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RESUMO

Parasitoses e viroses representam, em sua maioria, um grave problema
socioecondmico, pois acometem tanto animais criados comercialmente quanto
os selvagens, sendo que alguns podem ser zoonéticos. A perda de peso,
crescimento tardio, predisposicdo a outras doencas e morte sdo sintomas
presentes nos animais parasitados. Sabe-se, também, que as fezes sdo uma
importante via de eliminagéo de agentes virais pelos animais portadores, e que
por estarem na agua, 0S agentes patogénicos podem se propagar mais
rapidamente. O objetivo deste trabalho foi levantar a helmintofauna e particulas
virais de ras-touro criadas comercialmente. Trabalhou-se com 5 ranarios
diferentes na regido do Vale do Paraiba, Sdo Paulo, Brasil e um total de 185
animais  foram analisados. Realizou-se necropsia e exames
coproparasitoldégicos em todos os 0rgaos que poderiam estar parasitados por
helmintos e uma amostra de conteudo intestinal dos animais foi coletada para a
realizagcdo de analises a procura de agentes virais através de Microscopia
Eletronica de Transmissdo. O Unico nematdide encontrado no presente estudo
foi identificado como Longibucca catesbeianae, com prevaléncia de 1,7%,
abundéancia média de 14,16, intensidade média de 850 e amplitude de 729-
1014. Os grupos virais Coronavirus, Paramixovirus, Parvovirus e Herpesvirus
foram observados e fotografados. As alteracdes nos parametros
hematolégicos analisados ndo puderam ser evidenciadas devido a baixa
prevaléncia do parasito. Tendo em vista que a maioria dos estudos de
parasitologia em anfibios provém de animais de natureza, deve-se realizar
mais estudos nesta area a fim de conhecer melhor estes agentes patogénicos
para evitar problemas futuros em criagdes comerciais, além de ressaltar a

importancia da adocao de medidas sanitarias nas criacoes.

Palavras-chave: Helmintos; Virus; Microscopia Eletronica; Sanidade; Profilaxia



ABSTRACT

In most of cases, parasitic and viral diseases represent a serious economical
problem, since they affect domestic, cultivated and wild animals. Moreover,
some of them may be zoonotic. The loss of weight, delayed growth,
predisposition to other diseases and death are symptoms present in parasitized
animals. It's also known that faeces are the major elimination route of viral
agents by animal vectors and, when present in the water, these pathogens may
spread more rapidly. This study aimed to evaluate the occurrence of helminthes
and viral particles in bullfrogs commercially reared. A total of 185 animals were
collect from five different frog farms of Paraiba Valley and were analyzed. The
most suspected organs were submitted to necropsy examinations and
coproparasitological assay in order to detect any helminthes species. In
addition, a sample of bull-frog intestinal underwent Electronic Microscopy of
Transmission to detect viral particles. The nematode Longibucca catesbeianae
was found and identified, with a prevalence of 1.7%, a mean abundance of
14.16, a mean intensity of 850 and a range of 729-1014. Coronavirus,
Paramixovirus, Parvovirus and Herpesvirus were observed and photographed.
No alterations were detected in blood analysis because of the low prevalence of
parasites. Considering that most of the studies of amphibian parasitology use
wild animals, more efforts must be done in order to prevent future problems in
commercial farms. Furthermore, this study emphasizes the importance of
sanitary measures and confirms that Electronic Transmission Microscopy is an

efficient tool for quicky diagnosis of viral agents.
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A Organizacao das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO)
define a aquicultura como toda a criacdo de organismos aquaticos. Esta atividade
vem se desenvolvendo a cada ano, pois é mais uma alternativa de producéo de
alimentos para a crescente populacdo humana mundial. Por ser uma atividade
industrial emergente requer grandes esforgos cientificos e desenvolvimentos

tecnoldgicos para sua melhor viabilidade (TORANZO et al., 2004).

A aquicultura pode ser classificada conforme as estratégias de
desenvolvimento da atividade. Ela pode ser industrial, quando existem
empresas financiando a atividade, e na maioria das vezes o produto aquicola é
processado em plantas de beneficiamento e exportado, ou pode ser
classificada como rural, quando envolve empreendimentos pequenos
geralmente de subsisténcia da familia do aquicultor ou comércio do produto em
seu estado bruto e entre vizinhos (ARANA, 2004).

Os organismos aquaticos mais utilizados para a criacdo e producao de
alimentos sdo o0s peixes, 0s moluscos, 0s crustaceos, os anfibios e plantas
aguaticas. Para melhor desenvolvimento dos organismos aquaticos a qualidade
da agua para criacdo e cultivos destes devem ser Gtimas. Neste contexto,
existe um conjunto de fatores fisicos e quimicos a serem observados
constantemente, e respeitados para cada espécie animal ou vegetal produzida,
assim sendo, o organismo cultivado ndo sofrerA muitos danos que sé&o
eminentes a uma criacdo com altas densidades (SCORVO FILHO, 2000;
ARANA, 2004). Existem fatores biol6gicos que também podem causar danos a
viabilidade econdmica das atividades aquicolas, como as enfermidades
infecciosas causadas por virus, bactérias (TORANZO et al., 2004) e parasitos
(TAKEMOTO et al.,, 2004). Estas patologias ocorrem majoritariamente em
animais confinados, e podem desenvolver sérios processos infecciosos
comprometendo o desenvolvimento dos animais e até mesmo causar a morte
(TORANZO et al., 2004).

Independente da criacdo animal, a eficacia e lucratividade da atividade
dependem do bom gerenciamento da producdo e da adocdo de medidas

sanitarias adequadas, tanto preventivas quanto curativas. As medidas

10



sanitarias, por sua vez, dependem de fatores como conscientizacdo do
proprietario sobre a importancia da adogcédo de manejos sanitarios e, a presenca
de profissionais capacitados para orientacdo e diagnostico das enfermidades.
Com isso alguns procedimentos preventivos podem ser adotados como
quarentena, boas instalacdes, armazenamento adequado de racao entre outros
que dependem da forma de criacdo e da espécie produzida (HIPOLITO, 2004;
MARTINS, 2004).

A criacdo comercial de anfibios anuros (rds) é denominada ranicultura
(FERREIRA et al., 2002). Sapos, pererecas e ras sdao denominacgdes populares
para espécies de familias distintas de anfibios. Os sapos sdo animais de
ambiente seco, pele seca e rugosa e pernas curtas. As pererecas Sao
pequenos animais arboricolas de pernas finas e longas. Ambos ndo séo
comestiveis. Ja as ras possuem pele fina e lisa, pernas grossas e alongadas e
carne bastante apreciada (LIMA & AGOSTINHO, 1992).

A atividade zootécnica de criacdo de rés engloba a producéo de girinos
até a metamorfose e a engorda dos animais metamorfoseados (adultos). Esta
atividade permite a comercializacdo de carne, animais vivos para laboratérios e
pesquisa, couro e algumas visceras e gorduras, que sao utilizadas na
fabricacdo de cosméticos (COSTA, 1992). Alguns estudos atuais procuram
viabilizar ainda mais a producéo criando produtos e subprodutos com as carnes
e visceras de ras (LIMA et al., 1999). Devido a grande variagdo de cores de
pele que existem entre as ras-touro criadas e a incidéncia de animais albinos
(VIANA, 1993), vé-se atualmente um crescente comeércio destas rds no

mercado de animais de companhia, o chamado “pet”.

No Brasil, a ranicultura teve inicio em 1935 com a chegada de 300
casais de ras-touro, provenientes do Canada, e mantidos em um
empreendimento denominado Ranario Aurora no estado do Rio de Janeiro. Em
1939, parte destes animais foram trazidos para o estado de Sao Paulo pela
Secretaria de Agricultura e instalados no municipio de Pindamonhangaba
(VIANA, 1993; FERREIRA et al., 2002).
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A ra-touro americana Rana catesbeiana € atualmente classificada como
Lithobates catesbeianus (FROST et al., 2006). E um animal rdstico que se
adaptou muito bem as condi¢ces climaticas do Brasil melhorando bastante
seus aspectos zootécnicos como precocidade, fecundidade e prolificidade.
Estas melhoras séo bastante evidenciadas quando se observa que nos EUA
uma ra-touro esta pronta para a comercializacdo com 36 meses e no Brasil

este periodo cai para 12 a 18 meses (VIANA, 1993).

Todas as grandes concentracées de animais constituem sempre um
fator que favorece o aparecimento de doencas, com isto cria-se um ambiente
favoravel para surtos epizodticos, devido a presenca de diferentes organismos
patogénicos, que em condicdes naturais teriam expressdo minima
(PAVANELLI et al.,, 2002). Segundo HIPOLITO (2004), os parasitos, em sua
maioria, ndo levam o animal a morte, porém podem causar Sérios
comprometimentos ao seu desenvolvimento. O parasitismo engloba acdes em
que um dos membros, o parasito, depende metabolicamente de outro, o
hospedeiro, podendo ou ndo, na dependéncia de inumeros fatores, causar

danos, e estes levarem ao aparecimento da doencga parasitéaria.

Os principais helmintos de interesse socio-econémico, pela alta
prevaléncia em animais domésticos e selvagens, pertencem ao Filo
Nemathelminte, compreendendo o0s nematoides, e ao Filo Platyhelminte
formado pelos cestéideos, trematdideos e monogéneos (ALMEIDA & AYRES,
1996). A maioria dos nematéides produz danos que sdo dependentes do
namero de parasitos que acometem o animal (FAGONDE COSTA, 2005).
Desse modo, a simples presenca de alguns vermes, ndo indica que 0s
hospedeiros estejam sendo prejudicados. A acdo patolégica dos parasitos
depende do oOrgdo afetado, das lesbes perfurantes, da intensidade do

parasitismo e da contaminacao bacteriana secundaria (HIPOLITO, 2004).

Estudos abordando parasitos que acometem ras-touro criadas
comercialmente sdo de extrema importancia para demonstracdo do estado
sanitario das criacfes, diminuindo assim as perdas econdémicas que estes
agentes podem acarretar (HIPOLITO, 2004; TAKEMOTO et al., 2004).
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Os virus sdo 0s menores e mais simples microorganismos que existem,
menores até mesmo que qualquer célula existente e com estrutura muito mais
simples e estatica. Como estes agentes ndo possuem mecanismos para a
producdo de energia e sintese de proteinas, necessitando assim, das funcées
do metabolismo celular para se multiplicar (FLORES, 2007a). Fora de uma
célula viva os virus sdo apenas estruturas quimicas, 0 que 0s tornam parasitos
intracelulares obrigatorios. O genoma viral RNA ou DNA codifica apenas as
informacdes necessarias para assegurar sua multiplicacdo (MORAES &
JARAMILLO, 2007). A patogenicidade dos virus refere-se a capacidade de
producdo da doenca no hospedeiro e € diferente em cada grupo viral
associado. Contudo, as células sdo as unidades fundamentais, e por isso a

patologia difere conforme o 6rgdo acometido (FLORES, 2007b).

Virus acometendo anfibios sdo descritos ja algum tempo, principalmente
em relatos de acometimento de animais de zooldgico ou de animais silvestres
(HIPOLITO et al., 2003). O adenocarcinoma renal conhecido como Tumor de
Lucké é uma neoplasia associada ao grupo Herpesvirus e a baixas
temperaturas, descrita inicialmente em Rana pipiens na América do Norte. Em
anuros como Xenopus laevis e R. pipiens ja foi descrita a ocorréncia de
linfossarcoma associados ao grupo dos Iridovirus. Também ja se estabeleceu
associacdo, entre anfibios silvestres, que seriam reservatorios dos virus
causadores da encefalite eqtiina oeste, e da encefalite japonesa B (HIPOLITO,
2004). As fezes sao importantes vias de transmissédo de agentes virais, assim
como a agua e alimentos contaminados e o diagnostico laboratorial deve
permitir a identificacdo dos agentes no proprio material fecal (GREGORI et al.,

2004).

A relacao patoldgica envolvendo virus e rés nao é bem estabelecida, e
por isso todos os estudos na area tornam-se importante, pois 0s virus podem
permanecer latentes em animais saudaveis ou dizimar plantéis inteiros em uma

criacao animal, inviabilizando uma producéo.
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O objetivo desta dissertagcdo foi conhecer as possiveis agentes
parasitarios e virais presentes em ras-touro (Lithobates catesbeianus) criadas
comercialmente no estado de S&o Paulo, e demonstrar a situacdo sanitaria das

criacoes.

A dissertacdo esta dividida em capitulos que representam dois artigos
cientificos. O primeiro artigo intitulado “Helmintofauna de rés-touro Lithobates
catesbeianus (Anura: Amphibia) provenientes de ranarios do Estado de Séo
Paulo, Brasil“ sera enviado para o periédico Memadrias do Instituto Oswaldo
Cruz (Classificacdo A2 — CAPES), e o segundo artigo intitulado “Pesquisa de
Particulas Virais em Conteudo Intestinal de Ras-touro Lithobates catesbeianus
através da Microscopia Eletrbnica de Transmissao”, a ser enviado para o

periédico The Veterinary Journal (Classificagdo A2 — CAPES).
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CAPITULO 1



Helmintofauna de ras-touro
Helmintofauna de ras-touro Lithobates catesbeianus (Anura: Amphibia)

provenientes de ranarios do estado de S&o Paulo, Br  asil

Antonio M. Antonucci, Ricardo M. Takemoto, Fernanda M. Franca, Patricia C.
Teixeira , Claudia M. Ferreira
Instituto de Pesca do Estado de Sao Paulo. Av. Francisco Matarazzo, 455. Sao

Paulo SP. Brasil

RESUMO - Parasitoses representam, em sua maioria, um grave problema
socioeconémico, pois acometem tanto animais domésticos, os criados
comercialmente e os selvagens, sendo que alguns podem ser zoondticos. A
perda de peso, crescimento tardio, predisposi¢céo a outras doencas e morte sé&o
sintomas presentes nos animais parasitados. O objetivo deste trabalho foi
levantar a helmintofauna de rés-touro criadas comercialmente. Trabalhou-se
com 5 ranarios diferentes na regido do Vale do Paraiba, Sdo Paulo, Brasil e um
total de 185 animais foram analisados. Foi realizada necropsia e exames
coproparasitolégicos em todos os 6rgaos que poderiam estar parasitados. O
anico nematéide encontrado no presente estudo foi identificado como
Longibucca catesbeianae, com prevaléncia de 1,7%, abundancia média de
14,16, intensidade média de 850 e amplitude de 729-1014. Tendo em vista que
a maioria dos estudos de parasitologia em anfibios provém de animais de vida
livre, deve-se realizar mais estudos nesta area a fim de conhecer melhor este

parasito evitando problemas futuros em criagbes comerciais.
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Palavras- chave: Nematbide, Longibucca catesbeianae, Lithobates

catesbeianus, parasito.

ABSTRACT - In most of cases, parasites represent a serious economical
problem, since they affect domestic, cultivated and wild animals. Moreover,
some of them may be zoonotic. The loss of weight, delayed growth,
predisposition to other diseases and death are symptoms present in parasitized
animals. This study aimed to evaluate the occurrence of helminthes in bullfrogs
commercially reared. A total of 185 animals were collect from five different frog
farms of Paraiba Valley and were analyzed. The most suspected organs were
submitted to necropsy examinations and coproparasitological assay in order to
detect any helminthes species. The nematode Longibucca catesbeianae was
found and identified, with a prevalence of 1.7%, a mean abundance of 14.16, a
mean intensity of 850 and a range of 729-1014. Considering that most of the
studies of amphibian parasitology use wild animals, more efforts must be made

in order to prevent future problems in commercial farms.

Key Words: Nematode, Longibucca catesbeianae, Lithobates catesbeianus ,

parasite
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Introducéo: A ra-touro americana (Rana catesbeiana), recentemente reclassificada
como Lithobates catesbeianus (Frost et al. 2006), foi introduzida no Brasil na
década de 30, a partir de exemplares trazidos do Canada e instalados em uma
fazenda de producédo conhecida como Ranario Aurora, no Estado do Rio de
Janeiro (Ferreira et al. 2002). Até a década de 70 os tanques de criacao e
engorda de ras eram chamados tanques multiplos, onde se ofereciam diversos
tipos de alimentos tais como sobras de abatedouros para a atracdo de insetos
(moscas) e desenvolvimento de suas larvas. Porém o odor desagradavel
causou um impacto negativo sobre a producdo o que culminou com o
desenvolvimento de varios outros sistemas de criacdo e engorda. Com toda
gama de estruturas de criacao existentes, os produtores brasileiros geralmente
acrescentam detalhes ou mesclam sistemas a fim de adequarem-se as suas
realidades, dando origem aos chamados sistemas hibridos (Ferreira et al.
2002). Atualmente a ranicultura brasileira € uma alternativa de empreendimento
agroindustrial, particularmente para produtores com pouca disponibilidade
fisica por ser rentavel em pequenas areas (Dias et al. 2008).

Todas as grandes concentracdes de animais constituem sempre um
fator que favorece o aparecimento de doencas, com isto cria-se um ambiente
favoravel para surtos epizooticos, devido a presenca de diferentes organismos
patogénicos, que em condi¢des naturais teriam expressdo minima (Pavanelli et
al. 2002). Segundo Hipolito (2004), os parasitos, em sua maioria, hdo levam o
animal a morte, porém, podem causar sérios comprometimentos ao seu
desenvolvimento. O parasitismo engloba a¢cdes em que um dos membros, o

parasito, depende metabolicamente de outro, o hospedeiro, podendo ou néo,
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na dependéncia de inumeros fatores causar danos, e estes levarem ao
aparecimento da doenca parasitaria.

Muitos protozoarios e metazoarios encontrados em anfibios ndo estao
associados a doencas, a ndo ser que o hospedeiro esteja estressado ou
imunocomprometido. Os anfibios mais suscetiveis ao parasitismo sédo os recém
capturados, transportados e aqueles mantidos em mas condi¢des higiénicas e
fora da sua zona térmica Otima de atividade (Wright & Whitaker 2008).
Segundo 0s mesmos autores, 0s parasitos com ciclo de vida indireto tendem a
morrer caso o anfibio, utilizado como hospedeiro definitivo ou intermediario,
nao esteja no mesmo ambiente. Em casos de parasitos com ciclo de vida
direto, as infeccOes podem ser intensificadas em ambientes fechados.

Os principais helmintos de interesse socio-econémico, pela alta
prevaléncia em  animais domésticos e selvagens, pertencem ao Filo
Nemathelminte, compreendendo os nematoides, e ao Filo Platyhelminte
formado pelos cestdideos, trematdideos e monogéneos (Almeida & Ayres
1996). Segundo Fagonde Costa (2005) a maioria dos nematodides produz
danos que sao dependentes do numero de parasitos que acometem o animal.
Desse modo, a simples presenca de alguns vermes, nado indica que 0s
hospedeiros estejam sendo prejudicados. A acdo patolégica dos parasitos
depende do o6rgdo afetado, das lesbes perfurantes, da intensidade do
parasitismo e da contaminacao bacteriana secundaria (Hipolito 2004).

O conhecimento das doencas parasitarias que acometem os anfibios de
cativeiro encontra-se em fase inicial de estudos. Na literatura especializada os
artigos se resumem principalmente a citagdes de casos e levantamentos sobre

a prevaléncia de parasitos havendo poucos estudos sobre a relagdo parasito-
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hospedeiro. No Brasil, foram citadas as ocorréncias de infestacdes por
crustaceos (Lernaea cyprinacea), insetos (miiase causada por larva de mosca
Notochaeta sp), e infec¢cdes por acantocéfalos e nematéides como o
Longibucca catesbeianae, relatadas por Hipolito (2004) em uma revisédo sobre
0 assunto. Ja a literatura internacional cita raros casos de infestacdo por
nematdides, tais como o Eustrongylides sp, que é considerado um parasito
zoonotico, encontrado encistado em musculo de ras-touro cultivadas no lago
Cuitzeo, México (Lezama & Sarabia 2001).

O objetivo do presente estudo foi conhecer as possiveis parasitoses
sofridas por rés criadas comercialmente no Estado de Sao Paulo, e demonstrar

a situacao sanitaria das criagoes.

Material e Métodos: O levantamento da helmintofauna foi realizado em cinco
ranarios de municipios distintos na regido do Vale do Paraiba, Sdo Paulo,
Brasil (Figura 1). Estes ranarios foram denominados A, B, C, D e E; e esta
regido foi escolhida por apresentar o maior niumero de ranarios ativos no

Estado.
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Figura 1: Mapa destacando o vale do Paraiba no Estado de S&o Paulo

Foram coletadas 36 ras-touro (Lithobates catesbeianus) aparentemente
saudaveis de cada propriedade, perfazendo um total de 180 individuos, entre
0s meses de Marco e Junho de 2008. Os animais pés-metamorfoseados foram
coletados de forma aleatdria, e redistribuidos em 3 grupos contendo 12 animais
cada, conforme sua fase de desenvolvimento dentro do setor de engorda dos
ranarios.

Também foram coletadas 5 ras-touro de vida livre (invasoras), nas
dependéncias do ranario B (acude), que permaneciam neste local sem nenhum
manejo zootécnico, controle sanitario ou alimentar.

As ras foram levadas ao Laboratério de Patologia de Organismos
Aquaticos do Instituto de Pesca em Sao Paulo, onde foram acondicionadas em

caixas de biotério adaptadas para ra-touro (Bueno-Guimardes 1999)
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permanecendo no local por no maximo 4 dias. Diariamente foi realizada a troca
de agua e alimentacdo forcada dos animais com racdo extrusada contendo
40% proteina bruta.

Antes do sacrificio, os animais foram anestesiados por hipotermia e
inspecionados para detectar alguma lesdo ou parasito. Posteriormente foram
insensibilizados e sacrificados através de seccao medular e sangria na altura
do Atlas na regido cervical, segundo metodologia descrita pela Cornel
University (2005).

A necropsia foi realizada em animais a fresco sob microscépio
estereoscopico, através de incisdo com tesoura a partir da cloaca, expondo
toda a cavidade celomatica e suas visceras. Todos os 6érgdos passiveis de
serem parasitados foram retirados e observados separadamente em placas de
petri. Observou-se também a cavidade oral e lingua.

O conteudo gastrico e intestinal foi separado para melhor analise e uma
parcela deste, presente no terco final do intestino foi destinada ao exame
coproparasitolégico. Este exame seguiu 0 método de RITCHIE para pesquisa
de ovos de helmintos e possiveis protozoarios (Figueira de Mello 1973). Trata-
se de um método de centrifugo-sedimentacdo que consiste em dissolver as
fezes em 10 mL de agua, filtrar em gaze dobrada em quatro, depositando o
material em um tubo cénico, centrifuga-lo a 698,6 x g por 2 minutos, desprezar
0 sobrenadante e ressuspender novamente em 10 mL de agua. Este
procedimento foi repetido até que o sobrenadante se apresentasse claro. Em
seguida adicionou-se 2 mL de éter e centrifugou-se por mais 2 minutos.
Desprezou-se 0 sobrenadante e examinou-se o depdsito ao microscépio de luz

adicionando uma gota de solucao de lugol.
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Adicionalmente, utilizou-se também, outro método de pesquisa de ovos
de helmintos com densidades consideradas leves, usando-se solugcédo saturada
de sacarose (densidade=1,203) ao invés de agua. Neste método de centrifugo-
flutuacéo, semelhante ao de RICHIE néo se fez uso de éter (Figueira de Mello
1973).

A mucosa gastrica e a por¢cao anterior do intestino foram raspadas com
auxilio de uma espatula, e colocadas em lamina de vidro com laminula para
deteccado de parasitos sob microscopia de luz (Souza Junior et al. 1993).

Os helmintos encontrados foram coletados e fixados em formol 4%
aguecido a aproximadamente 65°C segundo Eiras et al. (2006), e levados ao
Laboratério de Ictioparasitologia do NUPELIA (Nucleo de Pesquisa em
Limnologia, Ictiologia e Aquicultura) na UEM (Universidade Estadual de
Maringd) para identificacdo. Os helmintos foram desidratados em série
alcodlica, clarificados com creosoto de faia e a lamina montada com Balsamo
do Canada. A identificacdo dos espécimes de parasitos foi realizada em
microscopio Otico utilizando aumento de 1000x e comparacdo com as figuras
apresentadas em bibliografia (Souza Junior et al. 1993).

A contagem dos parasitos foi realizada usando-se a camara de
McMaster utilizada em laboratoérios clinicos para quantificacdo de ovos de
helmintos (Nascimento et al. 2009). Sabendo-se que cada campo de leitura da
camara armazena o volume de 0,15mL e que a camara possui dois campos, a
contagem estimada dos helmintos encontrados pdde ser realizada. Foi feito
uma homogeneizac¢do do liquido contendo os parasitos, e em seguida foram
feitas trés leituras diferentes do mesmo hospedeiro, somando-se 0s parasitos

contados e o volume da camara. O total de formol com helmintos foi
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mensurado através de uma proveta. Com este total, foi feita uma regra de trés
simples, utilizando-se o volume total de formol onde se encontravam o0s
helmintos fixados e assim, estimou-se o total de parasitos. Os célculos de
amplitude, incidéncia, prevaléncia e abundancia parasitarias seguiram 0
proposto por Bush et al. (1997).

De forma a complementar as informacfes do presente estudo foram
avaliados os empreendimentos de ranicultura por meio de visitas técnicas e
entrevistas aos ranicultores para avaliacdo das condi¢cdes higiénicas e
sanitarias, manejos preventivo e curativo adotados, manejos zootécnicos,
captacdo e origem de agua, lancamento e tratamento dos efluentes,
deformacbes observadas, mortalidade, e destino de carcacas. O objetivo
principal foi identificar os fatores de risco sanitario associados a atividade de

criacao de ras na regiao de estudo.

Resultados: Dentre os cinco ranarios analisados apenas dois apresentaram
animais parasitados, e mesmo assim ndo foram todos os individuos que
estavam infectados (baixa prevaléncia). Apenas uma ra do ranario D e duas ras
do ranario E apresentaram infeccdo por Longibucca catesbeianae no
estbmago, indicando uma prevaléncia de 1,66%, abundancia média de 14,16%,
intensidade média de 850 parasitos e uma amplitude de 729 a 1014 parasitos,

para todos os animais de cativeiro estudados (Tabela 1).
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Tabela 1. Prevaléncia, Abundancia Média, Intensidade Média e Amplitude
parasitaria em Lithobates catesbeianus provenientes de ranarios do Vale do

Paraiba no estado de Sao Paulo (n=185)

Ranario Prevaléncia  Abundancia Intensidade Amplitude
média média

A 0 0 0 0

B 0 0 0 0

C 0 0 0 0

D 2,77% 20,25 729,00 729

E 5,55% 50,58 910,50 807 - 1014
Invasoras 80,00% 1015,60 1269,50 700 - 1870

Total 1,66% 14,16 850,00 729 -1014

Cativeiro

O animal parasitado do ranario D tinha peso de 357,1 g sendo o maior
do grupo, e segundo relatos na propriedade era um animal de um lote j& antigo,
com idade e peso superiores aos hormais para o abate. J& no ranario E as ras
parasitadas pesavam 201,4 g e 167,7 g (Tabela 2), sendo a primeira a maior do
grupo e a segunda com peso intermediario, ambas dentro no peso e idade

normais para o setor de engorda de um ranério comercial (Ferreira et al. 2002).
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Tabela 2. Peso e numero de parasitos (Longibucca catesbeianae) nos ranarios

monitorados (D e E), e nos animais invasores estimado através da camara de

McMaster
Animais - Procedéncia Numero estimado de
parasitos

Animal 357,1g - Ranario D 729

Animal 201,49 - Ranario E 807

Animal 167,2g - Ranario E 1014

Animal 356,09 - Invasor 1398

Animal 210,19 - Invasor 700

Animal 254,9 g - Invasor 1870

Animal 315,0 g - Invasor 1110

Os 3 animais parasitados apresentavam vermes apenas no estémago
aderidos a mucosa gastrica. As demais viceras e cavidades ndo apresentaram
nenhuma lesdo ou estrutura sugestiva de parasitos ou lesdes ocasionadas por
fixacdo ou migragdo dos mesmos, 0 que nos indica que 0S mMesmos
encontravam-se e dentro das condi¢ges zootécnicas consideradas apropriadas
(Fontanello et al. 1993). O Unico helminto encontrado foi o nematdide
Longibucca catesbeianae (Figura 2) descrito por Souza Junior et al. (1993),
sendo um nematéide de dimensdes reduzidas e que geralmente localiza-se na
mucosa gastrica, mas podendo também ser encontrado na mucosa intestinal,

medindo entre 520 a 707 pum.
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Figura 2 Nematoide Longibucca catesbeianae encontrado em mucosa gastrica

de ra-touro. Aumento 400x

A Tabela 2 representa o numero estimado destes parasitas realizado
através da camara de McMaster para cada hospedeiro. Campos et al. (2007)
apud Tavares-Dias et al. (2001) ndo encontraram diferencas significativas entre
a contagem do numero total de parasitos e a contagem realizada através de
camara de McMaster evidenciando a eficiéncia desta técnica.

Os métodos coproparasitologicos utilizados nédo evidenciaram ovos de
helmintos ou cistos de protozoarios nas fezes analisadas. Técnicas para
identificacdo de parasitos ovos e cistos em animais vivos precisam ser
padronizadas e validadas para organismos aquaticos, evitando o sacrificio de

animais e facilitando a coleta de material.
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Discussdo: O fato de animais maiores estarem mais parasitados pode ter
ocorrido devido a um efeito cumulativo, pois os estes séo, teoricamente, 0s
animais mais velhos e consequentemente tiveram mais oportunidades para
adquirirem parasitos.

Measures (1994) diz que o género Longibucca foi descrito na década de
30 em quatro espécies de morcegos na América do Norte. O mesmo artigo
propbe que duas das espécies do nematdide: Longibucca eptesica e
Longibucca lasiura sejam sinbnimos. O género Longibucca também ja foi
descrito em serpentes sul-americanas como as Mucguranas: Pseudoboa cloelia
e Clelia clelia, segundo Souza Junior et al. (1993). A presenca de Longibucca
catesbeianae causa lesdes gastricas e intestinais, hemorragias e apatia dos
hospedeiros (Hipolito 2004), porém isto néo foi observado no presente trabalho.

Os animais invasores sao significativamente mais parasitados que o0s
animais dos ranarios D e E, o que pode ser explicado pela ado¢cdo de manejos
alimentares, zootécnicos e sanitarios adequados (Fontanello et al. 1993), ou
também porque no ambiente natural ha uma maior possibilidades de se fechar
o ciclo do parasito.

Poucos trabalhos no Brasil descrevem parasitos de ra-touro, Lithobates
catesbeianus, criadas comercialmente. Um destes trabalhos € a redescricao do
nematodide Gyrinicola chabaudi coletado no trato gastrintestinal de girinos
provenientes de criatério (Souza Junior & Martins 1996). Outro estudo foi
realizado no México sobre lesdes de musculo esquelético de ras-touro criadas
comercialmente no lago Cuitzeo, e relata a presenca do nematdide zoonotico
Eustrongylides sp, cuja larva pode além de lesionar, se encistar (Lezama &

Sarabia 2001). Estes ultimos autores corroboram o objetivo do presente
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trabalho sobre a realizacdo de estudos sobre parasitos de ras de importancia
comercial, principalmente destinada ao consumo humano, pois estas podem
abrigar parasitos zoonoticos como 0s acima citados.

A grande maioria dos relatos de parasitos de anfibios sdo realizados
com animais de vida livre, coletados em reservas ecologicas, parques e demais
localidades (McAlpine & Burt 1998 e Bursey & Willian 1998). Os anfibios
invasores de ranarios, sempre foram capturados e analisados junto as ras-
touro de cativeiro para observacdo dos parasitos existentes (Souza Junior &
Martins 1996 e Souza Junior et al. 1993).

McAlpine & Burt (1998) realizando um estudo de campo em New
Brusnswick, Canada, coletaram Rana catesbeiana, Rana clamitans e Rana
pipiens, e observaram 4 espécies de cestoides, 14 de digenéticos, 5 de
nematoides e 2 de acantocéfalos. Trabalho semelhante foi realizado por Brusey
& Willian (1998) em Ohio, EUA, descrevendo em ras-touro o digenético
Haematoloechus longiplexus e o nematdide Rabdias ranae em pulméo, o
cestdide Opbiotaenia graciis em intestino delgado, o nematoda
Cosmocercoides variabilis em intestino grosso, larvas de nematoide
Physaloptera sp no estdbmago e o nematoda Gyrinicola batrachiensis em
intestino de girinos de ra-touro.

Pryor & Bjorndal (2005) eclodiram ovos de ras-touro em laboratorio para
posteriores estudos dos efeitos do nematéide Gyrinicola batrachiensis no
desenvolvimento dos girinos apoés infestacdo experimental, concluindo que a
relacdo entre estes animais € de mutualismo jA que o desenvolvimento
intestinal e a fermentagcdo sao favorecidos quando existe presenca de

nematoides.
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Em um levantamento parasitario de ras-touro livres na natureza,
Marcogliese et al. (2000) descreveram a ocorréncia do digenéticos do género
Diplostomum sp em girinos de ra-touro habitantes do Rio St. Lawrence, na
regido de Quebec, Canada. Também foram realizados estudos sobre variacéo
intraespecifica do digenético Haematoloechus floedae, coletado em pulméo de
anfibios de vida livre do género Rana nas Américas do norte e central (Le6n-
Regagnon et al. 2005). Yildirimhan et al. (2006) cita o acometimento da
vesicula urinaria de Rana macrocnemis por monogéneos Polystoma
macrocnemis, assim como descreve a presenca de digenéticos, acantocéfalos
e nematoides nestas ras. Todos estes estudos nos mostram que ras-touro séo
passiveis de infestacdo por helmintos, mas principalmente quando em vida
livre, pois pode se inferir que nestes locais ocorra o fechamento do ciclo dos
parasitos.

Caracteristicas biolégicas e ecoldgicas distintas entre os hospedeiros
geram diferencas na exposicao e nas taxas de infeccéo/infestacdo e nos graus
de compatibilidade e susceptibilidade pos-infeccdo (Guidelli et al. 2006). Na
maioria dos casos, 0 hospedeiro possui mecanismos genéticos e imunologicos
contra helmintos, jA que grande parte dos processos imunoldgicos estdo sob
controle genético. Os anticorpos agem principalmente nos helmintos
localizados na mucosa do trato digestério. Com a evolugéo das relagdes entre
parasito e hospedeiro, os helmintos desenvolveram mecanismos de escape do
sistema imunoldgico, 0s quais sao essenciais para sua sobrevivéncia e
multiplicacédo. (Araujo & Madruga 2001).

O organismo animal possui diversos mecanismos imunolégicos contra

0S agentes patogénicos, infecciosos e parasitarios. Barreiras naturais de
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protecdo, como a pele, as secrecdes e diversas substancias biologicamente
ativas devem ser superadas por estes agentes. Os helmintos podem enfrentar
todas essas barreiras. Com isto, a evolucao da relacdo parasito-hospedeiro, fez
com que o primeiro desenvolvesse fendbmenos de escape ao sistema
imunologico (Soares 2001).

Hipolito (2004) relata que em questionario aplicado a produtores, a
maioria afirma adotar medidas preventivas. No questionario feito aos
produtores, estes afirmaram adotar medidas como controle de invasores e
higienizacdo diaria das baias. Porém, o uso de medicamentos como medida
preventiva, foi relatado e observado, como uso inadequado em 3 dos ranarios
visitados. Em 2 das propriedades nédo se observou controle da qualidade da
agua, ja que a mesma atravessa outros locais antes de chegar a criacdo. Em
todos os ranarios, animais domésticos tém acesso ao galpdo de engorda das
ras-touro e também nao existe local de higienizacdo de sapatos e roupas dos
funcionarios. Apenas em uma fazenda foi encontrada lagoa de decantacdo
para a os efluentes, antes de este ser desprezado em um curso d’agua.

Estudos devem ser realizados para esclarecimento do ciclo de vida do
Longibucca catesbeianae, ja que os animais invasores e sem nenhum controle
sanitario e alimentar estavam muito mais parasitados. A relacdo
parasito/hospedeiro também deve ser melhor elucidada, pois se pode supor
que, as ras-touro, por serem exoéticas, sdo resistentes a grande parte dos
parasitos existentes, como ocorre com outros animais introduzidos e criados no

Brasil.
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Conclusédo: Mesmo que as medidas preventivas e profilaticas ndo tenham sido
as ideais para a biosseguridade nos ranarios avaliados, estas se mostraram
eficazes, uma vez que houve baixa incidéncia de infec¢cdes por helmintos e
demais parasitos, pois se observou apenas uma espécie de nematoide

infectando as rés-touro, € mesmo assim, com baixa prevaléncia.
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Resumo: Sabendo-se que as fezes sdo uma importante vilndeagdo de agentes
virais pelos animais portadores e que por estarandagua, 0S agentes patogénicos
podem se propagar mais rapidamente, objetivou-sesquisa de virus em conteudo
intestinal de ras-tourd.(thobates catesbeianus) de cinco ranarios comerciais na regiao
do Vale do Paraiba, no Estado de Sdo Paulo pelecééde Microscopia Eletronica de
Transmissdo. Os grupos virais Coronavirus, Pararirix® Parvovirus e Herpesvirus
foram observados e fotografados. Este trabalhsaltesa importancia da adocéao de
medidas sanitarias nas criacdes além da confirmdg@ue a observacao de fezes pela
Microscopia Eletrbnica de Transmissdo é uma efieiderramenta de diagnostico
rapido para agentes virais.

Palavras-chave:  Virus, Anfibios, Herpesvirus, Coronavirus, Paramixus,

Parvovirus, Ras-touro

Abstract : It's well-known that feces are the major eliminati@ute of viral agents by
animal vectors and, when they are thrown to theewvdhese pathogens may spread
more rapidly. Therefore, this study aimed to sedoctviruses in the intestinal contents
of bullfrogs Lithobates catesbeianus proceeding from five farms located in Vale do
Paraiba region, Sdo Paulo State, Brazil. The Hiardransmission Microscopy
technique was applied to detect the viruses. Certorg Paramixovirus, Parvovirus and
Herpesvirus were observed and photographed. Tinly mphasizes the importance of
sanitary measures on farms and confirms that BleictiTransmission Microscopy is an
efficient tool for rapid diagnosis of viral agents.

Key Words: Virus, Amphibian, Herpesvirus, Coronavirus, Paraswirus, Parvovirus,

Bullfrog
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Introducdo: Virus acometendo anfibios sdo descritos ja ha algiempo,
principalmente em relatos de acometimento de asirdai zoolégico ou de animais
silvestres (Hipolito et al., 2003). O adenocarciaoranal conhecido como Tumor de
Lucké é uma neoplasia associada ao grupo Herpssyaibaixas temperaturas, descrita
inicialmente emRana pipiens na Ameérica do Norte (McKinnel, 1973 e Williamsadt
1996). Em anuros com¥enopus laevis e R. pipiens ja foi descrita a ocorréncia de
linfossarcoma associado ao grupo dos Iridovirusmbéan ja se estabeleceram
associacdes entre anfibios silvestres, que segaarvatorios dos virus causadores das

encefalites eqliina oeste e japonesa B (Hipolitd3R0

Na ranicultura atual existe uma alta incidénciacdsos de mortalidade de
animais sem um completo esclarecimento da caws#re alguns se detectou particulas
virais semelhantes ao grupo dos Iridovirus em ftigadestes animais provenientes de
ranario no Estado de Sao Paulo (Hipolito et al0320A edemaciacéo de girinos de ra-
touro também ja foi associada a um grupo de viresoxribopoliédricos
citoplasmaticos, os TEV *“tadpole edema virus” @fitp, 2003). Este mesmo autor
descreve a presenca de particulas semelhantes@m lgrpesvirus em lesdes hepéaticas
de rds mortas por problemas de intoxicacdo, e tamdr@ nddulos na musculatura
esquelética. Virus do grupo Togavirus foi obsen@amadiquido de ras-touro com ascite
e do grupo Paramixovirus foi descrito em figado gienos mortos por causa

desconhecida (Hipolito, 2003).

O Ranavirus é um agente viral pertencente ao gdgsolridovirus e que
acomete mais especificamente os anfibios. Atuanentoenca causada por este virus
€ notificavel para a Organizacdo Mundial de Sa&nienal (OIE) devido a sua rapida

propagacdo e alta letalidade. O diagnostico dedtes pode ser feito através de
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imunodiagnosticos e outros sistemas de biologieeoautdr (Zupanovic et al., 1998).
GALLI et al. (2006) relataram a ocorréncia de Ranes/em criacbes comerciais de ras

no Uruguai e Brasil.

Atualmente as pesquisas de agentes virais estdo sealizadas ndo apenas por
PCR, mas também por técnicas de microscopia eler@por anti-corpos através do

método de ELISA (Zupanovic et al., 1998)

Sabe-se que as fezes sdo importante via de traa@nide agentes virais, assim
como a agua e alimentos contaminados (Gregori,2@04), o diagndéstico laboratorial
deve permitir a identificacdo dos agentes no poomterial fecal (Jerez et al., 2002). O
confinamento de um grande numero de animais askpeia desconhecimento e nao
adocao de procedimentos basicos de limpeza, podesn graves problemas e perda de

animais, inviabilizando o empreendimento de crigééipolito et al., 2002).

Material e Métodos: O presente estudo foi realizado em cinco ranamosdnicipios
distintos na regido do Vale do Paraiba, Sdo PdBtasil. Estes ranarios foram
denominados A, B, C, D e E; e esta regido foi ésdalpor apresentar o maior nimero
de ranarios ativos no Estado de Sao Paulo, cotaddtde 500 670m, latitude de 22°32’
a 23°47’e longitude de 44°46’ a 45°41’

Foram coletadas 09 ras-toutothiobates catesbeianus) aparentemente saudaveis
de cada propriedade perfazendo um total de 45ithubig, entre os meses de marco e
junho de 2008. Os animais pos-metamorfoseados footetados de forma aleatéria em

cada propriedade.
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As ras foram levadas ao Laboratério de Patologi®dmnismos Aquaticos do
Instituto de Pesca em Sao Paulo, onde foram adonddas em caixas de biotério
adaptadas para ra-touro (Bueno-Guimardes, 1999hamexcendo no local por no
maximo 4 dias. Diariamente foi realizada a trocaadea e alimentacdo forcada dos
animais com racéo extrusada contendo 40% de padbeina.

Pela dificuldade da coleta de fezes dos animai®syiwdevido a possivel
lixiviacdo das mesmas pela agua, contaminacao quiias e outras substancias do
proprio animal realizou-se a dissecacao diretantksiino grosso (Mourifio e Stéfani,

2006).

Antes do sacrificio humanitario os animais foranesa@siados por hipotermia,
inspecionados para detectar alguma lesdo e, pwostente insensibilizados e
sacrificados através de seccdo medular e sangratuma@ do osso atlas, na regido
cervical (Cornel University, 2005).

A necropsia foi realizada sob microscopio ester@uso através de incisdo com
tesoura a partir da cloaca, expondo toda a cavidaltenatica e suas visceras. Os
intestinos foram separados e dissecados com adkiliesoura. O conteudo do intestino
grosso foi retirado com espatula e colocado em amnibbs de polipropileno
devidamente identificados. A cada ra necropsiadéeita a assepsia da bancada e do
material utilizados com alcool 70% para minimizarisco de contaminagdo entre as
amostras.

Apds a coleta as amostras fecais foram imediataesfriadas a°® por no
maximo 24 horas, até de serem levadas ao LabaraiériMicroscopia Eletronica do

Instituto Biologico de S&o Paulo para serem pramsse analisadas.
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Foram coletados com auxilio de tesoura, fragmerdes intestinos que
apresentavam lesdes semelhantes macroscopicamemetedates para a mesma
finalidade de observacéo de particulas virais @&sdas a estes orgaos.

As amostras foram processadas para observacaati®ilpa virais através da
técnica de constrastacdo negativa por microscogigdeica de transmissdo. Neste tipo
de procedimento as amostras sdo suspensas em tdogfatm 0,1M e pH 7,0,
colocadas em grades metalicas cobertas com filno®lddio e carbono, drenadas com
papel filme, contrastadas negativamente com mdlibda aménio a 2%, pH 5,0 e
observadas em microscopio eletrénico de transmiBbéipps EM 208 (Catroxo et al.,
1998).

A fim de ampliar a pesquisa de particulas viraiscemtetdo intestinal de ras-
touro, foram coletadas 2 ras invasoras que forafisaglas da mesma forma. Estes dois
animais eram também ras-touro, que fugiram do i@&estavam vivendo livres na

natureza sem nenhum tipo de manejo zootécnicdasang alimentar.

Resultados:Foram positivas para presenca viral 42 das 45 @aso®1,3%) sendo que
duas rés negativas para virus pertenciam ao raAdgama ao ranario B. Os grupos
virais encontrados nas amostras de contetdo maéstiram Paramixovirus em 40 dos
animais, Coronavirus em 11, Herpesvirus em 7 eoRfus em 1. A Tabela 1 indica a

prevaléncia dos grupos virais encontrados.
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Trés animais que apresentavam Paramixovirus (Fijun@ conteudo intestinal
apresentavam também lesGes intestinais semelhantesterite. Na andlise destes
fragmentos foi observada a presenca de particula@ss vsemelhantes ao grupo
Paramixovirus e ao Herpesvirus. O Ranéario E api@seh animais com lesdes
intestinais, sendo que em apenas um dos animaiolservado a presenca de
Herpesvirus (Figura 2) e em outro a presenca den@wirus (Figura 3), associados a

presenca de Paramixovirus.

Um dos animais invasores apresentou no conteudestimal apenas
Paramixovirus e no fragmento de lesdo intestinal gogpos Paramixovirus e
Herpesvirus. O segundo animal apresentou 0os gRgr@snixovirus e Herpesvirus tanto

no conteddo intestinal, quanto na lesdo coletadbd[a 2).

Discussao:A sobrevivéncia de um virus depende da sua capbecdia infeccao
de novos hospedeiros. A eliminagcédo viral do organisanimal ocorre pela saliva,
secrecdo nasal, urina sémen e fezes (Kreutz, 2@0lipexisténcia de processos
terapéuticos ou imunizacéo para as viroses confageenorme importancia as medidas
profilaticas, fazendo dos virus um dos agentesggaioos mais importantes entre os
organismos aquaticos (Pavanelli et al., 2002).mAlde ser uma das fontes de
eliminacdo de agentes virais pelo hospedeiro,ijgdostatado que virus entéricos sao
frequentemente associados a contaminacgao de atisygmbvavelmente devido ao erro

de manipulacéo (Schmid et. al., 1977).
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Em anfibios, as neoplasias de pele sédo largameastebdidas, e ja foram
descritas no Brasil, como a ocorréncia de papilonesms ras-touro criadas
comercialmente, mas nao foi estabelecido uma egiemlooncreta, podendo ser viral

(Souza et al., 1985).

Os Paramixovirus estdo amplamente distribuidose ediversas espécies
animais, como bovinos, suinos, equlinos, aves (Katet al., 1998) e anfibios
(Hipolito, 2003). e por Hipolito et al. (2002) oaservacdo do mesmo grupo viral em
fezes de escargots da espédatix aspersa. S&o particulas pleomoérficas medindo entre

150 e 200nm de diametro e com envelope recobertegpiculas.

Estas particulas virais foram também observadadigado de girinos de ra-
touro mortos por causa desconhecida (Hipolito et 2003). Este grupo viral é muito
conhecido principalmente por causar sérias doespadiversas espécies animais, como
a grave sindrome entérica e respiratoria que aeomets domésticas e selvagens

chamada doenca de Newcastle (Oliveira Junior e28I05).

Os Coronavirus sao bastante difundidos entre os ifex@® por estarem
envolvidos com enterites e diarréias, que sao dermias sindromes de grande
complexidade etiologica (Gregori et al., 2000),ue gdo uma das principais causas de
morbi-mortalidade nas criacfes animais. Nas rascoéeeguimos definir diarréia, mas
identificamos conteudos intestinais mais aquososbBvinos eles estdo envolvidos na
etiologia de enterites severas com presenca detidis(Brandao et al., 2007). Através
da microscopia eletrbnica de transmissao, tambése jdetectou Coronavirus como
agente de enterites e diarréias em suinos (Cappellal., 1998). Os Coronavirus sao
RNA virus de cadeia simples, pleomorficos, arreddiod ou alongados com envoltério

em forma de clava e por isso apresenta um aspectcoa solar, medindo, em
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média,140nm de diametro e tamanho do virion de Z60anm (Catroxo et al., 1998),
estes virus também séo associados a diarréiasesysidwestres (Catroxo et al., 1998),
sindromes respiratérias e problemas reprodutivos\es industriais (Villarreal et al.,

2007).

Alguns animais podem ser portadores assintomatimsviroses e quando
expostos a uma queda de imunidade, pode se desanaad processo viral, mesmo
que a presenca viral ndo possa ser relacionadaacoausamortis do animal, ndo se
sabe se a quantidade de particulas virais endasti@ntribuem ou ndo para a piora do

quadro (Catroxo et al., 2003).

O grupo viral Herpes é um dos mais conhecidos edadbs por estar
amplamente distribuido nas populacdes de animgisatiicdo e na populacdo humana.
Estudos genéticos atribuem a co-evolucao destegiogl com seus hospedeiros onde
ocorrem infeccbes latentes, sem serem em geratdseraves com alta mortalidade,

favorecendo assim, a disseminagdo dos Herpes¥rasgo e Roehe, 2007).

Contudo, subfamilias de Herpesvirus sdo consideraga dos principais
patdgenos em bovinos, caprinos e ovinos, por pegudseriamente, a reproducao
destes animais gerando prejuizos econémicos a neeciaas et al., 2008).Também
em bovinos os Herpesvirus estdo associados a @@ecgeuroldégicas como as
meningoencefalite e a problemas respiratérios gtakssim sendo, varios trabalhos ja
estdo sendo desenvolvidos para estudo desta patobogpossiveis tratamentos e
imunizacdo dos animais de producdo para combatteageupo viral (Flores et al.,

2009).
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Herpesvirus sdo DNA virus encontrados em variasnghse ja bastante
conhecidas como Aujesky em suinos (Pongillupi et &007) e que sdo facilmente
identificados em culturas celulares devido aos sfa#os citopaticos (Flores et al.
2009). Estudos genéticos avancados e identificpgd®RC (Pongillupi et al., 2007),

além da pesquisa sorologica para os Herpesvirdstamsao bastante difundidos.

Em anfibios selvagens o grupo Herpesvirus é o (ig® grupos observados,
que esta associado a um processo patologico dettmicomo o tumor de Lucké
(Williams et al., 1996). Em ras-touro criadas carir@@mente Hipolito et al. (2003)
identificaram particulas de Herpesvirus em figaelbquido ascitico de animais mortos,

provenientes de ranarios de Sao Paulo.

Parvovirus € um grupo viral muito difundido entreénaais domésticos como 0s
caes, causando gastrenterites severas, princip@rasnfilnotes, com desenvolvimento
de um quadro clinico bastante caracteristico (&teotn et al., 2008). Estes DNA virus
podem ser identificados através de sorologias d@ie largamente utilizadas para
diagnostico destes agentes (Dezengrini et al., )2B0Hemaglutinagdo e PCR séo
utilizados em diagnéstico diferencial, pois esti@dgdo tem um carater endémico nas

populacdes de possiveis hospedeiros (Strottmaain 2008).

Conforme Flores (2007) os grupos virais acometenitositanimais, ndo soé
domésticos como selvagens, tanto endotérmicos ta@eatotérmicos (Franco e Roehe,
2007), por isso, o emprego dos principios de bgpssgade sdo a melhor solucdo em
criagdo animal para se evitar problemas sanitaiograves impactos econémicos
(Bordin et al., 2005). A adocédo destes conceitodrsdiscutivelmente indispensaveis, ja
gue 0s grupos virais estdo presentes na maioriardogis. Neste sentido, a adocao da

biosseguridade é indiscutivelmente indispensavaligaens procedimentos envolvendo
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conceitos de HACCP (Analise de Perigos e Pontasc@side Controle) e BPM (Boas
Praticas de Manejo) podem ser sugeridos para naglllodesempenho produtivo das

criacdes comerciais de ras.

Concluséo: A utilizacdo da técnica de contratacdo negativareanoscopia eletrénica
de transmissdo para deteccdo de particulas vimie der amplamente difundida e

utilizada para diagnéstico rapido de infeccoesgstes agentes.
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Tabelas:

Tabela 1: Namero de animaid_{thobates catesbeianus) e prevaléncia de cada grupo

viral encontrado

Grupo Viral Numero de animais Prevaléncia (%)
Paramixovirus 40 87
Coronavirus 11 24
Herpesvirus 7 15
Parvovirus 1 2

Tabela 2: Grupos virais presentes nos fragmentos de lesa&stimhl semelhantes

macroscopicamente a enterites, em cada animasadalcontendo estas lesdes

Grupo Animal Animal Grupo Viral
Ranario B 1 Paramixovirus e Herpesvirus
Ranario B 5 Paramixovirus e Herpesvirus
Ranario B 6 Paramixovirus e Herpesvirus
Ranario E 2 Paramixovirus e Coronavirus
Ranario E 3 Paramixovirus
Ranéario E 4 Paramixovirus e Herpesvirus
Ranario E 5 Paramixovirus
Ranario E 8 Paramixovirus
Invasor 1 Paramixovirus e Herpesvirus
Invasor 2 Paramixovirus e Herpesvirus
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Legenda das Figuras:

Figura 1 — Fotomicrografia obtida através de Micopsa Eletrdnica de Transmissdo de
Paramixovirus em conteddo intestinal de ra-tourithdbates catesbeianus). Barra

representa 180 nm.

Figura 2 - Fotomicrografia obtida através de Micogsa Eletrénica de Transmissao de
Herpervirus em conteddo intestinal de ra-toukethPbates catesbeianus). Barra

representa 150 nm.

Figura 3 - Fotomicrografia obtida através de Micogsa Eletrénica de Transmissao de
Coronavirus em conteudo intestinal de ra-toukgthgbates catesbeianus). Barra

representa 130 nm.

Figuras:

Figura 1
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Figura 3
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CONSIDERACOES
FINAIS



Através da pesquisa da hemintofauna de ras-touro foi encontrada
apenas uma espeécie de nematodide, o Longibucca catesbeianae e mesmo néo
tendo medidas preventivas e profilaticas ideais em biosseguridade nos ranarios
avaliados, houve baixa prevaléncia deste parasito entre os animais de cativeiro.

Algumas hipéteses podem ser levantadas para explicar esta situacao:

- o fato da ra-touro (Lithobates catesbeianus) ser um animal exdtico, e que
apesar de introduzido no Brasil na década de 30, apresentar resisténcia aos
parasitos endémicos de nossa regidao. Esta situacdo ocorre com outras
espécies de organismos aquaticos introduzidos em nosso pais como a tilapia,

por exemplo.

- a possibilidade dos parasitos ndo conseguirem realizar o fechamento de seu
ciclo biologico nas instalagfes de cativeiro das ras.

Com relacdo aos grupos virais encontrados pode-se concluir que a
utilizacdo da técnica de contrastacdo negativa em Microscopia Eletronica de
Transmissdo para deteccdo de particulas virais, deve ser amplamente
difundida e utilizada para diagndstico rapido de infeccbes por estes agentes.
Contudo, os estudos sobre a relacdo virus/célula/hospedeiro e sua sorologia
devem ser aprofundados ja que ainda ndo se pode definir se as ras-touro sédo
prejudicadas ou agem apenas como reservatérios destes grupos virais. Ainda,
deve-se pesquisar se estes virus sd0 0S mesmos que ocorrem em outros
organismos da mesma propriedade, ja que todos os grupos virais encontrados
tiveram descricdo nos animais de criagdo e que muitos deles geram graves

problemas sanitarios e econémicos.

Estudos e padronizacdo de técnicas de identificacdo de agentes
parasitarios e virais em animais vivos devem ser realizados para que o0s
trabalhos de coleta de material e diagnéstico de doencas sejam facilitados e

ocorram com maior rapidez.

A adocédo da biosseguridade € indiscutivelmente indispensavel e alguns

procedimentos envolvendo conceitos de HACCP (APPCC - Andlise de Perigos
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e Pontos Criticos de Controle) e GMP (BPM - Boas Préticas de Manejo) podem
ser sugeridos para melhorar o desempenho produtivo das criagbes comerciais
de ras. Estes programas de biosseguridade podem ser adotados para qualquer
etapa de criacdo das ras-touro, bem como no combate de quaisquer agentes
patogénicos. A adocdo de medidas preventivas, e de bons manejos
Zootécnicos, sanitarios e alimentares sdo as melhores alternativas para se

obter uma producéo rentavel de ras.
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ANEXOS



Orientacao aos Autores — Revista:
Memorias do Instituto Oswaldo

Cruz
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O manuscrito (incluindo tabelas e referéncias) deve ser preparado em um software
para edicdo de textos, em espaco duplo, fonte 12, paginado. As margens devem
ser de pelo menos 3 cm. As figuras deverao vir na extensao tiff, com resolucao
minima de 300 dpi. Tabelas e figuras deverdo vir em documentos separados.

Deve ser organizado de acordo com a seguinte ordem:

Titulo resumido: com até 40 caracteres (letras e espagos)

Titulo: com até 250 caracteres

Autores: sem titulos ou graduacdes

Afiliacao institucional: endereco completo somente do autor correspondente

Resumo: com até 200 palavras (100 palavras no caso de comunicagdes breves).
Deve enfatizar novos e importantes aspectos do estudo ou observacgdes.

Palavras-chave: devem ser fornecidos de 3 a 6 termos, de acordo com a lista
Medical Subject Headings (Mesh) do Index Medicus.

Notas de rodapé: indicando a fonte de financiamento e mudanca de enderego

Introducdo: deve determinar o propdsito do estudo, oferecer um breve resumo (e
nao uma revisao de literatura) dos trabalhos anteriores relevantes, e especificar
quais novos avangos foram alcangados através da pesquisa. A introducdo ndo deve
incluir dados ou conclusGes do trabalho em referéncia.

Materiais e Métodos: deve oferecer, de forma breve e clara, informagoes
suficientes para permitir que o estudo seja repetido por outros pesquisadores.
Técnicas padronizadas bastam ser referenciadas.

Etica: ao descrever experimentos relacionados a temas humanos, indicar se os
procedimentos seguidos estiveram de acordo com os padrdes éticos do comité
responsavel por experimentos humanos (institucional ou regional) e de acordo com
a Declaracdo de Helsinki de 1975, revisada em 1983. Ao relatar experimentos em
animais, indicar se diretrizes de conselhos de pesquisa institucionais ou nacionais,
ou qualquer lei nacional relativa aos cuidados e ao uso de animais de laboratorio
foram seguidas.

Resultados: devem oferecer uma descricdo concisa das novas informacgdes
descobertas, com o minimo julgamento pessoal. Ndo repetir no texto todos os
dados contidos em tabelas e ilustragoes.

Discussdo: deve limitar-se ao significado de novas informacdes e relacionar as
novas descobertas ao conhecimento existente. Somente as citagdes indispensaveis
devem ser incluidas.

Agradecimentos: devem ser breves e concisos e se restringir ao absolutamente
necessario.
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Referéncias: devem ser precisas. Somente as citagdes que aparecem no texto
devem ser referenciadas. Trabalhos ndo publicados, a ndo ser os ja aceitos para
publicacdo, ndao devem ser citados. Trabalhos aceitos para publicagdo devem ser
citados como " in press "; nesse caso, uma carta de aceitacdo da revista devera ser
fornecida. Dados ndo publicados devem ser citados somente no texto como "
unpublished observations "; nesse caso, uma carta com a permissao do autor deve
ser fornecida. As referéncias ao final do manuscrito devem ser organizadas em
ordem alfabética de acordo com o sobrenome do primeiro autor.

Os titulos de revistas devem ser abreviados de acordo com o estilo usado no Index
Medicus. Consultar:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=journals&TabCmd=Limits.

. No texto, usar o sobrenome do autor e a data:
Lutz (1910) ou (Lutz 1910).

Com dois autores, a forma é:
(Lutz & Neiva 1912) ou Lutz and Neiva (1912).

Quando ha mais que dois autores, somente o primeiro é mencionado:
Lutz et al. (1910) ou (Lutz et al. 1910).

o Nas referéncias, usar os seguintes estilos:
Artigo de revista
Chagas C, Villela E 1922. Forma cardiaca da tripanosomiase americana. Mem Inst
Oswaldo Cruz 14: 15-61.

Livro ou Tese
Forattini OP 1973. Entomologia Médica. Psychodidae, Phlebotominae, Leishmaniose,
Bartonelose, Vol. 1V, Edgard Blucher, Sdo Paulo, 658 pp.

Morel CM 1983. Genes and Antigens of Parasites. A Laboratory Manual, 2nd ed.,
Fundagao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, xxii + 580 pp.

Mello-Silva CC 2005. Controle alternativo e alteragdes fisiolégicas em Biomphalaria
glabrata (Say, 1818), hospedeiro intermediario de Schistosoma mansoni Sambom,
1907 pela acdo do latex de Euphorbia splendens var. hislopii N.E.B
(Euphorbiaceae), PhD Thesis, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, 85 pp.

Capitulo de livro
Cruz OG 1911. The prophylaxis of malaria in central and southern Brasil. In R Ross,
The Prevention of Malaria, John Murray, London, p. 390-398.

Artigo de revista na Internet
Abood S. Quality improvement initiative in nursing homes: the ANA acts in an
advisory role. Am J Nurs [serial on the Internet]. 2002 Jun [cited 2002 Aug
12];102(6):[about 3 p.]. Available from:
http://www.nursingworld.org/AIJN/2002/june/Wawatch.htm

Monografia na Internet
Foley KM, Gelband H, editors. Improving palliative care for cancer [monograph on
the Internet]. Washington: National Academy Press; 2001 [cited 2002 Jul 9].
Available from: http://www.nap.edu/books/0309074029/html/.
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Homepage/Web site
Cancer-Pain.org [homepage on the Internet]. New York: Association of Cancer
Online Resources, Inc.; c2000-01 [updated 2002 May 16; cited 2002 Jul 9].
Available from: http://www.cancer-pain.org/.

Parte de uma homepage/Web site
American Medical Association [homepage on the Internet]. Chicago: The
Association; c1995-2002 [updated 2001 Aug 23; cited 2002 Aug 12]. AMA Office of
Group Practice Liaison; [about 2 screens]. Available from:
http://www.ama-assn.org/ama/pub/category/1736.html

BASE DE DADOS NA INTERNET

Acesso aberto:
Who's Certified [database on the Internet]. Evanston (IL): The American Board of
Medical Specialists. ¢2000 - [cited 2001 Mar 8]. Available from:

http://www.abms.org/newsearch.asp

Acesso fechado:
Jablonski S. Online Multiple Congenital Anomaly/Mental Retardation (MCA/MR)
Syndromes [database on the Internet]. Bethesda (MD): National Library of
Medicine (US). c1999 [updated 2001 Nov 20; cited 2002 Aug 12]. Available from:
http://www.nlm.nih.gov/mesh/jablonski/syndrome title.html

Parte de uma base de dados na Internet
MeSH Browser [database on the Internet]. Bethesda (MD): National Library of
Medicine (US); 2002 - [cited 2003 Jun 10]. Meta-analysis; unique ID: D015201;
[about 3 p.]. Available from:
http://www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html| Files updated weekly. Updated June
15, 2005

e Ilustragoes: figuras e tabelas devem ser compreensiveis sem a necessidade de
referéncia ao texto.

- Figuras: as fotografias devem ser bem nitidas, com alto contraste, ampliadas em
preto e branco em papel brilhante, se apresentadas laminas, as figuras devem ser
numeradas consecutivamente em algarismos arabicos. As escalas devem ser
indicadas por uma linha ou barra na figura, e referenciadas, se necessario, na
legenda (por exemplo, bar = 1 mm etc.). Laminas e graficos devem ajustar-se
tanto em uma coluna (8 cm) ou na largura completa (16.5 cm) da pagina, e devem
ser menores que a pagina para permitir a inclusdao da legenda. As letras e nimeros
nas figuras devem ter tamanho legivel apds a reducdo ou a impressao. Ilustragoes
coloridas somente podem ser aceitas se os autores assumirem os custos. Por outro
lado, uma fotografia colorida ilustra a capa de cada fasciculo de Memodrias, e os
autores sao convidados a submeter para consideracao da revista ilustracdes com
legendas de seus manuscritos que poderdo vir a ilustrar a capa.

- Tabelas: devem complementar, e nao duplicar, o texto. Elas devem ser
numeradas em algarismos romanos. Um titulo breve e descritivo deve constar no
alto de cada tabela, com quaisquer explicacbes ou notas de rodapé (identificadas
com letras a, b, c etc.) colocadas abaixo.

e Comunicacoes breves: devem ser breves e diretas. Seu objetivo € comunicar
com rapidez resultados ou técnicas particulares. As comunicacbes ndo devem
ocupar mais do que trés paginas impressas, incluindo figuras e/ou tabelas. Nao
devem conter referéncias em excesso. As referéncias devem ser citadas no final do
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texto, usando o mesmo formato para artigos originais. Um resumo breve e trés
palavras-chave devem ser apresentados.

e Formato alternativo: Os manuscritos podem ser submetidos seguindo os
"Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals"
produzidos pelo International Committee of Medial Journal Editors, também
conhecidos como Vancouver Style. Nesse caso, os autores devem seguir as
diretrizes da quinta edicao (Annals of Internal Medicine 1997; 126: 36-47, ou no
website http://www.acponline.org/journals/resource/unifreqr/htm), sendo
responsaveis por modificar o manuscrito onde diferir das instrugdes aqui
apresentadas, se o manuscrito for aceito para publicacdo. Os autores também
deverdo seguir os Uniform Requirements para quaisquer outras diretrizes omitidas
nestas instrugoes.

Uma vez que um trabalho seja aceito para publicacdo, os autores devem enviar:

e uma declaracao de affidavit fornecida pela producdao editorial da revista,
assinada por todos os autores. Autores de diferentes paises ou instituicées podem
assinar em diferentes folhas que contenham a mesma declaragao.
e uma declaracdo de copyright fornecida pela producdao editorial da revista,
assinada pelo autor responsavel pela correspondéncia.
eTaxas: a revista nao cobra taxas para publicagdo.
eProvas: serdo enviadas provas tipograficas aos autores para a correcdao de erros
de impressdo. As provas devem retornar para a Produgdo Editorial na data

estipulada. Outras mudancas no manuscrito original ndo serdao aceitas nesta fase.
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Orientacdo aos Autores —

Periodico: The Veterinary Journal
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Guia para Autores

O Jornal Veterinario é uma revista internacional de investigacdo veterinaria, que publica trabalhos
originais e opinides sobre todos os aspectos da ciéncia veterindria. Contribuicdes relatérios
trabalho de investigacdo nas areas cientificas que envolvem espécies veterinarios s&o
particularmente bem-vinda. Os editores terdo prazer em considerar as sugest8es para Assuntos
Especiais sobre temas de importéncia topica. A revista também publica resenhas de livros.

Manuscritos

Os artigos podem descrever trabalhos originais em um Full Paper (Artigo original) ou uma
comunicacao de curta ou podem constituir uma revisdo do estado actual do conhecimento sobre
um aspecto particular da ciéncia veterinaria. As analises devem, em geral, ser escrito em suporte
de investigacGes originais. Relatos de Casos nao sao publicados.

Quando os animais tém sido utilizados em um estudo, o bem-estar institucional ética animal ou
autoridade sob a qual o trabalho foi realizado deve ser indicado, juntamente com o numero
especifico de autorizagdo de referéncia. Circunstancias relativas a experimentagcdo animal devem
satisfazer as Principios Orientadores Internacional para a Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais,
Emitido pelo Conselho de Organizagdes Internacionais de Ciéncias Médicas. Estas diretrizes sdo
obtidas a partir de: Secretario Executivo CIOMS, ¢ / WHO, Appia, CH-1211 Genebra 27, Suica, ou
no seguinte URL: =http://www.cioms.ch/frame 1985 texts of guidelines.htm.

O Jornal ird rejeitar qualquer papel em que haja razdes para crer que os animais tenham sido
submetidos a sofrimento desnecessario ou evitdvel ou sofrimento. Para mais orientagdes, autores
sao referidos O Jornal \Veterindrio (2008) 175, 1-2. ("Artigo de opinido")

Apresentagao dos manuscritos

Submissdo de manuscritos para O Jornal Veterindrio é online, através da Editorial Elsevier System
- ver http://ees.elsevier.com/ytvjl. Os autores serdo guiados passo a passo o que lhes permite
fazer upload de arquivos diretamente de seu computador. As opgdes serdao dadas para que 0s
autores selecionar um conjunto de classificagdes de seus trabalhos, bem como a designagdo da
categoria (artigo original, revisao, Short comunicacdo etc), a partir de uma determinada lista.
formato de documento eletrénico portatil (pdf) provas serd gerada automaticamente a partir de
upload de arquivos e estes sdo utilizados para a revisdo subseqliente. Os autores devem enviar os
artigos em formato Word e ndo como arquivos PDF. Consultas sobre o processo de submissao ou
revista procedimentos devem ser enviadas por e-mail para: AuthorSupport@elsevier.com.

O autor correspondente sera solicitado para confirmar que o artigo é original e ndo estd sendo
considerado para publicacdo em outro lugar. Apresentacdo também implica que todos os autores
aprovaram o documento para a liberacdo e estdo de acordo com seu conteldo. Apds a aceitagdo
do artigo por O Jornal Veterindrio Autor (s) serd convidado a transferir os direitos autorais do
artigo para o Publisher. Esta transferéncia ird garantir a mais ampla divulgacdo possivel das
informacoes.

Todos os autores deveriam ter feito contribuicbes substanciais para todas as seguintes
caracteristicas: (1) a concepgdo e desenho do estudo, ou a aquisicdo de dados, ou anadlise e
interpretacdo dos dados, (2) redacdo do artigo ou revisdo critica relevante do conteudo intelectual
e (3) aprovacao final da versao a ser apresentada.

Todos os contribuintes que ndo cumprem os critérios de autoria definidos acima devem ser
listadas em uma segao de Agradecimentos. Exemplos daqueles que podem ser reconhecidas
incluem uma pessoa que prestaram apoio puramente técnico, auxilio na redagdo ou chefes de
departamento que tenham dado apenas apoio geral.

Conflito de interesses
No final do texto, sob um subtitulo "Conflito de declaracéo de interesse" de todos os autores
devem revelar todas as relagdes pessoais e financeiros com outras pessoas ou organizagdes que
poderiam influenciar inapropriadamente (bias) o seu trabalho. Exemplos de potenciais conflitos de
interesse incluem o emprego, consultorias, participacdo acionaria, honorarios pagos prova pericial,
os pedidos de patentes / registros, e de subvencdes ou outros financiamentos. Se ndo existir
conflitos de interesse, isto deve ser declarado como "Nenhum dos autores deste trabalho tem
relacdes financeiras ou pessoais com outras pessoas ou organizagdes que poderiam influenciar
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inapropriadamente ou viés do contelido do papel".

Papel da fonte de financiamento
Todas as fontes de financiamento devem ser declarados em uma secao de agradecimentos no final
do texto. Os autores devem declarar o papel dos patrocinadores do estudo, se for o caso, no
desenho do estudo, na recolha, analise e interpretacdo dos dados, na redacdao do manuscrito e na
decisdo de submeter 0 manuscrito para publicacao.

Formato e layout
Autores que apresentam trabalhos que sdo adequados para analise, mas que ndo cumprir
integralmente este guia sera convidado a alterar o texto e voltar a apresentar. Modelo em formato

WORD artigo estdo disponiveis:
° Artigo Original
° Curta Comunicacao
. Revisdo
° Resenha
° Guest Editorial

Os artigos devem ser escritos no idioma Inglés. Reino Unido ou E.U. Inglés é o preferido. Autores
cuja primeira lingua ndo é Inglés sdo aconselhados a consultar um falante nativo Inglés
familiarizado com seu campo antes da apresentacdo. Os Editors vdo decidir se o uso do Inglés é
de um nivel satisfatorio. Se ndo, a proposta sera rejeitada ou devolvidos aos autores para revisdo.
Por favor, note que ha um numero de organizagGes comerciais que irdo auxiliar os autores ndo
falam Inglés na preparacdo de seus manuscritos para a publicacdo internacional em revistas. Mais
conselhos estd disponivel em Elsevier [Ehttp://www.elsevier.com/locate/languagepolishing

Artigos originais ndo devem ser maiores do que 3.000 palavras de comprimento excluindo tabelas,
figuras e referéncias. Comentarios devem ser cerca de 4.000 palavras e Comunicacdes Breves ndo
mais do que mil palavras.

numeros das linhas continuas sédo necessarias ao longo do texto.

Use espacamento duplo, exceto para a pagina de titulo, legendas e referéncias, que devem estar
em espacamento simples. Times New Roman, tamanho 12 pt, é o preferido. A menor tamanho da
fonte pode ser utilizada nos quadros se o espaco é limitante. A formatacdo ndo deve ser
personalizadas como esta edicao impede.

Todos o0s contributos sdo sujeitos a revisdo editorial. A decisdo do editor sera final.

seqliéncias de nucleotideos. Submissdo de um manuscrito implica que os dados de seqliéncia de
nucleotideos primario serd depositado com depositério disponiveis internacionalmente. nimeros
de seqliéncia deve ser fornecida no manuscrito.

Pagina de Titulo

A pagina de titulo deve ser incluido no inicio do artigo. Isto deve dar o titulo do trabalho, os
nomes dos autor (s), nome (s) e endereco (s) instituicdo (Bes) onde o trabalho foi feito e
enderecos de outros autores que diferem. Se o artigo é uma revisdo a curto ou comunicagdo, esta
deve ser claramente indicado no centro da parte superior da pagina de titulo.

Exceto onde todos os autores vém do mesmo departamento, cada autor deve ser identificado
através de um sobrescrito carta (> € etc), e autor correspondente designado por um asterisco (*)
como segue:

A prevaléncia de Ulceras gastricas em cavalos de endurance: Um relatorio preliminar.

Jorge E. Nieto ¥, Jack R. Snyder "™, Pablo Beldomenico "™, Aleman Monica °, James W. Kerr ¢,
Sharon J. Spier b

Y™ Laboratdrio de Gastroenterologia Comparada, Departamento de Ciéncias Veterindrias Cirdrgica
e Radioldgica, University of California, Davis, CA95616, E.U.A.
b Departamento de Medicina e Epidemiologia na Universidade da Califérnia, Davis, CA95616,
E.U.A.

c

Equine Veterinary Service Napa, Napa, CA94558, E.U.A.

Os detalhes de contato completo do autor correspondente deve entdao ser dada usando o seguinte
formato:
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* Autor para correspondéncia. Tel.: +1 530 752 0290 +1 530 752 0290 fax;: +1 530 752
6042.+1 530 752 0290 +1 530 752 0290 ; Fax: +1 530 752 6042.
Enderego e-mail: jenieto@ucdavis.edu 3. E. Nieto).

Artigos

Artigos Originais devem ser dispostas da seguinte forma: (1) Pagina titulo, (2) um resumo de no
maximo 200 palavras (sem subtitulos), que deverd enfatizar os objectivos, o procedimento
experimental, resultados e conclusdes, até cinco palavras-chave devem ser fornecidas abaixo do
resumo, (3) texto principal sub-dividido em Introducdo, Material e Métodos, Resultados,
Discussdo, ConclusGes, (4) declaragdo de eventuais conflitos; (5) Agradecimentos, (6) Apéndice A.
material complementar (se esta é prestado; veja abaixo); (7) Referéncias, (8) Quadros (9); Figura
lendas, (10) Figuras. As segfes ndo devem ser numeradas. Resultados e Discussdao devem ser
distintos e ndo sdo contabilizados. Sempre que possivel, os quadros devem ser incluidas no artigo
(seqliencialmente apos as referéncias com uma tabela por pagina), mas os nimeros devem ser
enviados em arquivos separados (Figura 1, Figura 2 etc.) A primeira pessoa (eu, nds, nosso etc)
ndo devem ser utilizados no abstrato, mas é aceitdvel no corpo principal do texto.

Short Communications deve seguir os requisitos para manuscritos cheio, mas o texto ndo deve
exceder 1000 palavras e que o papel ndo deve ser dividida em secgdes convencionais. A
declaracdo de conflito de interesse é necessaria antes de qualquer Agradecimentos. Ndo deve
haver mais de 10 referéncias na comunicacdo Short. Um resumo de no maximo 125 palavras é
necessario e até cinco Palavras-chave deve ser fornecido abaixo.

Artigos de revisdo podem ser encomendados ou proposta. Os autores que desejem apresentar um
artigo de revisdo sdo aconselhados a contactar o Editor de tvj@aht.org.uk. Criticas podem
abranger todos os aspectos relevantes da ciéncia veterinaria ou medicina comparativa. As analises
devem seguir o layout dos artigos originais, mas com o texto principal sub-dividido conforme
apropriado para o assunto comegando com um resumo e Introdugdo e Conclusdes incorporando e
declaracdo de  eventuais  conflitos. As  secles ndao devem ser numeradas.

Unidades. unidades métricas devem ser utilizadas. Se as outras unidades devem ser dadas, eles
devem ser colocados entre parénteses apds o equivalente métrico. Unidades, simbolos e
abreviaturas das unidades devem estar em conformidade com o Sistema Internacional de
Unidades, tal como definido no Baron, DN, McKenzie-Clarke, H., 2008, Unidades, simbolos e
abreviaturas: Um Guia para Autores e Editores em Medicina e Ciéncias Correlatas, 6 @ ed., The
Royal Society of Medicine, em Londres. Todas as outras abreviaturas deve ser inequivoca e devem
ser claramente explicados, onde sdo mencionadas no resumo e texto. Note que o litro é abreviado
para 'L', o mililitro 'mL, (também uL, mmol / L, etc); probabilidade é dada como P (Grifo letra
mailscula), como no P<0,05; também nota Student's t teste "e Mann-Whitney U ensaio,
coeficiente de correlacdo r como em r = 0,92, coeficiente de determinacdo, r? como em r? = 0,72,
hora, minuto e segundo sdao abreviados de h, min e s, dia, semana e ano sdo apresentados na
integra. Para a frequéncia do consumo de drogas por exemplo, a dose «Trés vezes ao dia 'ou '8-
horaria" em vez de termos em latim, como "tid ou q 8 h. Sempre que ocorre a centrifugacao, uso
g valores ndo rpm. Outras abreviagdes comuns incluem "IV" para administracdo intravenosa ou
por via intravenosa, "IM" para intramuscular ou por via intramuscular e "contra" para 'versus'. Use
a abreviatura de G calibre da agulha.

terminologia anatémica. Terminologia devera cumprir com a Associacdo Mundial de Veterinaria
Anatomistas Nomina Anatomica Veterinaria (2005) e os termos devem ser dadas em Inglés,
sempre que possivel (ver: =http://www.wava-amav.org/Downloads/nav_2005.pdf).

Uma nota deve ser inserida na primeira utilizagdo se uma moeda é dada no texto, como em 'UK £
500'E as taxas de conversdo fornecido utilizando os seguintes trés moedas E.U. $, UK £ e Euros
(€). A nota de rodapé deve ler-se conforme o caso, por exemplo: "1 £ = aprox. E.U. $ 1,65, €
1,11 em 29 de novembro de 2009. Tarifas podem ser atualizados pelo autor na fase de prova, se
necessario. Um  facil de usar conversor de  moeda estd  disponivel em
=ehttp://uk.reuters.com/business/currencies.

Fabricantes. Os fabricantes e fornecedores devem ser fornecidos no texto apdés o nome do
produto. Por exemplo: "diazepam (Valium, Roche)" ou "usando uma bomba de infusdao (Medfusion
2010, Medex). Enderecos e locais dos fabricantes ndo deve ser administrado e a utilizagdo de ®
ou ™ devem ser evitados. Quando um site é apropriado no texto, a nota deve ser inserida como: '
Veja também: mhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/. Observagdo: os nomes de propriedade ndo
deve aparecer no titulo ou resumo.
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Referéncias. Somente referéncias essenciais devem ser incluidos. As citagdes no texto pode ser de
duas maneiras: (a) com a data entre parénteses, por exemplo, como demonstrado por Mills
(2009), ou (b) com os nomes e as datas entre parénteses, por exemplo, de acordo com resultados
recentes (Mills, 2009). Se a citagdo tem mais de dois autores, o primeiro autor deve ser seguido
de et al., Por exemplo, Jones et al. (2007) ou (Jones et al., 2007). Quando lista de referéncias séo
citadas no texto devem ser colocados primeiro em ordem cronoldgica e, em seguida, em ordem
alfabética, Por exemplo, (Philbey, 2003; Cassidy e Mills, 2005; Higgins, 2005). Se duas ou mais
referéncias do mesmo autor (s) publicada no mesmo ano, sdo citados, devem ser separados uns
dos outros, colocando a, b, etc apds o ano, por exemplo, (Laven, 2001a, b; Laven e Smith ,
2000a, b). As comunicagdes pessoais devem ser designados como "(EA Blomme, comunicagdo
pessoal).

Documentos que estdo na imprensa podem ser citados com o ano de aceitagdo. Na lista de
referéncia, citar o identificador do objeto digital, ou o nimero do doi, se possivel, onde os detalhes
do volume diario e causa ainda ndo conhecida. Os trabalhos apresentados ndao devem ser citados,
mas referidos no texto como, por exemplo, 'JP Cassidy et al., Dados ndo publicados. Isso pode ser
atualizado na fase prova se for caso disso. Sempre que um papel de imprensa é citado no
manuscrito, os autores podem ser convidados a fazer uma copia das provas disponiveis para os
editores e revisores.

A lista de referéncias no final do trabalho devem ser organizadas em ordem alfabética e
cronoldgica, se necessario. Inserir uma quebra de linha entre cada referéncia. Todos os autores
devem ser incluidos e os titulos Jornal deve ser dada na integra. As referéncias devem ser
estabelecidos como segue:

Jornal de referéncia - Mischke, R., Busse, L., Bartels, D., Glaser, S., Kreienbrock, L., 2002.
Quantificacdo da atividade thrombopoietic em aspirados de medula dssea de cdes. O Veterinary
Journal 164, 269-274.

Livro de referéncia - Hotzel, H. Frey, J., Bashiruddin, J., Sachse, K., 2002. Deteccdo e
diferenciacdo de micoplasmas ruminantes. In: Sachse, K., Frey, J. (Eds.), Métodos em Biologia
Molecular, vol. 216: Deteccdo de PCR de patdégenos microbianos. Humana Press, NJ Totowa,
E.UA., pp. 231-246.

Procedimento - Higgins, A.]J., 1996. Esta correndo eticamente justificados? Salde, bem-estar ea
corrida: um desafio ético. In: Atas da 11 @ Conferéncia Internacional de Corridas de Analistas e
Veterinarios, Queensland, Australia, pp. 310-315.

Os enderecos da Web - Devem ser apresentadas no seguinte formato, com a data de acesso,
desde que: Cleaveland, S., Kusiluka, L., Kuwai ole, J., Bell, C., Kazwala, R., 2001. Avaliar o
impacto da febre catarral maligna em Ngorongoro distrito, na Tanzania. Nairobi: Comunitarias de
Saude Animal e Epidemiologia Participativa Unit (CAPE), Organizacdo de Unidade Africano,
=ehttp://www.eldis.org/fulltext/cape new/MCF Maasai Tanzania.pdf. Acessado em 29 de
novembro de 2008.

Tabelas. Cada tabela deve ser digitada em uma pagina separada, numeradas (1, 2 etc) e um
breve titulo dado diretamente em cima de cada mesa. As tabelas devem ser em formato retrato.
Notas de rodapé de tabelas devem ser indicados pelo ® ° etc e digitado na parte inferior da tabela
em questdo. Informacdes em tabelas ndo deve ser repetido em numeros e vice-versa. As tabelas
devem ser colocados no final do texto  principal, apés as  referéncias.

Numeros. A qualidade de todos os valores apresentados devem ser elevados. Os editores irdo
rejeitar os valores de um padrdo aceitavel ou solicitar aos autores para substitui-los. As figuras
devem ser referidas de forma seqliencial no texto como Figura. 1, fig. 2 etc A legenda deve ser
fornecida para cada figura e colocada apds todas as tabelas no arquivo do manuscrito principal.
barras de escala deve ser fornecida em todas as fotomicrografias e eletromicrografias. Ao preparar
dados, os autores devem observar o seguinte:

e Certifique-se de usar letras uniformes e dimensionamento de sua obra original.
e Salvar texto em figuras como graficos'""ou coloque a fonte.

e Apenas use as seguintes fontes de seus dados: Times New Roman, Arial, Courier,
Helvetica, Symbol.

e O numero de figuras de acordo com sua seqliéncia no texto.

e Use uma convencdo de nomenclatura para arquivos légico o seu trabalho artistico.
* Fornecer todos os dados em arquivos separados.

e Produzir imagens perto do tamanho desejado da versdo impressa.
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e Certifique-se de todas as unidades e redacgdo dos numeros em conformidade com TVJ
estilo (ver Unidades acima).

Observe que cada figura deve ser carregado para o site da revista separadamente e nao incluidas
no texto principal.

Autores sdo incentivados a ler o guia detalhado sobre arte eletrénica que esta disponivel em nosso
website: Hhttp://www.elsevier.com/artworkinstructions

Obra Formatos

Independentemente do aplicativo usado, quando sua obra de arte eletrénica é finalizado, por favor
'salvar como' ou converter as imagens para um dos seguintes formatos (Nota: os requisitos de
resolucdo para desenhos de linha, meio-tons e combinacdes de linha / meio-tom abaixo indicados

EPS: desenhos vetoriais. Incorporar a fonte ou salvar o texto como '"graficos".
TIFF: Cor ou fotografias em tons de cinza (meia-tons): Sempre use um minimo de 300 dpi.
TIFF: desenhos Bitmapped: Use um minimo de 1000 dpi.

TIFF: Combinagdes de bitmap de linha / meio-tom (cor ou escala de cinzentos): um minimo de
500 dpi é necessaria. DOC, XLS e PPT - Se a sua obra de arte eletrénica é criada em qualquer uma
destas aplicacoes Microsoft Office favor da oferta "como esta".

Por favor, ndo:

e Fornecimento graficos incorporados no seu processador de texto (planilha, apresentacdo)
do documento.

e arquivos da fonte que sdao otimizados para uso em tela (por exemplo, GIF, BMP, PICT,
WPG), a resolugdo é muito baixa.

e arquivos da fonte que sdo demasiado baixos em resolucgdo.

e Enviar graficos que sdo desproporcionalmente grande para o conteudo.

Todos os valores serdo publicados em cores em linha, mas a cor sera usada apenas na versao
impressa do Revista quando consideradas essenciais para a apresentacdo do trabalho (taxa de
reproducdo de cores podem ser aplicadas).

Ao elaborar um manuscrito para a submissao, os autores devem observar as diretrizes a seguir:

e Assegurar que todos os arquivos ndo sao salvos como "read-only".

e Use dois retornos de carro para terminar titulos e paragrafos.

¢ Digite o texto final da linha, sem hifenizacdo, exceto para palavras compostas.

e Nao use | minusculas (el mindsculas) para um ou O (mailsculas oh) para 0 (zero), porque
tém valores diferentes de composigdo.

e Seja consistente com a pontuacdo e inserir apenas um Unico espaco entre as palavras e
depois de pontuacao.

Preparacgao dos dados complementares

Elsevier aceita material complementar eletronico para apoiar e melhorar a sua investigagdo
cientifica. arquivos Complementar oferecer o Autor possibilidades adicionais de apoio para publicar
aplicativos, filmes, animagdes, imagens de alta resolugcdao, conjuntos de dados de fundo, clips de
som e muito mais. Complementar arquivos fornecidos serd publicado online junto com a versdo
eletronica do artigo em produtos web Elsevier, incluindo ScienceDirect:
=rhttp://www.sciencedirect.com. A fim de garantir que o material apresentado estd diretamente
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utilizaveis, certifique-se que os dados sdo fornecidos em um dos nossos formatos de arquivo
recomendado. Os autores devem enviar o material juntamente com o artigo, e fornecer uma
legenda concisa e descritiva para cada arquivo.

Provas

O autor correspondente sera informado pelo editor quando o papel foi aceito para publicacdo e
pode entao ser citados como "in press".

Um conjunto de provas de pagina em formato PDF sera enviado por e-mail para o autor
correspondente (se ndo tiver um endereco de e-mail, em seguida, as provas de papel serdao
enviados pelo correio). Elsevier agora envia provas pdf que podem ser anotados, para isso vocé
precisard baixar o Adobe Reader versdo 7 disponivel gratuitamente a partir de
mhttp://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. Instrugbes sobre como anotar
arquivos pdf vdo acompanhar as provas. Os requisitos do sistema exato é dado no site da Adobe:
=http://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemregs.html # 70win. Se vocé ndo quiser
usar as anotacgdes pdf fungdo, vocé pode listar as correccdes (incluindo as respostas ao formulario
de consulta) e voltar a Elsevier em um e-mail. Por favor, liste suas correcdes citando o nimero da
linha. Se, por qualquer motivo, ndo for possivel, marcar as correc¢des e quaisquer outras
observagbes (incluindo as respostas ao formulario de consulta) em uma cépia impressa de sua
prova e retornar por fax ou digitalizar as paginas e e-mail, ou enviar por post. Por favor, utilize
esta prova apenas para verificar a composigao, edigao, integralidade e exactiddo do texto, tabelas
e figuras. mudancgas significativas para o artigo como aceito para publicagdo somente serdo
considerados, nesta fase, com a permissdo do Editor. Faremos todo o possivel para ter seu artigo
publicado com rapidez e precisdo. Portanto, € importante garantir que todas as suas correcdes sdo
enviados de volta para nés em uma comunicacdo: por favor, verifique cuidadosamente antes de
responder, como a inclusdo de quaisquer correcgdes posteriores ndo podem ser garantidos. A
leitura de prova é de sua inteira responsabilidade.

Uma vez que a correcao final tenha sido feita, o objectivo Elsevier para publicar o documento
eletronicamente dentro de 6-8 semanas. O documento serd entdo atribuido um identificador de
objeto digital, ou o nimero doi, e uma vez na linha, o papel pode ser citado como publicado
utilizando o numero Unico doi. O autor correspondente serad notificado pelo editor quando o
documento estd disponivel on-line e pode verificar seu status e doi niumero usando O Jornal
Veterindrio site m=+http://www.elsevier.com/locate/tvjl (Clique em Volume / Questées e, em
seguida, Artigos na imprensa). A versdo impressa do O Jornal Veterindrio contendo o
documento seguird mais tarde, normalmente no prazo de 12 meses apdés a aceitagdo.

Direitos autorais

Se excertos de outras obras cujos Direitos autorais Sdo Incluidos, o autor (s) devem obter
permissdo Por Escrito dos Proprietdrios de Direitos autorais e de crédito a Fonte (s) no Artigo.
Formularios dez Elsevier pré-Impressos n UTILIZA(;AO Pelos autores Nestes casos: o Contato do
Departamento de Direitos Elsevier, Oxford, UK: Telefone (+1) 215 239 3804 (+1) 215 239 3804
ou +44 (0) 1865 843830 +44 (0) 1865 843830 , Fax +44 (0) 1865 853333, e-mail (+1) 215 239
3804 (+1) 215 239 3804 ou +44 (0) 1865 843830 +44 (0) 1865 843830 , Fax +44 (0) 1865
853333, e-mail healthpermissions@elsevier.com. Os pedidos também podem ser preenchidos on-
line através da homepage Elsevier MFhttp://www.elsevier.com/permissions.

Material de cartas e manuscritos inéditos também é protegido e ndo pode ser publicado sem a
autorizagdo foi obtida.

Os direitos dos autores

Como um autor que vocé (ou seu empregador ou instituicdo) pode fazer o seguinte:
e Faca copias (impressas ou eletronicas) do artigo para seu uso pessoal, inclusive para seu préprio
uso em sala de aula de ensino.
e Fazer copias e distribuir essas cépias (incluindo através de e-mail) do artigo aos colegas de
pesquisa, para o uso pessoal como por colegas (mas ndo comercialmente ou sistematicamente,
por exemplo, através de uma lista de e-mail ou lista de servidores).
e Escreva uma versdo de pré-impressdo do artigo em sites na Internet, incluindo servidores
electrénico pré-impressdo, e para manter indefinidamente essa versdo em servidores ou sites.
e Escreva uma versao revista pessoal do texto final do artigo (para refletir as mudancas feitas na
revisdo por pares e processo de edicdo), em seu site pessoal ou institucional ou servidor, com um

link para a pagina do jornal (em EHhttp://www.elsevier.com).
e Apresentar o artigo em uma reunido ou conferéncia e distribuir cépias do artigo para os
delegados presentes nessa reunido.
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e Para o seu empregador, se o artigo é uma "obra de aluguel", efectuada no ambito do seu
emprego, o empredgador pode utilizar a totalidade ou parte das informacdes no artigo para uso
intra-empresa (eg, formacao).
e Manter patentes e direitos de marca e direitos de qualquer processo ou procedimento descrito no
artigo.

e Incluir o artigo na integra ou em parte, uma tese ou dissertacdo (desde que isto ndo é para ser
publicado comercialmente).
e Use o artigo ou parte dele em uma compilagdo de suas obras impressas, como recolhidas
escritos ou notas de aula (apdés a publicacdo de seu artigo na revista).
e Prepare outros trabalhos derivados, para estender o artigo em forma de livro, ou outra forma de
reutilizacdo partes ou excertos de outras obras, com o pleno reconhecimento de sua publicacdo
original na revista.

orgao de financiamento, acordos e politicas

Elsevier estabeleceu acordos e politicas desenvolvidas para permitir que os autores que publicam
em periddicos Elsevier cumprir manuscrito potencial arquivamento exigéncias especificadas as
condigOes da concessdo sua concessdo. Para saber mais sobre acordos e politicas existentes, visite
rhttp://www.elsevier.com/fundingbodies).

Book Reviews

Editores ou autores que desejam ter um livro considerado para a revisdao em TVJ deve primeiro

contato com o Editor de Livros tvi@aht.org.uk.
Consultas Autor

Para esclarecer duvidas relativas a apresentagdo de artigos (incluindo a apresentagdo electrénicos,
quando disponiveis), por favor visite a pagina do jornal em E+http://www.elsevier.com/locate/tvijl.
Isso também proporciona a facilidade de controlar artigos aceitos e configurar alertas de email
para informa-lo de status quando um artigo foi alterado.

Detalhes do contato para questGes levantadas apds a aceitagdo de um artigo, especialmente
aquelas relativas as provas, sdo fornecidos apds o registro de um artigo para publicagdo.

Separatas
O autor serd, sem qualquer custo, ser dotado de um arquivo PDF do artigo via e-mail. O arquivo
PDF é uma versdo filigrana do artigo publicado e inclui uma folha de rosto com a imagem da capa

do jornal e uma declaracdo que define os termos e condicdes de utilizagdo.

O Jornal Veterindrio nao tem encargos pagina
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