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Introducao

A taxa de doencas infecciosas emergentes tem aumentado nas Ultimas décadas, sendo
que aproximadamente 45% dessas doencas provem de animais silvestres [1]. Fatores
como urbanizacdo, desenvolvimento agricola, poluicéo, introducdo de espécies
invasoras e perda da biodiversidade tém uma forte contribui¢do para o aumento da
incidéncia de doencas infecciosas emergentes [2,3].Entretanto, um fator mais
iminente no surgimento de doencgas emergentes é o desmatamento, uma vez que esse
altera processos ecologicos e evolutivos de todo um ecossistema [4], inclusive entre
parasitas e hospedeiros [3,5]. Além disso, a expansao urbana leva a uma maior
proximidade dos seres humanos com habitats naturais podendo levar ao surgimento
de doencas emergentes oriundas de reservatdrios de animais silvestres, como no caso
da pandemia do HIV [6] e da primeira transmissdo de malaria pelo Plasmodium
falciparum [7]. Mesmo sabendo do potencial de risco de exting¢do de espécies
mediada por patdgenos [2,8] e do risco de zoonoses de origem animal para 0s seres
humanos [1], estudos referentes aos impactos da fragmentacao na ecologia de doencas
ainda sdo escassos [3]. Assim, é importante entender os mecanismos ecoldgicos e
evolutivos envolvidos na propagacéo e diversificagdo de doengas infecciosas
emergentes em vertebrados ndo humanos para uma maior avalia¢do do risco de
extingdo de espécies mediada por parasitas e para 0 melhor entendimento do

surgimento dessas doencas em seres humanos.

A fragmentacéo florestal altera a suscetibilidade das espécies a agentes
infecciosos de duas maneiras. Primeiramente, a fragmentacéo € responsavel pela
diminuicgdo da diversidade genética devido a depressdo endogamica [9]. Segundo, a

fragmentacdo proporciona o efeito de borda que € a alteragéo das caracteristicas



bidticas e abioticas em até 400 m a dentro do fragmento [10], o que pode deixar a
borda dos fragmentos mais suscetiveis a invasao de novos agentes infecciosos [2]. As
introducdes de patdgenos trazem consequéncias sérias para biodiversidade podendo
reduzir drasticamente as populacdes de espécies ndo adaptadas ao patdgeno invasor
podendo inclusive leva-las a extin¢do [11].

Haemosporidia (Plasmodium spp., Leucocytozoon spp. e Haemoproteus spp.)
de aves sdo excelentes modelos de estudos, pois além de serem abundantes em todas
as familias de aves e apresentarem uma vasta distribuicdo geografica [12], existe um
excelente banco de dados (MalAvi) que disponibiliza as linhagens genéticas desses
parasitas para todo o mundo, inclusive a localidade onde o parasita foi amostrado e as
espécies de aves que as linhagens conseguem infectar [13].

Até o momento apenas dois estudos foram feitos avaliando a importancia da
fragmentacdo florestal na ocorréncia desses haemosporideos [5,14]. Ambos os
estudos em florestas tropicais do Camardes e ambos compararam a ocorréncia desses
organismos em florestas perturbadas e pristinas. Entretanto, nenhum estudo avaliou
como o efeito de borda pode alterar a interacdo entre esses haemosporideos e seus
hospedeiros. Como uma das consequéncias do efeito de borda é a modificacdo da
comunidade de aves [15], espera-se que as interacdes entre as aves e seus parasitas
também seja modificada. Este processo pode aumentar a transmissdo de algumas
linhagens de haemosporida, inclusive, novos patégenos podem ser introduzidos na
comunidade (poluicdo patogénicas) [3]. Por exemplo, depois da introdu¢édo do P.
relictum no arquipélago do Hawaii, varias espécies endémicas foram extintas como

consequéncia direta da introdugdo desse parasita [16].

Este estudo traz importantes implicacdes para populacdes de aves da Mata
Atlantica, uma vez que estas aves podem estar mais suscetiveis a ocorréncia de
parasitas devido a forte fragmentacéo florestal deste Bioma. Assim, € de extrema
importancia monitorar e entender melhor a influéncia do processo de fragmentacéo na

ocorréncia desses parasitas.
Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho € de iniciar um monitoramento da ocorréncia de
haemosporideos de aves no Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG) com o intuito

de estudar como o processo de fragmentacéo interfere na interacdo desses parasitas



com seus hospedeiros vertebrados. Como proposta inicial sera avaliado se existe uma
diferenca na prevaléncia (proporcao de individuos infectados) e composicéo de
linhagens de haemosporideos de aves que se encontram na borda e no interior do
PEMG. Para este estudo serdo utilizados a malaria aviaria (Plasmodium spp.) e outros
haemosporideos (Leucocytozoon spp. e Haemoproteus spp.) de aves como modelos de

estudo.

Este estudo sera inserido no escopo das linhas de pesquisa “Biodiversidade e
Conservagdo em Habitats Fragmentados” do Programa de Pos-Graduacdo em
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual de Londrina (UEL) e sera executado
em colaboracdo com o professores e pesquisadores da proposta de Sitio PELD — Mata
Atlantica do Norte do Parana — que conta com Vvarios pesquisadores e professores da
UEL na equipe permanente do projeto. Assim, este projeto vem a adicionar uma nova
perspectiva ao estudo de fragmentacdo da Mata Atlantica do Norte do Parand, com o
intuito de melhor entender as possiveis consequéncias ecoldgicas e evolutivas
decorrentes da fragmentacéo na interacao entre parasita e hospedeiro. O projeto ja foi
aprovado do comité de ética no uso de animais da Universidade Estadual de Londrina
(n° 8788.2014.41)

Objetivo Especifico
Esse estudo tem como objetivo especifico responder as seguintes perguntas”

1. Existe uma diferenca na prevaléncia e riqueza de haemosporideos de aves
entre o interior e a borda do PEMG?

2. Existe uma diferenca na composicao de espécies de aves e haemosporideos
entre o interior e a borda do PEMG?

3. No caso de linhagens de haemosporideos que ocorram tanto no interior como

na borda do PEMG, havera diferengas em suas ocorréncias?

Meétodos

Area de Estudo - O estudo ocorrera no Parque Estadual Mata do Godoy (PEMG)- 23°
27°Sul e 51° 15’Oeste — que fica a 15 Km de Londrina (PR) e tem uma &rea de 656 ha.

Este Parque Estadual € uma importante unidade de conservacao do Norte do Parana



para o0 Bioma da Mata Atlantica, sendo composto por Floresta Estacional
Semidecidua.

Censo da aves - O censo das aves sera conduzida pela equipe do Laboratério de
Ornitologia e Bioacustica do Departamento de Biologia Animal e Vegetal da UEL
coordenado pelo Prof. Luiz dos Anjos como parte do projeto de monitoramento de

aves no Sitio PELD — Mata Atlantica do Norte do Parana.

Captura das aves - As aves serdo capturadas com redes de neblina durante o periodo
da manhé e serdo abertas 15 minutos antes do nascer do sol e serdo fechadas as 11:00
da manh&. As redes serdo verificadas a cada 15 minutos afim de reduzir qualquer
stress devido a captura [17]. A captura ocorrera entre Outubro de 2014 e Setembro de
2015. Como nem todos os individuos capturados estardo infectados
(aproximadamente 30% dos individuos devem estar infectados), iremos tentar
capturar até 60 individuos das espécies mais abundantes no PEMG. Estima-se que
entre 100-150 individuos serdo capturados por ano.

Medidas morfoldgicas - As seguintes medidas serdo feitas: (i) comprimento da asa;
(it) comprimento do tarso; (iii) comprimento do bico; (iv); largura do bico; (v) altura
do bico; (vi) comprimento da cauda; (vii) comprimento total; e (viii) peso. As aves
também serdo anilhadas com anilhas metalicas do CEMAVE. Os métodos de medidas

seguiram o de Ross [17].

Obtencdo de amostras sanguineas - As amostras de sangue serdo obtidas da veia
braquial/ulnar com a utilizacdo de agulhas descartaveis e capilares. O volume de
sangue a ser retirado é de 80ul. Recomenda-se que o volume maximo a ser coletado
de animais saudaveis seja de 1% do peso vivo do animal. Assim, 80ul corresponde a
0,8% do peso de um ave de 10g. Essa é uma margem segura para que se tenha
amostra de sangue suficiente para se fazer 2 esfregacos sanguineos e que ainda seja
possivel extrair DNA (aproximadamente 500 ng) para as analises moleculares. Aves
que apresentem um peso menor que 10 g, serdo retirados o equivalente a 0,5% do seu
peso. Assim, para uma ave de 8g serdo retirados um volume de 40 ul (metade de um
capilar). Nesse caso a amostra sera utilizada apenas para as analises moleculares. Os

procedimentos para coleta de amostras de sangue seguem Braga et al. [18].

Microscopia - Os esfregacgos seréo fixados com metanol 100% no campo e depois

corados com GIEMSA 1% no laboratdrio na semana seguinte. Aproximadamente



15.000 eritrécitos (100 campos visuais com uma meédia cada de 150 eritrdcitos) serdo
examinados para determinar a existéncia de infecdo por mais de uma espécie de
haemosporideo e para estimar a intensidade de infeccéo (parasitemia). Para esta
andlise, apenas laminas que apresentarem uma distribuicdo homogénea de eritrécitos,
e que estiverem em boas condicdes (condic¢des 6timas de fixacao e coloracdo), serdo
analisadas. Para as aves infectadas, os haemosporideos serdo identificados até género
(Plasmodium, Haemoproteus e Leucocytozoon) e a intensidade do parasita serd
calculada como a porcentagem de parasitas para cada 15.000 eritrocitos como

sugerido por Godfrey [19]

Procedimentos laboratoriais — As amostras de sangue serdo armazenadas em etanol
95% em tubos de 1,5 ml a -20°C no museu de zoologia da Universidade Estadual de
Londrina. Seréo utilizados os marcadores moleculares desenvolvidos por Hellgreen et
al. [20] para identificagdo e sequenciamento das linhagens de haemosporideos. O
protocolo de amplificacdo a ser utilizado para estes marcadores sera o de Lima et al.
[21]. Os procedimentos laboratoriais serdo desenvolvido na Universidade Estadual de
Londrina no ano de 2015, mas a parceria com os laboratorios ainda esta sendo

consolidada.
Resultados Esperados

Esperamos encontrar uma diferenca na prevaléncia e riqueza de linhagens de
haemosporideos de aves entre a borda e o centro do PEMG. Os dados devem
corroborar com a hip6tese do “efeito diluidor”, onde as areas com uma menor riqueza
de aves devem apresentar uma maior prevaléncia de haemosporideos. Entretanto,
devido a natureza complexa de sistemas de parasitismo que envolvem vetores, é
dificil de afirmar como sera o “turnover” de linhagens de haemosporideos para as
espécies que ocorrem tanto no centro como na borda, como nos diferentes tipos
florestais do PEMG. Mas esperamos que a composicdo das linhagens reflita a
composicdo de espécies de aves nesses diferentes locais do PEMG. Por exemplo,
esperamos encontrar linhagens mais generalistas (que infectam mais de uma espécie
de ave) no centro do PEMG que deve apresentar uma maior riqueza de aves.
Esperamos obter com o fim deste projeto um melhor entendimento de como o
efeito de fragmentacéo interfere com o sistema parasita-hospedeiro, ao avaliar como a

composicdo destas entidades mudam entre a borda e o interior do PEMG. Além do



mais, poderemos averiguar se sera necessario desenvolver medidas mitigatorias
quanto a ocorréncia de haemosporideos para 0 PEMG que é de tremenda importancia
na conservagdo da Mata Atlantica do Norte do Parana. Esse projeto daré inicio a linha
de pesquisa do Dr. Marcos Lima (recém aprovado no concurso para professores da
UEL) junto ao programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Biologicas do departamento

de Biologia Animal e Vegetal da UEL.
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