; OMS, 2024).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classifica a leishmaniose visceral
como uma das sete endemias de prioridade absoluta, devido a sua distribuicdo em
varios continentes pelo seu alto grau de morbidade e mortalidade (MACHRI;
MASCARENHAS; LAGO, 2013; MORADI-ASL, 2017).

No perimetro urbano, os cdes sédo considerados 0s principais reservatoérios de
Leishmania infantum (L. infantum). Dessa forma, a eutanasia de caes soropositivos €
indicada como uma das medidas de controle da leishmaniose visceral, embora néao
seja a principal recomendacdo do Ministério da Saude do Brasil (OLIVEIRA et al.,
2000; FERREIRA, 2021). As principais recomendacdes incluem o combate ao vetor
por meio do uso de inseticidas de acéo residual, o diagndstico e tratamento dos casos
humanos, e o manejo ambiental. Para serem efetivas, essas medidas devem ser
realizadas de forma integrada (ALMEIDA et al., 2012; BRASIL, 2014).

No entanto, a partir de 2017, surgiu a possibilidade do tratamento da
leishmaniose visceral em cées por meio do farmaco Milteforan® (Virbac), com seu
principio ativo sendo Miltefosina (BRASIL, 2014). Apesar do tratamento com esse
farmaco demonstrar boa eficacia com melhora clinica desses animais, n&o é possivel
constatar a cura parasitologica dos caes, podendo induzir a uma cura temporaria, nao
prevenindo a ocorréncia de recidivas, e ainda eleva os riscos de surgimento de
parasitos resistentes aos farmacos humanos, além disso, o cdo pode continuar
servindo como fonte de infec¢ao para o vetor (BRASIL, 2014; CASTRO, 2020).
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No ambiente silvestre, os reservatérios primarios sdo principalmente os
mamiferos (DANTAS-TORRES, 2007), entre as ordens dos roedores, marsupiais,
edentados, carnivoros, felinos, primatas, quirdpteros e canideos silvestres (BRASIL,
2017). Porém, a literatura chama a atencao para outros animais que podem participar
do ciclo de transmissdo da Leishmania e outros parasitos como 0s que causam
malaria, sugerindo que as aves poderiam desempenhar algum papel como sentinelas
no ciclo desses parasitos na natureza. (SOARES et al., 2012; RICKLEFS et al., 2016;
MATHEUS et al., 2021).

A capacidade de dispersdo de parasitos por espécies de aves ja foi
comprovada por alguns estudos. Ricklefs et al. (2016) apontaram a capacidade de
dispersdo dos protozoarios causadores da malaria aviaria por aves migratérias das
Américas, onde a taxa de infeccdo foi maior que a relatada em estudo semelhante
realizado com espécies de aves da Africa e Europa, de autoria de Hellgren et al.
(2007). Em 2021 foi relatado por Matheus et al. (2021), um espécime de Alipiopsitta
xanthops (familia Psittacidae) popularmente conhecido como papagaio galego, ave
endémica da América do Sul, a presenca do DNA de Leishmania do Subgénero
Viannia.

A familia Psittacidae tem 87 espécies encontradas no Brasil, 0 que confere ao
pais a posicdo de maior diversidade de psitacideos (GUEDES, 2012; CBRO, 2014;
G1, 2019). Os individuos da espécie Ara ararauna tem sua distribuicdo geografica
desde o sul da América Central até a area central do Brasil (GUEDES, 2012,
BARBOSA et al., 2023). Sua presenca € registrada em diferentes estados, incluindo
o Amazonas (AM), Parana (PR), Sdo Paulo (SP), Goias (GO), Mato Grosso (MT) e
Mato Grosso do Sul (MS) (GUEDES, 2012).

Em Mato Grosso do Sul, a A. ararauna tem sido objeto de estudo na area
urbana desde 2009 (BARBOSA et al., 2012). No ambito do Projeto Aves Urbanas —
Araras na Cidade desde 2011 a espécie tem sido acompanhada (BARBOSA et al.,
2012). Em Campo Grande, a A. ararauna foi reconhecida como ave simbolo por meio
da Lei n.° 5.274, de 2015, e, em 2021, a Lei n.° 6.568 concedeu a cidade o titulo de
"Capital das Araras". A cidade de Campo Grande destaca-se por suas diversas areas
verdes, como parques, reservas, manchas de buritizais e avenidas com matas ciliares,
conferindo-lhe o status de uma das capitais mais arborizadas do pais (SEMADUR,

2010; BARBOSA, 2015). Essas areas desempenham um papel crucial na
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conservacdo de uma ampla variedade de espécies que nelas habitam, incluindo as
araras (BARBOSA, 2015). Apesar de estar situada em uma regidao dominada pelo
Cerrado, Campo Grande abriga diversas espécies vegetais exoéticas (PESTANA et al.,
2011). Em 2010, foi registrado um total de 153.122 arvores nas vias urbanas do
municipio, e apenas no centro da cidade existem 61 espécies arboreas, sendo 30
nativas do Brasil, sendo as demais exoticas (SEMADUR, 2010; PESTANA et al.,
2011).

Tendo em vista esses ultimos casos em humanos e animais, e, levando em
consideracao que em Mato Grosso do Sul, segundo dados do Sistema Nacional de
Agravos de Notificagdo (SINAN), no periodo compreendido entre 1990 e 2016 foram
confirmados 3.328 casos de LV e 5.548 casos de LC humanos (SINAN, 2019), além
da ocorréncia de Leishmania em um espécime de Alipiopsitta xanthops (MATHEUS et
al., 2021), levantou-se a hipotese da espécie de Psittacidae A. ararauna ser um

possivel hospedeiro de Leishmania spp. em Mato Grosso do Sul.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo causadas por parasitos tripanossomatideos da ordem
Kinetoplastida, género Leishmania (ELMAHALLAWY, 2014) que compreendem
doencas de transmissdo vetorial e integram o0 grupo das doencas tropicais
negligenciadas (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). Sdo conhecidas 53 espécies
desse género no mundo, 31 dessas espécies sao transmitidas entre mamiferos e pelo
menos 20 espécies sao patogénicas aos humanos, no Velho e Novo Mundo, como a
Leishmania amazonensis (L. amazonensis), L. infantum (syn. Leishmania chagasi ‘L.
chagasi’), Leishmania braziliensis (L. braziliensis), Leishmania guyanensis (L.
guyanensis), dentre outras espécies (ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017).

Tais agravos ocorrem principalmente nos paises mais pobres, onde as
populacdes apresentam moradias precarias, sem saneamento basico, que propicia o
desenvolvimento do inseto vetor (WHO, 2024). Esta enfermidade atinge sobretudo as
populac6es mais vulneraveis e com dificil acesso aos servigcos de saude (OPAS,
2019). Atualmente, mais de um bilhdo de pessoas residem em regides endémicas de
leishmaniose, enfrentando um risco constante de infeccdo. As estatisticas indicam que
a cada ano surgem cerca de 30.000 novos casos de LV e mais de um milh&do de novos
casos de LC (OMS, 2024). Possuem distribuicdo global, porém, o maior nimero de
casos ocorre na Africa, Asia e Américas. De acordo com o levantamento realizado
pela OMS, ha mais de 12 milhdes de pessoas infectadas com leishmaniose no
mundo, destes, 68% dos casos de leishmaniose ocorrem na india, Sud&o, Brasil e
Quénia. (OPAS, 2024).

Nas Américas, a leishmaniose é encontrada em 18 paises (OMS, 2017). Em
levantamento realizado sobre os casos reportados a Organizacdo Pan-Americana da
Saude (OPAS) compreendido entre anos de 2001 e 2017, foram notificados 940.396
casos de LC e LCM em 17 dos 18 paises endémicos. A OPAS, ao realizar um
levantamento dos casos de LV reportados no mesmo periodo constatou a notificagéo
de 59.769 casos novos nos 12 paises onde a doenca é endémica, cerca de 57.582
(96%) dos casos novos foram notificados pelo Brasil (OPAS, 2019).
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Durante o periodo de 2000 a 2017, foi possivel observar uma significativa
propagagcdo de ocorréncias abrangendo extensivamente as regides Nordeste,
Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, estendendo-se adicionalmente para a Regido
Oriental do Paraguai, Nordeste da Argentina e Uruguai (SATRAGNO et al., 2017).

Em Mato Grosso do Sul, de acordo com o SINAN, no periodo compreendido
entre 1990 e 2016, ocorreram 3.328 casos de LV confirmados em humanos, com
notificacéo de 267 obitos entre 2000 e 2016 (SINAN, 2019). Apesar de afetar os seres
humanos, a transmissdo desta infeccdo ocorre de forma acidental, sendo eles

considerados hospedeiros acidentais no ciclo de infeccdo (FERREIRA et al., 2017).

2.1.1 Ciclo Biolégico da Leishmania spp.

Os parasitos do género Leishmania spp. sdo heteroxenos (organismos
parasitas que requerem mais de um hospedeiro para completar seu ciclo de vida) e
apresentam duas formas morfolégicas em seu ciclo bioldgico: promastigotas (forma
com flagelo bem evidente, encontradas no trato digestivo dos flebotomineos) e
amastigotas (forma arredondada que nao apresenta flagelo evidente, que vive no
interior de células do Sistema Mononuclear Fagocitario “SMF” de mamiferos),
representadas na Figura 1 (ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017).

Figura 1 - Morfologia da Leishmania spp.

Legenda: A esquerda, forma flagelada promastigota e a direita forma amastigota intracelular do
parasito em meio de cultura. Fonte: Jaqueline Zequini, 2022.

O ciclo bioldgico dos parasitos (Figura 2) nos hospedeiros vertebrados inicia-

se quando o fleb6tomo fémea inocula formas promastigotas metaciclicas durante o

repasto sanguineo no hospedeiro (CHANG et al., 1985, HARHAY et al., 2011). Apés

serem introduzidas, essas formas atingem as células do SMF, por exemplo
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macréfagos, células dendriticas e passam por uma modificacdo morfolégica
diferenciando-se em amastigotas (ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017). A partir dai
inicia-se o0 processo de replicacdo por fissdo binaria na célula hospedeira até que
ocorra a lise celular, liberando amastigotas na corrente sanguinea, sistema linfatico e
tecidos, assim parasitando novas células do hospedeiro (KASZAK; PLANELLAS;
DWORECKA-KASZAK, 2015).

O ciclo se reinicia apos as fémeas do fleb6tomo realizarem o repasto sanguineo
no hospedeiro vertebrado (Figura 2), neste momento elas se alimentam do sangue
contendo as formas amastigotas que chegam ao intestino médio do inseto vetor e
sofrem modificacdo para formas promastigotas prociclica, apdés multiplicacdes estas
migram para a porcao faringea, na porcao anterior a probdscide denominada valvula
estomodeal, e diferenciam-se em formas promastigotas metaciclicas, estando aptas
a infectar um novo hospedeiro durante o proximo repasto sanguineo que o inseto vetor
for realizar (KASZAK; PLANELLAS; DWORECKA-KASZAK, 2015; ALEMAYEHU;
ALEMAYEHU, 2017).

Figura 2. Ciclo bioldgico das leishmanioses
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Fonte: CDC - Center for Disease Control and prevention.

Um dos fatores que torna o sistema de transmissao da leishmaniose complexa

€ que a interacdo do inseto vetor com seu reservatorio natural é multifatorial,
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imprevisivel e muito dindmico, além de estar em constante mudanca de acordo com
as condicdes ambientais (OSHAGHI et al., 2006; MAIA; CAMPINO, 2011).

Esses insetos vetores habitam uma variedade de ambientes, incluindo pés de
serra, boqueirbes, matas virgens, domicilios (habitacdes humanas) e peridomicilios
(abrigo de animais domésticos) (MADEIRO, 2013). Durante o dia, eles se escondem
em locais umidos e escuros, como fendas de rochas, frestas de paredes ou troncos
de arvores (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006).

2.1.2 Fleb6tomos

Os insetos vetores sdo dipteros da familia Psychodidae e subfamilia
Phebotominae, com mais de 927 espécies descritas na literatura, diversos géneros
estdo incluidos na epidemiologia das leishmanioses. Entre eles, destacam-se:
Lutzomyia, Bichromomyia, Nyssomyia, Psychodopygus, Migonemyia que
compreende grande parte das espécies nas Ameéricas e Phlebotomus, que inclui os
transmissores de leishmaniose da Africa, Europa e Asia (ANVERSA et al., 2018;
GALATI, 2023).

No Brasil sdo incluidos na transmissdo, espécies como Bichromomyia
flaviscutellata (B. flaviscutellata), Lutzomyia longipalpis (L. longipalpis), Nyssomyia
umbratilis (N. umbratilis), Nyssomyia whitmani (N. whitmani), Nyssomyia intermedia
(N. intermedia), Psychodopygus wellcomei (P. wellcomei) e Migonemyia migonei (M.
migonei) (GALATI, 2023).

Os flebotomineos (Figura 3) sdo pequenos insetos amarelados popularmente
conhecidos como “mosquito-palha”, sua estrutura morfoldgica € caracterizada por um
par de asas e um par de pequenas estruturas, chamados de halteres ou balancins,
gue promovem a estabilidade do voo e do zumbido, possuem v6o saltitante, podendo
voar cerca de 400m em zigue-zague (MADEIROS, 2013). Os insetos adultos possuem
0 corpo coberto por cerdas com posi¢ao de repouso bem caracteristico, as asas ficam
juntas a regido toracica. Sao insetos holometabolos (insetos que passam por uma
metamorfose completa, que inclui quatro estagios distintos: ovo, larva, pupa e adulto),
cada fémea pode colocar uma postura mediana de 40 a 50 ovos, as larvas necessitam

de quatro estagios até chegar a fase de pupa gue se fixa no substrato e ap6s alguns
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dias ocorre eclosdo do adulto (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006;
MADEIRQOS, 2013).

Figura 3. Inseto flebotomineo fémea e macho
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GENITALIA
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Legenda: a imagem mostra dois espécimes de flebotomineo, a esquerda se encontra a
fémea e a direita 0 macho, observando nos circulos o aparelho reprodutor que os diferem. Fonte:
Somavilla, 2013.

Em ambiente controlado de laboratério, foi observado que machos e fémeas
podem sobreviver por um periodo entre 20 e 30 dias, ja na natureza o seu tempo de
vida é desconhecido (Brazil; Brazil, 2003). A umidade desempenha um papel crucial
na sobrevivéncia do flebotomineo em qualquer fase de vida, uma vez que eles nédo
conseguem sobreviver em umidades relativas abaixo de 50%. No entanto, podem
viver em temperaturas que variam de 16°C a 44°C e em altitudes de até 1500 metros
acima do nivel do mar (Brazil; Brazil, 2003). Sdo insetos com habitos crepusculares e
noturnos, buscando abrigo em locais protegidos onde nao ocorrem grandes variacdes
ambientais como raizes, troncos de arvores e tocas de animais sdo alguns dos
principais refugios de flebotomineos em ambientes florestais (CABANILLAS;
CASTELLON; ALENCAR, 1995).

Os adultos (machos e fémeas) alimentam-se de substéncias acgucaradas
(carboidratos) como néctar, seiva vegetal e afideos (pulgdes) ou outros homopteros
(KELLY etal., 2017). Somente as fémeas sao hematofagas e iniciam a busca por uma
fonte de sangue para se alimentar entre 3 a 5 dias apos a sua emergéncia da pupa
(esse tempo pode variar de acordo com a espécie e as condicbes ambientais)
(KILLICK-KENDRICK, 1987). Esses insetos possuem habitos ecléticos, ou seja,
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alimentam-se do sangue de diversos animais, incluindo mamiferos (roedores,
marsupiais, xenarthras, raposas, entre outros), aves (galinaceos) (BRAY et al., 2010).
Este habito alimentar torna os flebotomineos importantes transmissores de
protozoarios parasitas, no entanto poucas espécies de flebotomineo séo
antropofagas, ou seja, que utilizam o sangue de seres humanos como alimento
(CAVALCANTE et al., 2021).

Anteriormente considerada uma doenca predominantemente rural, a
leishmaniose encontrava habitat propicio para o desenvolvimento do inseto vetor em
florestas densas com grande quantidade de matéria organica (HASHIMOTO, 2014).
Ao final dos anos 80, houve a adaptacéo dos vetores ao ambiente urbano, pois com
0 passar dos anos, acredita-se que a interferéncia dos seres humanos no habitat do
vetor e hospedeiros selvagens esteja ocasionando a urbanizacdo do ciclo de
transmissdo das leishmanioses (OLIVEIRA et al., 2000; BRASIL, 2014). O aumento
dos desmatamentos e eliminagcdo dos hospedeiros selvagens, levou a maior
suscetibilidade de infeccdo do cdo, promovendo a constante manutencéo do ciclo de
transmissao (BRASIL, 2017). Na éarea urbana, tanto o vetor quanto o parasito
encontraram meios de adaptarem-se ao ambiente, principalmente nas periferias, onde
a falta de saneamento e acumulo de matéria organica favorecem o desenvolvimento
do vetor e, consequentemente, a transmissdo de Leishmania aos cées, considerados
o principal reservatorio da LV nesse ambiente (REIS et al., 2019).

A partir da literatura cientifica, podemos inferir que fatores internos nos
flebotomineos podem influenciar sua susceptibilidade ao desenvolvimento de
Leishmania sp. Esses fatores sugerem uma coevolugdo entre as espécies de
Leishmania e seus vetores flebotomineos (KILLICK-KENDRICK, 1987). Estudos mais
recentes conduzidos por Kelly e colaboradores, (2017) examinaram mais de 2000
fragmentos do intestino de L. longipalpis e investigaram a interagao de L. infantum
com as bactérias da microbiota intestinal. A eliminacdo das bactérias resultou em uma
reducao significativa na replicacdo da Leishmania, reduzindo assim sua capacidade

de inocular formas metaciclicas em um hospedeiro (KELLY et al., 2017).
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2.2 Endemicidade leishmaniose visceral humana

Nas Américas, a leishmaniose visceral € causada pelo parasito L. infantum, é
uma das endemias prioritarias pela OMS devido a sua distribuicdo global e altos
indices de morbimortalidade, causando enfermidade que afeta os seres humanos e
animais ap6és a picada de flebotomineos fémeas infectadas (MARCHI,
MASCARENHAS; LAGO, 2013; MORADI-ASL, 2017).

As formas amastigotas de L. infantum manifestam um tropismo por 6rgdos que
possuem uma alta concentracdo de células do SMF, tais como baco, figado, medula
0ssea e linfonodos tanto em animais quanto em humanos (OPAS, 2019).

As manifestacdes clinicas em seres humanos abrangem um espectro variado,
desde a auséncia de sintomas por anos até a presenca de sinais clinicos leves,
moderados ou graves (ANVERSA et al., 2018). A evolugéo da doenga pode, inclusive,
resultar em autocura ou 6bito quando ndo diagnosticada e tratada de maneira
adequada (OPAS, 2019).

Os indicios da LV em seres humanos manifestam-se num intervalo que varia
de 2 semanas a 2 meses apo6s o contato com o parasito (WHO, 2024). Os sintomas
clinicos podem ser confundidos com os de outras patologias, caracterizando-se por
febre constante ou intermitente, esplenomegalia discreta (presente na maioria dos
casos de LV), hepatomegalia (nem sempre evidente), linfadenopatia (sem
sensibilidade a palpacéo), palidez mucocutanea (resultante de anemia severa) e
perda de peso gradual e continua (OPAS, 2019; WHO, 2024). Nos exames
laboratoriais, €é comum observar hipergamaglobulinemia, hipoalbuminemia,
leucopenia, trombocitopenia, predispondo a infeccfes oportunistas e hemorragias
(OPAS, 2019).
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Figura 4. Sintomas de leishmaniose visceral e cutanea

R

Legenda: Imagem & esquerda apresenta um paciente com esplenomegalia, sintoma caracteristico de
leishmaniose visceral, a direita se trata de um paciente com sintomas de leishmaniose cutanea.
Fonte: Sanarmed, 2023.

A manifestacdo mais severa da leishmaniose visceral comumente impacta
criancas, idosos, pessoas imunossuprimidas e individuos desnutridos, podendo
resultar em oObito se nao for identificada e tratada de maneira oportuna e apropriada,
conforme indicado pela OPAS (OPAS, 2019).

2.2.1 Endemicidade leishmaniose visceral canina

Na area urbana, o cdo € identificado como o principal reservatério de L.
infantum, contribuindo para a manutencdo da doenca (GONTIJO; MELO, 2004,
MENDONCA et al., 2017). A infeccdo canina ocorre de maneira analoga a observada
em outros hospedeiros animais e em seres humanos (KASZAK; PLANELLAS;
DWORECKA-KASZAK, 2015).

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) € uma afeccdo sistémica grave de
progresséo lenta, apresentando uma variedade de manifestagdes clinicas fortemente
influenciadas pela resposta imunolégica do animal infectado, podendo manifestar-se
de forma oligossintomatica ou sintomatica (KASZAK; PLANELLAS; DWORECKA-
KASZAK, 2015; OPAS, 2019).

Entre as manifestacdes clinicas classicas observadas em cées, destacam-se
lesBes cutdneas (descamacao e eczema), pequenas Ulceras rasas (frequentemente
localizadas nas orelhas, focinho, cauda e articulagbes) e pelagem opaca. Na fase

avancada da doenca, evidencia-se onicogrifose, esplenomegalia, linfadenopatia,
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alopecia, dermatites, Ulceras cuténeas, ceratoconjuntivite, coriza, apatia, diarreia,
hemorragia intestinal, edema nas patas, vémitos e hiperqueratose (ALMEIDA et al.,
2012; CASTRO, 2020). Na fase terminal, ocorre uma paresia has patas posteriores,
caquexia, inanicdo e obito. (FARIAS; ANDRADE, 2012.)

Figura 5. Sintomas de leishmaniose em caes

Legenda: Cées apresentando emagrecimento excessivo, lesGes cutaneas, onicogrifose,
dermatites, sintomas comuns de leishmaniose. Fonte: Animais veterinaria, 2023.

Muitos cdes infectados permanecem assintomaticos por um periodo
prolongado e caes sem sintomas representam um desafio significativo para a saude
publica, pois, mesmo na auséncia de sinais clinicos, sdo capazes de transmitir 0
parasito para os fleb6tomos, que por sua vez irdo transmitir para outros hospedeiros
em um proximo repasto sanguineo (GONTIJO; MELO, 2004; KASZAK; PLANELLAS;
DWORECKA-KASZAK, 2015; OPAS, 2019).

2.3 Aves e reservatorios
As leishmanioses tém se mostrado altamente ajustadas aos grandes centros

urbanos, demonstrando uma grande resisténcia dos vetores e parasitos as
modificacdes ambientais causadas pelo homem (GONTIJO; MELO, 2004). Oshaghi e



27

colaboradores (2006) indicam que insetos vetores, em geral, possuem habitos
generalistas, podendo se alimentar de sangue de diferentes animais, o que amplia
sua rede de alimentacdo e, consequentemente, de infeccdo. Isso pode levar a
infeccdo de gado, humanos, aves e répteis, ampliando as possibilidades de
reservatorios para doencas parasitarias. (OSHAGHI et al., 2006). Roque e Jansen,
2014, consideram reservatorios o conjunto de espécies que garantem a manutengao
de um parasito no meio ambiente incorporado em um recorte de tempo e espaco. No
geral, os individuos das espécies de reservatorios expressam habitos sociais entre si,
possuem um contato intenso com o inseto vetor e infeccao parasitéria leve de longo
curso (ASHFORD, 1996; LANE, 2016).

No perimetro urbano o cdo € o principal reservatério da leishmaniose
(GONTIJO; MELO, 2004; MENDONCA et al., 2017). Em Campo Grande, capital de
Mato Grosso do Sul, foram registrados 1.670 caes positivos para leishmaniose em
2022 (BRASIL, 2023). Esses dados foram obtidos de tutores que levaram seus caes
ao Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) para realizagao de testes (BRASIL, 2023).
Na mesma cidade, em 2019, foi realizado o Inquérito Canino Amostral para o
diagnoéstico de LVC nas sete macrorregides: Centro, Imbirussu, Prosa, Segredo,
Bandeira, Anhanduizinho e Lagoa. As trés Ultimas apresentaram as maiores taxas de
prevaléncia de infeccéo, respectivamente (BRASIL, 2021).

No ambiente silvestre, as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e os
marsupiais (Didelphis albiventris) desempenham o papel como reservatérios de
Leishmania spp. (BRASIL, 2014). Porém, frente a literatura nos deparamos com
relatos de contato de aves silvestres com este parasito. Otranto et al. (2010) relataram,
com técnicas de sorologia, a infeccdo de L. infantum nas espécies de aves Anser
anser e Phasianus colchicus. Outro caso mais recente, em Mato Grosso do Sul,
relatando a presencga do DNA de Leishmania do Subgénero Viannia em um espécime
de Alipiopsitta xanthops que se encontrava internado no Centro de Reabilitacdo de
Animais Silvestres (CRAS) da capital Campo Grande (MATHEUS et al., 2021). Além
disso, foi relatado que as aves podem albergar a Leishmania spp, mas as informacdes
disponiveis sdo limitadas por escassez de estudos relacionados a esse tema
(MORALES et al., 2019).

Cientistas ja constataram a existéncia de predilecéo do inseto vetor em realizar

0 repasto sanguineo em espécies galinaceas, esse habito pode ser atribuido pelas
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caracteristicas morfofisiolégicas dessas aves, tais como a temperatura corporea de
41°C e a alta emissdo de CO2 (BRAY et al.,, 2010). Alguns cientistas destacam a
possibilidade de as aves estarem atuando como sentinelas na deteccdo da presenca
de vetores em areas endémicas para Leishmania (Lei n° 1/2023 define sentinela como
um organismo usado como indicador para monitorar a presenca, prevaléncia ou
disseminagdo de uma doenca em uma determinada area) (SOARES et al., 2012).
Segundo Flores e Weiblen (2009), as aves selvagens podem ser usadas como
hospedeiros sentinela, para detectar a disseminacao de doencas como a febre do Nilo
Ocidental.

2.3.1 Araras-canindé

A familia Psittacidae abriga 421 espécies distribuidas globalmente, sendo 87
dessas espécies encontradas no Brasil, o que confere ao pais a posicdo de maior
diversidade de psitacideos (GUEDES, 2012; CBRO, 2014; IUCN, 2023). Essa familia
encontra-se significativamente presente em ambientes urbanos, com algumas
espécies se destacando nesse contexto, tais como a Ara ararauna (arara-canindé),
Ortopsittaca manilatus (maracana-de-cara-amarela), Eupsittula aurea (periquito-rei),
Psittacara leucophthalmus (periquitdo-maracand), Brotogeris chiriri (Periquito-de-
encontro-amarelo) e Diopsittaca nobilis (maracand-nobre) (FRANCHIN; JUNIOR,
2004; PEREIRA et al., 2005; MARQUES, 2012; GUEDES, 2012).

A. ararauna, destaca-se por apresentar partes superiores azuis, inferiores
amarelas, fronte verde, garganta negra e possui fileiras de penas faciais negras
(MONTANO et al., 2009; BARBOSA et al., 2012). Possui um bico alto e recurvado,
além de unhas muito fortes que auxiliam na manipulacao de alimentos e na escalada
de troncos. Nao possuem dimorfismo sexual e apresentam o comportamento de
monogamia, trocando de parceiro somente em caso de morte de um dos individuos
(BIANCHI, 1998; GUEDES, 2012).
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Figura 6. Ara ararauna (arara-canindé)

Legenda: Casal de Arara-canindé em cima de seu ninho. Fonte: SeMA-UnB, 2023.

Para A. ararauna, a oviposicdo ocorre de forma assincrona, tal qual para as
outras espécies de psitacideos (BIANCHI, 1998; GUEDES, 2012). Esse processo se
inicia ap6s o preparo do ninho (PEREIRA et al., 2012; BARBOSA et al., 2023). O
processo de construcdo e ocupacdo de ninhos para a reproducdo das A. ararauna,
ocorre em troncos de palmeiras mortas, como palmeira-imperial (Roystonea oleracea)
e buriti (Mauritia flexuosa) (PEREIRA et al., 2012; BARBOSA et al.,, 2023). A
incubacédo dos ovos dura, em média 26 dias, podendo, cada fémea colocar de um a
seis ovos por estacdo reprodutiva (BIANCHI, 1998; GUEDES, 2012). Apés a ecloséo,
os filhotes ficam aos cuidados dos pais no ninho por cerca de 90 dias, até o primeiro
voo. ApGs voar, acompanham o0s pais e necessitam de seus cuidados por cerca de
um ano até atingirem a maturidade sexual (GUEDES, 2012; PEREIRA et al., 2012;
BARBOSA, 2018).

Embora seja comum na natureza, as populacdes dessas aves vém sofrendo
declinio em algumas regides e ja foram extintas em outras, principalmente devido a
perda de habitat e a captura ilegal de exemplares silvestres (GWYNNE et al., 2010;
IUCN, 2023).

A distribuicdo geografica da A. ararauna abrange extensivamente o territorio
brasileiro, estendendo-se desde o sul da América Central até a area central do Brasil
(GUEDES, 2012; BARBOSA et al., 2023). Sua presenca é registrada em diferentes

estados, incluindo o Amazonas, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias e, mais
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recentemente, Parand e Sdo Paulo (GUEDES, 2012). A dieta das A. ararauna &
bastante variada, com a capacidade de se alimentar de uma gama diversificada de
itens, incluindo frutas, sementes, flores, folhas, partes apicais e galhos (TUBELIS,
2009; GUEDES, 2012; BARBOSA et al., 2023).

2.4 Saude Unica e aves

O termo “Uma S¢ Saude” ou “Satde Unica” chegou no Brasil em meados dos
anos 2000, mas o conceito de saude em humanos, animais e ambiente vem de
civilizacdes antigas, podendo ser atribuido ao conhecimento tradicional dos povos
indigenas (BRASIL, 2024). Satde Unica é uma abordagem interdisciplinar que integra
a salude humana, animal e ambiental, visando equilibrar e otimizar os recursos e acdes
em saude, incluindo a promocéao, de forma sustentavel, integrada e preventiva, com
acao dos diferentes setores e da sociedade (FAO, 2021).

Uma abordagem “Uma S6 Saude” é fundamental para prevenir ameacgas na
interface  homem-animal-ambiente, protegendo também a biodiversidade (FAO,
2021). VARELLA (2022), destaca sobre a importancia da emergéncia climatica
associada com a diminuicdo da biodiversidade e o aumento do risco de outras
pandemias, zoonoses ou doencas que ameacam a salude humana, a seguranca
alimentar e o meio ambiente.

Garantir a saude das plantas e animais evitara o risco de propagacdo de
doencas transfronteiricas que afetam negativamente a subsisténcia, o comércio e o
crescimento econdmico de nac¢des do globo (BRASIL, 2016; VARELLA, 2022). Cerca
de trés em cada quatro doencas infecciosas emergentes em pessoas se originam de
animais domésticos ou selvagens, e ha evidéncias crescentes de que 0s principais
fatores sdo mudancas na paisagem e perda de biodiversidade (VARELLA, 2022).

FAO (2021) ainda destaca que 60% das doencas que infectam humanos sao
de origem zoondticas e 75% passam entre diferentes espécies causando grandes
impactos e afetando a disponibilidade e qualidade de alimentos de origem animal. Por
exemplo, varias aves mantidas em contato umas com as outras, quando estdo em
granjas, gaiolas no ambiente domiciliar/cativeiro, propiciam uma maior disseminacao
das doencas infecciosas (SILVA et al., 2008).

Enfermidades como a influenza aviaria e a malaria podem acometer os seres

humanos e ja foram responsaveis por uma alta taxa de letalidade, e a possibilidade
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de transmissdo entre os seres humanos pode representar um alto risco para a
populacdo mundial (RICKLEFS et al., 2016; BRASIL, 2023).

Assim como foi na ultima pandemia que se tem registro, que ocorreu em 2020,
com o agente etiolégico Sars-Cov-2 (WHO, 2021). A hipétese mais aceita entre 0s
cientistas € que o virus tenha passado de morcegos para outro animal antes de ser
transmitido para humanos (WHO, 2021). Zhou e colaboradores (2020) apontam
pangolins como possiveis hospedeiros intermediarios os primeiros casos estavam
ligados a um mercado de frutos do mar e animais vivos em Wuhan, sugerindo que a
transmisséo inicial para humanos poderia ter ocorrido em um ambiente de contato
proximo com animais infectados (WHO, 2021).

Dessa forma, a ciéncia precisard empregar uma ousada mudanca de
paradigma para abordagens integradas, transdisciplinares e convergentes, assim

certamente tera maiores chances de sucesso (VARELLA, 2022).

2.5 A aplicacdo da PCR na deteccao de Leishmania spp.

A alta especificidade e sensibilidade apresentadas pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) auxilia na deteccdo de patbgenos em pesquisas moleculares e
estudos epidemiologicos. No diagnostico da leishmaniose, assim como na detec¢éo
de agentes etiologicos de outras doencgas infecciosas e parasitarias, a PCR
proporciona a identificacdo do parasito, confirmando os casos em animais, além de
contribuir com estudos de vetores e animais silvestres como possiveis reservatorios
(LOPES et al., 2016).

A PCR permite a deteccdo molecular dos patdégenos pelo uso de iniciadores
(sequéncia de oligonucleotideos conhecidos) que se hibridizam com alvos do DNA do
parasito, o que proporciona sua replicacdo em ampla escala. Posteriormente, por meio
do sequenciamento, dependendo da regido amplificada na PCR, é possivel identificar
a espécie envolvida na infeccdo (FERREIRA et al. 2015; LOPES et al., 2016).

No estudo da LV, a escolha da amostra, assim como, o direcionamento dos
alvos genéticos a serem pesquisados aumentam a capacidade de deteccdo do
conteudo molecular do parasito (FARIA; ANDRADE, 2012). Dentre os alvos genéticos,
o conteudo mitocondrial (minicirculo k-DNA ou cinetoplasto) apresenta um alto grau
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de resposta, por serem pouco afetados pela substituicdo de nucleotideos durante sua
replicacéo (LOPES et al., 2016; ROLIM et al., 2016).

Destaca-se também a Leishmania nested PCR (Ln-PCR) por sua alta
sensibilidade em detectar as regides-alvo referentes a Leishmania. CRUZ et al. (2002)
relatam que através dos programas BLAST e FASTA foi constatado a especificidade
dos iniciadores R223 e R333 que chegou a 100% para Leishmania, confirmando que
nenhuma amplificagdo ocorrerd com outros tripanosomatideos. A Ln-PCR realizada
em amostras de sangue de pacientes coinfectados com Leishmania e Virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) mostrou um alto nivel de sensibilidade em
comparagdo com outros métodos diagndsticos convencionais, confirmando os
resultados obtidos com o PCR por outros autores (NUZUM et al., 1994; ADHYA et al.,
1995).

O ensaio de polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo da PCR
(PCR-RFLP) para o gene da proteina de heat-shock protein 70 (HSP70) foi
apresentado como uma ferramenta simples e universal para a identificacdo de
espécies de Leishmania tanto do Novo quanto do Velho Mundo (MONTALVO et al.,
2010). Em geral, os genes da familia de proteinas do HSP70, podem ter regifes
conservadas, que sdo importantes para a funcdo da proteina, e regides variaveis, que
podem divergir entre as espécies. Desta forma, ha a possibilidade de detectar o DNA
de Leishmania em amostras biologicas e, apés realizacdo de uma técnica com enzima
de restricdo, diferencia-los entre as espécies (GRACA et al., 2012; FERREIRA et al.,
2017).

2.6 Aplicacao do georreferenciamento no mapeamento de patégenos

O georreferenciamento consiste em um conjunto de tecnologias que atribui
coordenadas geograficas precisas (como latitude e longitude) a um objeto, imagem
ou conjunto de dados (LONGLEY et al., 2015). Quando esses dados s&o posicionados
corretamente em um sistema de referéncia espacial, produzem informagfes
geograficas valiosas, contribuindo para 0 mapeamento de areas de risco e 0
reconhecimento do territério estudado (NARDI et al., 2013; RIBEIRIO et al., 2014;
LONGLEY et al., 2015).
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Os dados do geoprocessamento podem ser processados por meio de softwares
dos sistemas de informacfes geograficas (SIG) e hardware (Global Positioning
System “GPS”), ou imagens de satélites (como google Earth) que possibilitam a
criacado de mapas e gréficos dirigidos para analise do objeto de estudo (BARCELLOS
et al., 2004).

Ao ser aplicado nas acbes de saude, o georreferenciamento permite o
mapeamento da distribuicdo de doencas, avaliacdo de riscos e o0 planejamento de
acOes de prevencao de doencas infecciosas e nao transmissiveis (RIBEIRIO et al.,
2014; NARDI et al., 2013).

Segundo Barcellos e colaboradores (2017), o SIG tem se mostrado uma
ferramenta muito importante na pesquisa relacionadas a saude. O trabalho de Silva e
colaboradores (2016) utilizou o SIG para mapear a distribuicdo espacial de pacientes
do Hospital Universitario Clemente de Faria (HUCF) com Doencas Tropicais
Negligenciadas na regido norte de Minas Gerais, em Montes Claros.

O uso do georreferenciamento na vigilancia da LV permite pontuar areas e
visualizar a distribuicdo dos cenérios da doenca, possibilitando nortear as acdes de
controle da doenca visando diminuir sua transmissdo (ARAUJO, 2017; D’ ANDREA,;
GUIMARAES, 2018).

Silva e colaboradores (2007), estudaram o comportamento e sazonalidade do
L. longipalpis, durante os anos 2003 a 2005, na cidade de Campo Grande. Por meio
do georreferenciamento, eles puderam demonstrar em quais ecotopos esse inseto foi
encontrado, além de identificar em quais locais e estacfes ele foi mais abundante
(SILVA et al., 2007).

Outro estudo que utilizou o georreferenciamento com o objetivo de aprimorar
as estratégias de controle da doenca foi realizado por Marques et al. (2017), que
analisaram a incidéncia da leishmaniose visceral nos bairros de Campo Grande entre

0s anos de 2007 e 2011, utilizando ferramentas de analise espacial.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar as araras-canindés como hospedeiras de Leishmania spp. em Campo

Grande, Mato Grosso do Sul.

3.2 Objetivos especificos

® Realizar coleta de sangue em individuos da espécie A. ararauna de

vida livre e em reabilitacéo.

e Detectar a presenca de DNA de Leishmania spp. em amostras de sangue da

Ara ararauna (Arara-Canindé) de Campo Grande-MS.

e Comparar ocorréncia de Leishmania spp. em A. ararauna de vida livre com

individuos em reabilitagdo no CRAS.

e Identificar as espécies de Leishmania spp. presentes nos espécimes

infectados.

e Correlacionar a distribuicdo de Leishmania spp. detectadas em aves
com a prevaléncia dos casos caninos relatados nas regides estudadas

nos ultimos anos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Transversal, descritivo, usando dados primarios e secundarios.

4.2 Aspectos éticos

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Anhanguera-Uniderp (Protocolo n° 3147/2023) (Anexo I).

4.3 Local e periodo da pesquisa

O trabalho foi realizado no municipio de Campo Grande (latitude de 20°26'34”
Sul e longitude de 54°38'47” Oeste), capital do estado de Mato Grosso do Sul (Figura
4) (IBGE, 2023). O municipio possui uma area aproximada de 252,63 Km?, dividido
em 79 bairros, com uma populacao estimada de aproximadamente 898.100 habitantes
(IBGE, 2022). A capital se situa no bioma Cerrado e apresenta um percentual de
96,3% de domicilios urbanos e vias publicas com arborizagdo no censo de 2010
(IBGE, 2023).
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Figura 7. Distribuicdo espacial de ninhos das aves amostradas no Municipio de Campo Grande-
MS.

54°38,795'W 54°28,949'W

Locais de coletas
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Los Angeles
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Semindrio

Séo Francisco
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10 |Vilas Boas

11 {Colibn Il

12 |Chacara das Mansdes

IR

54°38.795W oW

Legenda

Areas de coletas
Il Bairros de Campo Grande

Locais de Col Autor: Judson Matias de Arruda dos Santos
ocalis de Coleta Sistema de Coordenadas Geograficas
po Grande Datum: Sirgas 2000 "\
n : UTM
B Mato Grosso do Sul o ae

Fonte: Dados da pesquisa, 2024. Legenda: Areas de coletas distribuidos em diferentes

localizagbes da cidade de Campo Grande, sendo eles: Caicgara (1), Jockey Club (1), Gloria (2),

Los Angeles (1), Pioneiros (1), Santa Fé (2), Seminario (1), S&o Francisco (1), Veraneio (6),

Vilas Boas (2) e Colibri 1l (1). Houve também uma coleta em um ponto dentro da regiao

periurbana da cidade, na Chacara das Mans®es (1).

As coletas com o Projeto Aves Urbanas — Araras na Cidade foram realizadas
em 11 bairros na area urbana e uma periurbana (Figura 4) entre novembro de 2022 a
janeiro de 2023. Ja as coletas realizadas com o CRAS ocorreram nos meses de margo

e agosto de 2023.
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4.4 Populacéo de estudo, coleta e armazenamento das amostras

Neste estudo, foi analisado o sangue de individuos da espécie A. ararauna em
reabilitacdo, sendo a maioria oriunda de vida livre e que se encontrava no CRAS, além
de filhotes de vida livre monitorados pelo Projeto Aves Urbanas — Araras na Cidade,
desenvolvido pelo Instituto Arara Azul (ITA), no perimetro urbano e periurbano da
cidade de Campo Grande, capital de Mato Grosso do Sul. O nimero amostral foi
obtido por livre demanda, e os critérios de inclusédo das aves em reabilitacdo no CRAS
incluiram a coleta de amostras de sangue de todos os espécimes de A. ararauna
(filhotes e adultos) que estivessem nos recintos da area de voo, alojamento e
quarentena. Para as aves de vida livre, o critério consistiu na captura de filhotes de A.
ararauna com mais de 60 dias de vida nos ninhos monitorados pelo Projeto Aves

Urbanas — Araras na Cidade, executado pelo ITA (Figura 5).

Figura 8: Procedimento de captura de filhote A. ararauna.

Legenda: Procedimentos realizados na fase de coleta de material biolégico das araras.
Observa-se em “A” escada utilizada para acessar os ninhos de araras; “B” profissional
realizando coletas de informagdes e fotografias dos ninhos; “C” foto mostrando o interior do
ninho, contendo dois filhotes de araras-canindés e “D” coletas de informagéo de tamanho corpo
e bico, peso e coleta de sangue. Fonte: Instituto Arara Azul, 2023.
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As coletas dos individuos monitorados pelo Projeto foram realizadas em filhotes
com mais de 60 dias idade, independente do sexo do animal. Os filhotes foram
capturados dentro dos ninhos naturais, que se encontravam em palmeiras. Foi
seguindo os métodos adaptados de escalada em arvores, utilizando uma escada de
9,8 metros e alguns equipamentos utilizados para ascensao (corda, mosquetdes,
cadeirinha e peitoral) (GUEDES; SEIXAS, 2002; BARBOSA, 2015). Apés a coleta, o
filhote foi devolvido ao seu ninho de origem. Ambas as coletas (Projeto Aves Urbanas
e CRAS) foram realizadas por bidlogos e médicos veterinarios habilitados.

As amostras de sangue total foram obtidas por meio de coleta com seringas de
3 mL e agulhas 12,7x0,33mm acesso pela veia ulnar. Foi coletado aproximadamente
1 mL de sangue de cada espécime e as amostras foram armazenadas em microtubo
cbnico de 1,5 mL por individuo (CALLE; CEVALLOS, 2022). As amostras foram
identificadas no ato da coleta, quando coletado pelo Projeto Aves Urbanas — Araras
na Cidade, continham o numero da anilha, nimero do ninho, ordem de nascimento
(determinado pelo nivel de desenvolvimento do individuo em comparagdo com 0s
demais do mesmo ninho) e data de coleta. Ja para as coletas realizadas no CRAS os
tubos foram identificados com data e sequéncia da coleta e anilha da ave. Apos
identificacdo, as amostras foram acondicionadas em caixa térmica refrigerada até o
momento de envio ao laboratdrio para conservacao em freezer -20°C até o momento

da realizacao dos testes moleculares.

4.5 Deteccdo de DNA de Leishmania spp. em amostras de sangue periférico de

aves

4.5.1 Extracdo e dosagem de DNA das amostras sanguineas

As amostras de sangue das araras foram submetidas a extragdo de DNA no
laboratorio de Parasitologia e Biologia Molecular da Universidade Anhanguera
UNIDERP, seguindo o protocolo de extracédo de sangue do kit Wizard®- Genomic DNA
Purification kit (Promega), resultando em um volume final de 100 pL de DNA. O DNA
foi quantificado utilizando 1 pL de amostra contendo o DNA inserida no compartimento
de medigao do espectrofotometro Thermo Scientific™ Invitrogen™ Nanodrop™ One,

para verificacdo da concentracdo de DNA em cada amostra. O espectrofotdmetro
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utiliza uma fonte de luz ultravioleta (UV), e a absorbancia da luz pela amostra € medida
em comprimentos de onda especificos entre 260 nm a 280 nm. Essa etapa é realizada
a fim de verificar a concentracdo de DNA de cada amostra para garantir o sucesso da
extracao e possibilitar seu uso na etapa de PCR, na qual € necessaria uma quantidade

especifica ou minima de DNA para amplifica¢ao.

4.5.2 Amplificacdo do DNA e leitura dos resultados

Para as amostras, foram utilizados os protocolos descritos (SILVA et al., 2000;
CRUZI et al., 2002; GRACA et al., 2012; FERREIRA et al., 2017). Apés a purificacao
do DNA, foi preparado um mix contendo os seguintes volumes: agua purificada para
PCR = 10 pL, Buffer = 2,5 uL, MgCI2 = 1,5 pL, DMSO = 2,5 pL, dNTPs [10mM] = 0,5
uL, kDNA A [10mM] = 1,0 pL, kDNA B [10mM] = 1,0 pL, Tag DNA polimerase [SU/uL]
=1,0 pL, formando o volume final de 20 pL por amostra.

A sequéncia de primers utilizados como alvo foram: KDNA A 5’ (C/G)(C/G)(G/C)
CC(C/A) CTA T(T/A)T TAC ACC AAC CCC 3’ e kDNA B: 5 GGG GAG GGG CGT
TCT GCG AA 3’ (SILVA et al., 2000).

Para a amplificacdo do DNA, foram utilizados 20 uL do mix e 5 pL de amostra
para cada ave testada, assim como, para o controle positivo (DNA de Leishmania spp.)
e controle negativo (apenas o mix com adicdo de 5 pL de agua de PCR). A
amplificacdo das amostras foi realizada seguindo o procedimento de ciclos no
termociclador 1 x 94°C por 4 minutos, 35 x (94°C/30s, 60°C/30s, 72°C/30s), 1 x 72°C
por 5 minutos. O produto final da amplificacdo apresenta banda Unica de 120 pares
de bases (pb).

Todas as amostras, apds analise dirigida ao KDNA, passaram para a analise
de PCR dirigida ao alvo do SSUrRNA, que é uma regido conservada entre todas as
espécies de Leishmania, foram utilizados os primers R221: 5° GGT TCC TTT CCT
GAT TTA CG 3" e R332: 5" GGC CGG TAA AGG CCG AAT AG 3" (CRUZI et al.,
2002) e as condic¢des do mix seguiram o seguinte protocolo: agua purificada para PCR
= 27,6 yL, Buffer =5 pL, MgCI2 = 3 pL, dNTPs [10mM] = 1 L, R221 [10mM] = 1,0 pL,
R332 [10mM] = 1,0 pyL, Taq DNA polimerase [5U/pL] = 1,4 pL, sendo o volume final

de 40 pL por amostra.
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Para a amplificagdo do DNA, foram utilizados 40 pL do mix e 10 pL de amostra
para cada ave testada, assim como, para o controle positivo (DNA de L. amazonensis,
L. braziliensis e L. guianensis) doados pela Colecdo de Leishmania do Instituto
Oswaldo Cruz (CLIOC) e controle negativo (apenas o mix com adi¢cdo de 10 pL de
agua de PCR). A amplificacdo das amostras foi realizada no termociclador seguindo
o procedimento de ciclos 1 x 94°C por 5 minutos, 30 x (94°C/30s, 60°C/30s, 72°C/30s),
1 x 72°C por 10 minutos.

Logo apos, o produto dessa reacdo (amplicons) foi diluido (5:200) para
aplicacdo em uma nested PCR (LnPCR), da seguinte maneira: 5 yL de amplicon do
produto final da amplificacdo em 200 pL de &gua purificada de PCR, esse preparo foi
necessario para realizar a LnPCR.

Na LnPCR com os primers R223: 5" TCC CAT CGC AACCTC GGT T 3 e
R333: 5" AAA GCG GGC GCG GTG CTG 3" (CRUZI et al., 2002), foi feito um mix nas
propor¢cdes de: agua purificada para PCR = 9,5 L, Buffer = 2,5 uL, MgCI2 = 1,5 L,
dNTPs [10mM] = 1 pL, R221 [10mM] = 0,5 pL, R332 [10mM] = 0,5 uL, Tag DNA
polimerase [SU/uL] = 0,7 pL, sendo seu volume final de 15 pL por amostra, seguindo
as orientacoes do autor Cruzi e colaboradores (2002). Para a amplificacdo do DNA,
foram utilizados 15 pL do mix e 10 uL do amplicon preparado anteriormente, produto
da primeira reacdo. Depois do preparo do mix, as amostras foram para o
termociclador, seguindo o procedimento de ciclos 1 x 94°C por 4 minutos, 30 X
(94°C/30s, 65°C/30s, 72°C/30s), 1 x 72°C por 10 minutos. O produto final da
amplificacdo apresenta banda Unica de aproximadamente 359 pb.

As amostras que foram positivas em pelo menos uma das PCRs citadas acima
passaram para a PCR dirigida ao alvo HSP70C, utilizando as condigcdes do mix nas
seguintes proporc¢des: agua purificada para PCR = 17,36 L, Buffer = 2,5 uL, MgCI2
= 1,5 yL, dNTPs [10mM] = 0,5 pL, HSP70C 1 [20mM] = 1,0 pyL, HSP70C 2 [10mM] =
1,0 uL, Tag DNA polimerase [5U/uL] = 0,14 pL, formando o volume final de 24 pL por
amostra. Para amplificacdo do alvo genético foi utilizado os iniciadores HSP70C 1: 5'
GGA CGA GAT CGA GCG CAT GGT 3'e HSP70C 2: 5' TCC TTC GAC GCC TCC
TGG TTG 3' (GRACA et al., 2012; FERREIRA et al., 2017). Para a amplificagéo do
DNA foram utilizados 24 pL do mix e 1 pL de amostra para cada ave, assim como,
para o controle positivo (DNA de L. amazonensis, L. braziliensis e L. guianensis) e

controle negativo (apenas o mix com adicdo de 1 pL de agua de PCR). Para a
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amplificagéo das amostras foi utilizado o termociclador seguindo o procedimento de
ciclos 1 x 94°C por 5 minutos, 30 x (94°C/30s, 61°C/1m, 72°C/3m), 1 x 72°C por 8
minutos. Foi necessario realizar uma reamplificacédo utilizando os amplicons gerados
da primeira reacado, seguindo as mesmas condicfes da etapa do mix e termociclador
descritas acima. O produto final desta PCR apresenta banda Unica de 234 pb.

Para a elaboragdo dos mixes das diferentes PCRs deste trabalho, foram
usados os reagentes da marca Ludwig®. Ja na etapa no termociclador, foi utilizado
um automatico SimpliAmp™-Thermo Fisher Scientific™, apos a etapa de amplificacao
no termociclador as amostras eram mantidas a 4°C até o momento da eletroforese em
gel de agarose a 2%, corado por 8 pL de Sybr Safe DNA gel stain (Invitrogen), e 0
marcador de peso molecular utilizado foram os ladders de 100pb e 50pb da Ludwig®.
Foram adicionados 10 pL do produto de amplificacdo de cada amostra nos pocos do
gel de agarose, e a corrida eletroforética foi realizada durante 50 minutos a 90 volts.
A revelacdo do produto amplificado foi realizada com auxilio do fotodocumentador
para gel de eletroforese L-PIX TOUCH da LOCCUS®, arquivando as imagens em
formato digital.

Apés todas as etapas de PCR e analise de resultados, as amostras de aves
amplificadas na PCR dirigida ao HSP70C passaram para Ultima etapa, a técnica de
RFLP HAE Ill (Promega), sendo 0 mix nas proporc¢des de: agua purificada para PCR
= 2,5 yL; Enzyma buffer = 1,5 pL; HAE lll = 1 uL. A regido de clivagem 5'... GG*CC
.3’ 3...CC*GG... 5’ (GRACA et al., 2012).

ApOs preparo do mix, foi encaminhado ao termociclador automatico
SimpliAmp™-Thermo Fisher Scientific™, onde ficou incubado por 2 horas em 37°C.
Logo apos a incubacao, foi preparado um gel de agarose a 3%, corado por 8 uL Sybr
Safe DNA gel stain (Invitrogen) e o marcador de peso molecular utilizado foi o ladder
de 50pb da Ludwig®. Foram adicionados 5 pL do produto de amplificacdo de cada
amostra nos pocos do gel de agarose e a corrida realizada durante 50 minutos a 90
volts. A revelacdo do produto amplificado foi realizada com auxilio do
fotodocumentador para gel de eletroforese L-PIX TOUCH da LOCCUS®, arquivando

as imagens em formato digital.
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4.6 Georreferenciamento

Os ninhos que tiveram amostras coletadas foram georreferenciados para a
confeccdo de mapas utilizando o software Quantum GIS 4.3 (QGIS), foi realizado com
os dados latitudinais e longitudinais fornecidos pelo Projeto Aves Urbanas-Araras na
Cidade.
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5 RESULTADOS

Foram coletadas amostras de 28 espécimes de A. ararauna de vida livre e 19

espécimes em reabilitacao, totalizando 47 individuos amostrados.

5.1 Anélise molecular

5.1.1 Dosagem de DNA

O estudo demonstrou que, na extracado de DNA das 47 amostras de sangue de
A. ararauna coletadas, a maior concentracdo de DNA obtida foi de 420,2 ng/pL,
enquanto a menor dosagem observada foi de 0,1 ng/yuL. No total, a mediana da

concentragédo de DNA dessas amostras foi de 43,90 ng/uL (Tabela 1).

Tabela 1: Resultado dosagem de DNA.

Concentracdo em

Amostras (n=47) % ng/ul
8 17,02 0,1-1
16 34,04 1,1-10,3
14 29,79 13,1 -109,6
9 19,15 113 - 420,2

Fonte: Dados da pesquisa.

A tabela acima refere-se a todos os resultados obtidos por meio da dosagem
de DNA das amostras, apds passarem pela etapa de extracdo de sangue das aves
coletadas nesta pesquisa. Sendo os numeros de 1 a 47 o cédigo das amostras e a
variacéo de 0,1 ao 420,2 ng/uL o resultado que cada amostra desempenhou na leitura

da concentragéo.
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5.2 Prevaléncia de casos positivos

Um total de seis (12,7%) aves apresentaram positividade em pelo menos um
dos diferentes alvos genéticos testados (KDNA e/ou SSUrRNA), sendo quatro de vida

livre e duas em reabilitacéo (Figura 6).

Figura 9: Resultado Ln-PCR visualizado em gel agarose.

Legenda: M — Marcador molecular 100 pb, L.a (Leishmania amazonensis), L.b (Leishmania
braziliensis), L.g (Leishmania guianensis), amostras 1 a 4 amplificadas em 359 pb, B — Branco (H20),

N — Negativo (Amostra negativa), M — Marcador molecular 50 pb.

A concentragédo de DNA das amostras positivas variou entre 22,7 ng/pL e 239,2
ng/uL. Para a regido do HSP70C, os testes foram realizados apenas nas amostras
que apresentaram positividade em reacdes dirigidas a outras regifes-alvo, exceto em
dois individuos cuja amostra acabou. Dessa forma, foram realizados testes em um

total de 4 individuos (Tabela 2).
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Tabela 2. Porcentagem de positividade da Leishmania em aves por alvo analisado.

Amostras PCR
KDNA SSUrRNA HSP70C
Especie Coletado Individuo Kg cm Resultado
1970 1,07 50 + -
Vida livre 1886 1,19 51,6 -
1899 1,25 57 + +
Ara ararauna
2101 827 55 + - MR
395 NR NR + - MR
Reabilitagao
¢ S/N-17 NR NR - + +

Legenda: NR - Ndo Realizado.

Fonte: Dados da pesquisa. Legenda: resultados obtidos da andlise das PCRs em amostras de sangue

de A. ararauna.

Comparando a prevaléncia em todas as aves positivas nos testes moleculares,
observou-se que as regides dirigidas ao alvo do KDNA e SSUrRNA alcancaram
prevaléncia de 8,5% (n=04/47) cada uma (Tabela 1), sendo em trés individuos de vida
livre e um em reabilitacdo (Tabela 2). Ja para o HSP70C, que foi aplicado apenas nas
amostras positivas, somente trés individuos amplificaram nessa regiao alvo. Houve
casos em gue duas regides alvo diferentes apresentaram positividade em algumas
aves.

Nos resultados obtidos, foi identificado um caso em que as regides alvo KDNA
e SSUrRNA apresentaram positividade simultdnea, amostra do individuo 1970 (vida
livre). Além disso, registrou-se dois casos em que a positividade ocorreu para
SSUrRNA em conjunto com HSP70C, sendo os individuos 1986 (filhote de vida livre)
e S/IN — 17 (reabilitacdo). Adicionalmente, observou-se duas amostras positivas
apenas para o KDNA, sendo negativas para o SSUrRNA e que nao havia amostra
suficiente para ser testada com HSP70C, esses eram os individuos 2101 e 395 (filhote
de vida livre e espécime em reabilitacdo, respectivamente). E importante destacar que
houve uma amostra positiva simultaneamente para as trés regibes alvo em um

individuo de vida livre, esse era o filhote 1999.
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5.2.1 Identificagao das Leishmanias

Dos quatro individuos testados positivos na regido do HSP70C, sendo trés de
vida livre e um em reabilitacdo, esses seguiram para a etapa de RFLP utilizando
enzimas de restricdo HAE Ill, os resultados alcancados na PCR RFLP seguem

demonstrado na imagem abaixo (Figura 6).

Figura 10: Resultado PCR-RFLP visualizado em gel agarose.

M

Legenda: M — Marcador molecular 50 pb, L.a (Leishmania amazonensis), L.b (Leishmania braziliensis),
L.c (Leishmania colombiani), L.e (Leishmania equatoriana), L.g (Leishmania guianensis), L.h
(Leishmania hertigi), L.i (Leishmania infantum), L.|I (Leishmania lansoni), L.m (Leishmania mexicana),
L.n (Leishmania naiffi), L.s (Leishmania shawi), amostras 1 a 4.

O resultado em gel de agarose a 2% demonstra a sequéncia de bandas, ndo
apresenta semelhanca com as bandas dos controles positivos e por isso ndo houve
uma definicdo de quais espécies de Leishmania estédo circulando nos espécimes de

A. ararauna.
5.3 Andlise espacial dos casos positivos das aves de vida livre
Foi realizada a coleta de amostra de sangue de 28 filhotes de A. ararauna em

19 ninhos naturais na cidade de Campo Grande. Dos quais 18 pontos foram dentro

do perimetro urbano e um no perimetro periurbano da cidade (Figura 7).
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Figura 11: Distribuicdo espacial de casos positivos.
54°38,795'W 54°28,949'W

Bairros
Pioneiros
Sdo Francisco
Vilas Boas
Colibri Il

54°38,795°W

Legenda
* Areas de coletas

?airros Positivos
Bairros de Campo Grande Autor: Judson Matias de Arruda dos Santos
Locais de Coleta Sistema de Coordenadas Geograficas O G I s
) mpo Grande Datum: Sirgas 2000 N

Zona: UTM 21S
B Mato Grosso do Sul

Fonte: Dados da pesquisa. Legenda: Mapa dos bairros de Campo Grande onde houve as
coletas em ninhos, os pontos vermelhos séo os casos de filhotes de araras positivas para
Leishmania e em amarelo os bairros onde se encontravam os ninhos dessas aves.

Comparando os dados de origem das amostras, observa-se casos positivos em
ninhos localizados em areas residenciais e um centro universitario, préximos a regiao
de matas e terrenos baldios nos bairros Pioneiros, Vilas Boas, Jardim Colibri e S&o
Francisco respectivamente.

Dos quatro individuos de vida livre que testaram positivo, trés deles estavam

em ninhos naturais, enquanto um individuo estava em um ninho artificial (Figura 12).
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Figura 12: Filhotes de arara-canindé em ninho atrtificial.

" [

Fonte: Dados da pesquisa, Projeto Aves Urbanas — Araras na Cidade. Legenda: Imagens dos
filhotes em ninho artificial, sendo as imagens A e B do individuo que apresentou positividade
para Leishmania, e as imagens C e D mostram os dois filhotes que habitavam este ninho.

Havia dois filhotes de A. ararauna vivendo no ninho (Imagem C e D), ambos
apresentando lesdes e sendo parasitado pelos percevejos, e também por larvas de
moscas (Berne). Desses dois filhotes, apenas um individuo (individuo 1986) testou
positivo para Leishmania (Imagem A e B), este pesava 1,19 Kg e tinha 51,6 cm e seu
aspecto fisico era saudavel.

Vale salientar que o ninho localizado em uma residéncia do bairro Colibri, esta
ao lado de um terreno baldio, a 324 metros de uma area de mata florestal e a 134

metros da Escola Municipal Professora Iracema de Souza Mendonca (Figura 9).
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Figu‘ra 13: Localizacéo do ninho artificial.

Fonte: Dados da pesqmsa Legenda: tho artificial Iocallzado em regido com d0|s terrenos baldlo
perto de mata e escola.

Houve um filhote, o individuo 2101 de vida livre, que apresentou positividade
para Leishmania e veio a Obito. Este se encontrava em ninho natural localizado na
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) (Figura 10). Esse filhote pesava

827 gramas, tinha 550 cm de comprimento, sem lesdes ou ectoparasitas no individuo.

Figura 14: Filhote na Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Fonte: Dados da pesqmsa Instltuto Arara Azul. Legenda Filhote do ninho na UFMS sendo as
imagens A e B a coleta de sangue e manejo do individuo realizada pela equipe do Projeto Aves



50

Urbanas — Araras na Cidade, imagem C individuo recebendo cuidados parentais e imagem D

0 animal encontrado morto.

O filhote se desenvolveu normalmente e tentou algcar voo, nao tendo sucesso.
O animal se encontrava saudavel e de papo cheio, apesar de ndo conseguir absorver
0s nutrientes dos alimentos que ingeria, trazidos pelos pais (Figura A, B e C), tempos
depois o filhote foi encontrado morto (Figura D). O ninho se localizava a 156 metros

da mata ciliar e a 380 metros do Hospital Esterina Corsini (Figura 11).

Figura 15: Localizacé@o do ninho UFMS.

"

4 ) 4
¢ &, ; -
"‘.HOSleﬁT Esterina €orSini Monumento:Simbolo
w L

FUFMS

Biblioteca Central. 4% &

Fonte: Google Earth. Legenda: Flgura 10 mostra a dlstanC|a entre o nlnho que abrlgava o filhote
positivo para Leishmania e o hospital Esterina Corsini, além da distancia da mata de galeria
gue se encontra nas dependéncias da UFMS.

Os outros dois filhotes de vida livre, encontrados nos ninhos dos bairros Sao
Francisco e Vilas Boas, que apresentaram positividade para Leishmania nesta

pesquisa, voaram com sucesso dos seus ninhos (Figura 12).

Figura 16: Filhotes positivos para a Leishmania.

Fonte: Dados da pesquisa, Projeto Aves Urbanas — Araras na Cidade. Legenda: O filhote da
figura A pertence ao ninho natural localizado em condominio do bairro Vilas Boas, filhote da
figura B, ninho natural localizado em residéncia do bairro Sdo Francisco.
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Eles se desenvolveram normalmente e ndo apresentaram sinais clinicos, o
individuo da primeira imagem (Figura 12A) pesava 1,25 Kg e 570 cm, ja o individuo
da segunda imagem (Figura 12B) pesava 1,07 Kg e 50 cm, sendo considerados dentro
do normal para a idade. Nenhum dos filhotes apresentou algum tipo de lesdo ou
ectoparasitas durante o monitoramento.

Cruzando os dados do Inquérito Canino para o Diagnéstico de Leishmaniose
Visceral, realizado no municipio de Campo Grande em 2019, e os resultados obtidos
nesta pesquisa com as A. ararauna, observou-se a localidade onde haviam ninhos
gue apresentaram filhotes positivos para Leishmania, segundo mapa abaixo (Figura
13).

Figura 17: Prevaléncia de LVC em Campo Grande.
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Fonte: Dados da pesquisa e modificado de BRASIL, 2021. Legenda: Mapa correlacionando
0s casos prevalentes de LVC de 2019 com os achados em A. ararauna de 2022/2023.

Os quatros filhotes positivos para Leishmania se encontravam nos ninhos
situados nestas regides com maior prevaléncia, sendo que o ninho da ave do Centro
localizado na divisa com a regido Segredo, dois ninhos na regido Anhanduizinho e um
ninho na regido Bandeiras. Ja os dois individuos positivos para Leishmania que se

encontravam nas dependéncias do CRAS, localizado na macroregidao do Prosa é
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importante salientar que néo se sabe se essas aves ja chegaram contaminadas ao

local.
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6 DISCUSSAO

Por meio das andlises dos resultados, foi possivel identificar a ocorréncia
natural de Leishmania spp. em aves da espécie A. ararauna em Campo Grande, Mato
Grosso do Sul, uma regido endémica para leishmanioses. Essa interacdo parasito-
hospedeiro € inédita entre essas espécies, sem registros anteriores na literatura
cientifica. De acordo com Fialové et al. (2021), esse tema é considerado negligenciado
na comunidade cientifica porque esses parasitos apresentam baixa patogenicidade e
importancia econémica.

Embora a literatura possa indicar que as aves séo refratarias a parasitos
tripanossomatideos, como Trypanosoma cruzi e Trypanosoma thomasbancrofti, fato
este atribuido a baixa patogenicidade em aves e a capacidade limitada desses
parasitas de completar seu ciclo de vida em hospedeiros avianos (GUIMARAES et al.,
1974; FIALOVA et al., 2021). Estudos de FIALOVA et al. (2021) sugerem que, apesar
de sua presenca em aves, 0s tripanossomatideos raramente causam doencas graves,
e sua transmissao pode ocorrer através de vetores dipteros, mas de forma menos
eficiente em comparacdo com outros hospedeiros. No entanto, observa-se, nos
altimos anos, a infeccdo em diversas espécies de aves, tanto domésticas quanto
silvestres, porém esses estudos nao concluem a participacao no ciclo de transmissao
da Leishmania spp. Calle e Cevallos (2022) comprovaram, por meio de microscopia,
a infeccdo natural por espécies de Trypanosoma spp. em Rhodospingus cruentus,
aves passeriformes encontradas em florestas caducifélias no Equador.

Em Campo Grande, ja houve relato de Leishmania do subgénero Vianna em
um espécime de Alipiopsitta xanthops, que se encontrava em reabilitacdo no CRAS
(MATHEUS et al., 2021), relato esse que corrobora com os achados deste estudo. Ha
outros relatos de aves infectadas por Leishmania, ndo somente no MS, mas também
em outros estudos realizados em outras partes do Brasil (TATTO, 2022).

O estudo de TATTO (2022), na Santa Maria no estado do Rio Grande do Sul,
Brasil, envolvendo aves de producdo em ambiente rural, foi demonstrado
sorologicamente a ocorréncia do contato com o parasito Leishmania spp. em galinhas
(Gallus gallus), perus (Meleagris gallopavo), galinhas D’Angola (Numida meleagris) e
gansos (Anser anser). Esses animais sdao amplamente criados e manipulados com

fins comerciais em criadouros, granjas e galinheiros. O estudo de Otranto (2010),
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Itdlia, também expbe a ocorréncia de anticorpos anti-L. infantum em gansos
domésticos (Anser anser) e em faisdo (Phasianus colchicus) e aponta seu possivel
papel na epidemiologia da leishmaniose visceral.

No presente trabalho, a presenca de Leishmania em A. ararauna foi mais
prevalente em animais de vida livre (14,29%), se comparada com aguelas que se
encontram em tratamento no CRAS (10,53%). No entanto, é valido salientar que o N
amostral obtido nesta pesquisa foi baixo, sendo 28 amostras de aves de vida livre e
19 amostras de aves em reabilitacdo, mais estudos sédo necessarios. Outro ponto, as
aves que se encontram em reabilitacdo no CRAS, em sua maioria, provém da
natureza e sua chegada no CRAS é mediante a resgates e apreensao do trafico de
animais silvestres. Logo, neste estudo realizado com os individuos do CRAS néo
podemos dizer se as aves contrairam a Leishmania spp. em vida livre ou nas
dependéncias do CRAS. No entanto, os resultados obtidos demonstram que ha a
possibilidade de ocorrer a presenca do DNA de Leishmania nessas aves, contanto
que essas tenham contato com o vetor infectado pelo parasito.

As macrorregides que apresentaram maior prevaléncia para LVC em 2019
foram, respectivamente, as regides Bandeiras (27%) e Anhanduizinho (26%); sendo
a menor prevaléncia observada na regido do Centro (16%) (BRASIL, 2021). Essas
mesmas regides se encontraram 0s ninhos que possuiam filhotes de A. ararauna
infectado por Leishmania spp. e as aves que se encontravam nas dependéncias do
CRAS, essas situam-se na macrorregido do Prosa, onde foi registrada uma
prevaléncia de 23% de casos de LVC em 2019.

A coleta foi realizada apenas uma vez em cada individuo de vida livre, devido
a impossibilidade de recolher mais amostras dessas aves apo0s alcarem voo e
deixarem o ninho. Portanto, quando as amostras extraidas acabavam, ndo era
possivel obter mais, uma vez que ndo havia mais acesso a esses animais. Essas
limitacbes podem impactar a abrangéncia e a continuidade do estudo, uma vez que a
amostragem foi limitada pelo comportamento natural das aves. A dificuldade de
trabalhar com baixas quantidades de DNA, principalmente quando se refere a técnica
de RFLP é citada pelo trabalho de Gill e colaboradores (2000), que ressaltam a
importancia em se obter um DNA em grande quantidade e qualidade para realizar a
técnica de RFLP de forma eficiente. O DNA em baixa concentragédo pode apresentar

resultados incompletos ou inconclusivos, uma vez que as enzimas de restricdo podem
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encontrar dificuldade em cortar com eficiéncia o DNA (GILL et al., 2000; DABNEY et
al., 2013).

Dos animais desta pesquisa que apresentaram positividade para Leishmania
spp., ndo foi observado nenhum tipo de sintomas ou morte decorrente da
leishmaniose. Foi constatado durante os monitoramentos de ninhos/filhotes, que néao
houve prejuizo no seu desenvolvimento morfolégico, pois as aves apresentaram
aspectos saudaveis. Normalmente os fatores que desencadeiam a morte de A.
ararauna no perimetro urbano, sdo ocasionados por eletrocussdo, atropelamento,
ataque por caes, acidentes com linha de pipa com material cortante e colisdo com
estruturas prediais (BARBOSA, 2018). Nao se tem estudos na literatura cientifica atual
gue comprovem se a infeccéo por este parasito pode causar interferéncia fisiologica
OuU morte nessas aves, pois esta € a primeira vez que ha registro de Leishmania
nesses psitacideos.

Referente ao quadro clinico das infec¢des por Leishmania em aves, Otranto et
al. (2010) analisaram galinhas infectadas experimentalmente, e foram constatadas
amostras positivas na PCR convencional e gPCR. No entanto, assim como observado
nos resultados deste estudo analisando A. ararauna, Otranto et al. (2010) n&o
detectaram nenhum tipo de sinal clinico nas aves. E valido salientar que ambos os
estudos se tratam de animais diferentes e situagbes distintas, sendo o primeiro
realizado por meio de inoculacdo experimental em galinhas em laboratério e no
presente trabalho foi investigada a presenca de Leishmania sp. em A. ararauna de
vida livre.

Os filhotes dos ninhos localizados nos bairros Pioneiros (UFMS) e no Jardim
Colibri, se encontravam perto do Hospital Esterina Corsini e Escola Municipal
Professora Iracema de Souza Mendonca, respectivamente, além de ambos se
situarem préximos a terrenos e mata florestal que se inicia na Fazenda Imbirussu, em
Campo Grande. Adentra a cidade pelo bairro Parque do Lageado e estende-se até o
Jardim Colibri (onde se encontra o ninho que continha o filhote positivo para
Leishmania spp.), onde a mata se fragmenta e termina um pouco mais a frente.

Segundo Missawa e Lima (2006), a rapida expansdo dos casos de
leishmaniose esta relacionada a destruicdo de ecotopos, a ruralizacdo das areas
periurbanas e as condi¢cdes socioecondmicas da populacdo. A ocupagdo por

comunidades humanas marginalizadas tende a ser mais precaria, ocorrendo o
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acumulo de lixo e matéria organica o que contribui para o aumento dos casos de
leishmaniose (MISSAWA; BORBA, 2009). Esses fatores de risco ocorrem porque a
vegetacao e as pastagens geram altos niveis de matéria organica, o que favorece a
manutencdo do inseto vetor (GONTIJO; MELO, 2004). A destruicdo dessas areas
acarreta modificacdes nas cadeias biolégicas, o que pode propiciar 0 surgimento ou
ressurgimento de doengas (BRASIL, 2021).

As transmissfes de zoonoses sdo amplamente influenciadas pela destruicao
de habitats naturais, que leva os animais a migrarem do ambiente silvestre para areas
urbanas, forcando a convivéncia entre animais domésticos, selvagens e seres
humanos, o que aumenta significativamente o risco de transmisséao de doencgas e gera
impactos negativos para todos os envolvidos (ZETUN et al., 2014; BRASIL, 2021).

Os fatos descritos acima podem ser exemplificados por eventos observados
em Mato Grosso do Sul. Em 1999, apds um longo periodo de seca combinado com
desmatamentos e queimadas na area rural e em municipios vizinhos a capital, varias
espécies de animais, incluindo a A. ararauna, migraram para zonas urbanas
(GUEDES, 2012). Um ano ap0s a degradacdo e migracdo das araras, foi relatado
também o avistamento pela primeira vez do vetor Lutzomyia longipalpis, e em 2001
examinaram-se 3.250 caes dos quais 2,1% foram soropositivos (FURLAN, 2010). Em
2002 foram notificados os primeiros casos humanos autdctones, caracterizando o
inicio da epidemia de LV na capital do estado (OLIVEIRA et al., 2000).

Tendo em vista o0 exposto, Varella (2022) propde que a abordagem de Saude
Unica é essencial ao progresso de antecipar, prevenir, detectar e controlar doencas
gue se propagam entre animais e humanos, prevenir ameacas a saude humana e
animal relacionadas ao meio ambiente, bem como combater outros desafios.

Dessa forma € importante entender como o ciclo da doenca ocorre na natureza
e em qual momento os agentes vetores estdo entrando em contato com essas aves.
Carvalho et al. (2006) ressalta a importancia de esclarecer os fatores que podem
impactar a relagdo da fauna de artrépodes associada aos ninhos de araras, sejam
eles naturais ou artificiais. Essa observacdo pode ter implicagbes relevantes na
epidemiologia das leishmanioses. Portanto, é crucial intensificar os estudos
relacionados ao achado de Leishmania em espécimes de A. ararauna, artrépodes e
outros animais que ocupam esses ninhos, a fim de compreender melhor a infecgcao

desse microrganismo no tocante as A. ararauna e sua disseminagdo no ambiente.
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Dada a elevada capacidade da Leishmania spp. em infectar seres humanos e animais,
destaca-se a importancia de novos estudos com psitacideos e flebotomineos, para
entender como ocorre o ciclo de transmissao nos habitats estudados.

Com base nos resultados desta pesquisa, a deteccao de Leishmania spp. em
A. ararauna pode sugerir uma maior amplitude nas fontes alimentares dos vetores.
Isso se estende a outras espécies de aves, como galinaceos, incluindo galinhas de
granja, peru, ganso e faisdo; passeriformes como os Tico-tico-rei-carmim e
psitacideos (OTRANTO et al., 2010; MATHEUS et al., 2021; CALLE; CEVALLOS,
2022).

Além disso, os resultados frente a literatura, podem sugerir que a presenca do
parasita em aves parece nao estar restrita apenas a animais em ambientes silvestres,
mas também pode ser encontrada em ambientes modificados pela intervencgéo

humana em perimetro urbano, no caso de ninhos, criadouros, galinheiros e granjas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel comprovar pela primeira vez a presenca do DNA da Leishmania
spp. em A. ararauna. No entanto, apenas o encontro de amostras positivas nao indica
gue essas aves desempenham algum papel no ciclo de transmissdo, mas pode abrir
novas perspectivas para o campo de investigagdo ao que se refere a
ecoepidemiologia das leishmanioses. Recomenda-se mais estudos aprofundados
para investigar a importancia dessas aves no ciclo de transmissédo e manutencao do
parasito da Leishmania na natureza.

E necessario também elaborar novas técnicas de diagnéstico de Leishmania
em aves, a fim de melhorar e otimizar os protocolos atuais, visto que esse ponto pode
se tornar limitante, devido a quantidade de DNA extraido em um volume de 100 ul e
a coleta de amostras conforme a disponibilidade na natureza.

Ajustes na PCR-RFLP sao necessérios, pois os resultados alcancados nesta
pesquisa ndo foram satisfatorios, ndo sendo possivel chegar em uma identificacéo
clara das espécies de Leishmania spp. que circulam na populacdo de A. ararauna.
Dessa forma, sugerimos tais modificac6es para obter resultados mais confiaveis e
distinguir quais espécies desses parasitas estdo circulando na populacdo de A.

ararauna em Campo Grande.
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8 CONCLUSAO

e As araras da espécie A. ararauna podem ser hospedeiras de Leishmania spp.
em Campo Grande, Mato Grosso do Sul.

e Foi possivel coletar sangue da espécie A. ararauna de vida livre e em
reabilitacao.

e Foi encontrado DNA de Leishmania spp. em amostras de sangue da A.
ararauna de Campo Grande-MS.

e Comparou-se ocorréncia de Leishmania spp. em A. ararauna de vida livre com
individuos em reabilitagcdo no CRAS.

e Foi possivel correlacionar a distribuicdo de Leishmania spp. detectadas em
aves com a prevaléncia dos casos caninos relatados nas regides estudadas nos

ultimos anos.
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m(({ COMITE DE ETICA PARA O USO DE ANIMAIS - CEUA

uniderp

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Analise de aves como possiveis
hospedeiros de Leishmania spp. em Mato Grosso do Sul”, registrada com o n" 3147/2023,
sob a responsabilidade do pesquisador Eduardo de Castro Ferreira - que envolve a
produ¢do, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrada, para fins de ensino, pesquisa e/ou desenvolvimento de recurso os didaticos —
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e¢ foi aprovada pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Universidade Anhanguera-
Uniderp, em reunido de 17/04/2023.

Finalidade () Ensino ( X)) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagido 01/05/2023 a 25/10/2023
Espécie/Linhagem/Raga Psitacideos
N de animais 200
Peso/idade Adultos
Sexo Machos e fémeas
Origem Instituto Arara Azul e Centro de Reabilitacdo de Animais

Silvestres (CRAS/MS)

Campo Grande - MS, 17 de abril de 2023.
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