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RESUMO

A toxoplasmose € uma zoonose causada pelo protozoario Toxoplasma gondii, que
tem os gatos e felideos selvagens como hospedeiros definitivos. Os caprinos, entre
0s animais de producado, sdo uma das espécies mais suscetiveis ao T. gondii, sendo
este um dos principais agentes envolvidos no abortamento de ovinos e caprinos,
determinando grandes perdas econdmicas. Este trabalho teve como objetivo verificar
a soroprevaléncia de anticorpos anti-T. gondii em caprinos leiteiros naturalmente
infectados, de propriedades do municipio de Pitanga, Parana e avaliar o teste de
aglutinacdo modificada para o diagnéstico da toxoplasmose caprina. Foram coletas
282 amostras de sangue, analisadas pela imunofluorescéncia indireta (IFI) e pelo
teste de aglutinacdo modificada (MAT). Obteve-se uma prevaléncia de 44,68% pela
IFI e 23,05% pelo MAT. Os resultados obtidos mostraram diferenca significativa
entre 0s sexos, do total de positivos pela IFI (126 animais) as fémeas apresentaram
uma prevaléncia de 88,10% (111/126). Esta diferenca se deve ao manejo
diferenciado que as fémeas recebem. Os titulos de maior freqiéncia foram 64
(42,85%) e 4096 (30,95%) pela IFI; e 64 (64,28%) e 1024 (53,65%) pelo MAT. Na
comparacao dos resultados foi observada uma concordéncia moderada (Kappa =
0,56) e os resultados de sensibilidade (55%) e especificidade (96,6%) para o MAT
obtidos neste estudo, permitem recomenda-lo como teste confirmatério. A alta
prevaléncia da toxoplasmose, aliada aos altos titulos obtidos e os sinais clinicos
observados nos rebanhos estudados, sugerem a doenga como causa de problemas
reprodutivos em rebanhos caprinos.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, caprinos, imununofluorescéncia indireta, teste
de aglutinacdo modificada, problemas reprodutivos.

REIS, C. R. Serological survey of the Toxoplasma gondii in goats of the city of
Pitanga, Parana, Brazil. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal, Area de
Concentracdo Sanidade Animal) — Centro de Ciéncias Agrarias — Universidade
Estadual de Londrina — 2005.
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ABSTRACT

Toxoplasmosis is a zoonosis caused by the protozoan Toxoplasma gondii, that it has
the wild cats and felines as definitive hosts. The goat ones, enter the production
animals, are one of the species most susceptible to the T. gondii, that he is one of the
main involved agents in the abortion of sheeps and goats, determining great
economic losses. This work had as aim to verify the prevalence of antibodies anti-T.
gondii in sera of milking goat naturally infected, of three properties of the city of
Pitanga, Parana, region where the culture of goats is in development; and to evaluate
the modified agluttination test for the diagnosis of toxoplasmosis in goats. A number
of 282 blood samples were collected, analyzed for the indirect immunofluorescence
(IF1) and for the modified agluttination test (MAT). A prevalence of 44,68% for IFI and
23,05% for the MAT was obtained. The gotten results had shown significant
difference between the sexes, of the total of positives for the IFI (126 animals) the
females had presented a prevalence of 88,10% (111/126). This difference if must to
the differentiated handling that the females receive. The titles of bigger frequency
had been 64 (42,85%) and 4096 (30,95%) for the IFIl; and 64 (64,28%) and 1024
(53,65%) for the MAT. In the comparison of the results were observed a moderate
agreement (Kappa = 0,56) and the results of S=0,55% and E=96.6% for the MAT
allow to recommend it as confirmatory test. The high prevalence of toxoplasmosis
allied to the high gotten titles is in harmony with the clinical signals in the flock,
proving that the illness is an important cause of reproductive problems in goat flocks.

Key-words: Toxoplasma gondii, goat, indirect immununofluorescence, modified
agluttiination test, reproductive problems.
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1.1 INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma zoonose universalmente distribuida causada pelo
Toxoplasma gondii (NICOLLE; MANCEAUX, 1909). O T. gondii é um protozoario
intracelular obrigatério, que pode infectar qualquer célula nucleada de todos os
vertebrados (HOFF; CARRUTHERS, 2002). E classificado como pertencente ao Filo
Apicomplexa, Classe Sporozoazida, Sub-classe Coccidiasina, Ordem Eimeriorina,
Familia Toxoplasmatidae, Género Toxoplasma e Espécie T. gondii (DUBEY, 1993).
Foi descrito em 1908 na Tunisia, por Nicole e Manceaux, que o0 encontraram no
roedor Ctenodactylus gundi; e no Brasil, por Splendore, em coelhos de biotério
usados em seu laboratorio que tiveram morte aparentemente natural (AMATO
NETO; MARCHI, 1999).

Apos a elucidacao do ciclo heteroxeno, na década de 70, o T. gondii tem sido
considerado a Unica espécie valida deste género. Porém estudos de epidemiologia
molecular diferenciaram trés linhagens clonais (HOWE; SIBLEY, 1995), e esta em
discussdo se estas diferencas indicariam espécies diferentes (TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000).

A infeccéo toxoplasmica é uma das mais comuns do mundo e estima-se uma
ocorréncia mundial de dois bilhdes de pessoas infectadas (ESTEBAN-REDONDO et
al., 1999). A disseminacao no ser humano € determinada pela alta prevaléncia da
infeccdo em espécies animais domésticos e selvagens, principalmente nos suinos e
ovinos (NAVARRO, 1992).

A toxoplasmose é classificada como uma da trés principais doencas
transmitidas por alimentos nos Estados Unidos, devido a sua facil transmisséo e

disseminagcdo (THOMPSON, 2001). O consumo de carnes ou subprodutos,
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principalmente ingeridos crus ou mal cozidos, onde ocorra presen¢a de cistos
teciduais viaveis (FRENKEL, 1971; FRENKEL, 1973) ou ainda ingestdo de alimentos
ou agua contaminada, sdo consideradas as principais vias de transmisséo para o
homem (DUBEY; BEATTIE, 1988). Bonametti et al. (1997) relataram um surto de
toxoplasmose humana adquirida apés ingestdo de carne crua de carneiro, no
municipio de Bandeirantes, Estado do Parana-Brasil.

Somente 10 a 20% das infeccbes no ser humano adulto sdo sintométicas
(BONAMETTI et al., 1997). Em algumas regides 40 a 70% da populacdo humana
adulta apresentam sorologia positiva para a toxoplasmose (KAWAZOE, 2000).
Segundo Hoff e Carruthers (2002), a forma mais severa da doenga ocorre em
neonatos e imunocomprometidos. Condic6es ambientais, habitos culturais do povo e
a propria fauna constituem alguns dos fatores que podem explicar a variabilidade
desta infeccdo em diferentes areas geografica de um determinado pais (DUBEY,
1977).

Os gatos e felideos selvagens, hospedeiros definitivos, desempenham um
papel de grande importancia na epidemiologia da toxoplasmose, pois sao eles que
eliminam oocistos do parasita nas fezes contaminando o solo e a 4gua (MAINAR et
al., 1996).

Os caprinos, entre os animais de producdo, sdo uma das espécies mais

suscetiveis ao T. gondii (DUBEY; ADAMS, 1996).
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1.2 TOXOPLASMOSE EM CAPRINOS

Entre os agentes etioldgicos de origem parasitaria, 0 Toxoplasma gondii € um
dos que esta envolvido no abortamento de ovinos e caprinos nos Estados Unidos e
Escécia (BUXTON, 1990; DUBEY; KIRKBRIDE, 1984), determinando nestes
rebanhos grandes perdas econdmicas (DUBEY, 1981).

Apesar dos sinais clinicos da toxoplasmose em caprinos adultos se restringir
ao trato reprodutivo (DUBEY, 1987), levando a um quadro de abortamento,
nascimento de filhotes prematuros e fracos, pode inclusive causar a morte de cabras
jovens e adultas (DUBEY; ADAMS, 1996). Dentre os sintomas da toxoplasmose
estdo encefalite, nefrite, hepatite, abomasite necrosante, enterite e cistite (MEDHI;
KAZACOS; CARLTON, 1983).

A eliminacdo do agente através do leite de cabras experimentalmente
infectadas ja foi demonstrada por Chiari e Neves (1984) e por Dubey (1980).

Dubey (1980) infectou experimentalmente cabras gestantes (n=13), das quais,
trés abortaram, duas pariram fetos mortos, duas foram sacrificadas por se
apresentarem prostradas e duas morreram.

Chhabra et al. (1982), infectaram cabras gestantes (n=6), sendo trés com
taquizoitos (5.10° pela via intravenosa e trés com oocistos (107) via oral e
constataram que as cabras que receberam taquizoitos apresentaram um quadro
agudo da doenca, com febre alta, abortamentos e morte. As infectadas com oocistos
apresentaram uma sintomatologia mais branda, duas abortaram e uma pariu dois
filhotes mortos. Neste estudo, também foi observada a excrecdo do agente, atravées
do leite.

Outros estudos experimentais realizados por Dubey et al. (1985) e Dubey

(1989), demonstraram que 0s caprinos sdo mais suscetiveis ao T. gondii, do que
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outras espécies, e que 0 agente € mais patogénico para os animais jovens do que
para os animais adultos.

Na Tasmania, Obendorf, Statham e Munday (1990), demonstraram através de
inoculacdes experimentais, que caprinos previamente expostos ao T. gondii,
resistem mais a uma segunda exposicdo. Medhi, Kazacos e Carlton (1983)
descreveram um caso fatal de toxoplasmose em uma cabra de dois anos de idade
nos Estados Unidos.

No Brasil, um experimento realizado em Minas Gerais por Vitor, Pinto e Chiari,
(1987), conseguiu demonstrar a presenca do T. gondii em exsudatos de cabras
inoculadas através de bioensaio em camundongos. Em outro estudo, Vitor et al.
(1992) comprovaram a transmissédo congénita do T. gondii em sete de oito cabras
inoculadas entre os dias 52 e 67 de gestacdo, onde ocorreram cinco abortos e dois
partos de filhotes debilitados e trés cabras inoculadas entre os dias 100 e 133
pariram crias normais apesar de comprovada a transmissao transplacentaria.

Em varios locais do mundo outros pesquisadores estudaram a toxoplasmose
caprina em rebanhos experimentalmente ou naturalmente infectados; utilizando-se
de varias técnicas de sorodiagnostico, como a imunofluorescéncia indireta (IFl), a
hemaglutinacéo indireta (HI), o teste de aglutinacdo modificada (MAT), o teste de
aglutinacdo em latex (LAT), o ELISA e a técnica de Sabin-Feldman; observando
prevaléncias que variaram entre 3,2 e 92,4% de soropositividade.

Dubey et al. (1985) utilizando a prova de Sabin-Feldman, obtiveram indices
de soropositividade de 22,7% para caprinos e 13,2% para ovinos. Uma
soroprevaléncia de 22,1% foi observada por Dubey e Adams (1990) utilizando o
MAT, em rebanhos caprinos da regido noroeste dos Estados Unidos. No México,

analisando 707 soros caprino de nove fazendas, de quatro diferentes estados,
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Garcia-Vazquez et al. (1993) obtiveram 3,2% de soropositividade. Opel et al. (1991)
na Nova Zelandia, utilizando o LAT, observaram 7% de animais reagentes, 23%
destes com um ano de idade e 37% adultos.

Rodriguez-Ponce, Molina e Hernandez (1995) determinaram uma
soroprevaléncia de 66,31%, pelo ELISA, em estudo realizado em caprinos
provenientes da Illha Canaria, na Espanha. Engeland et al. (1998), estudando 1439
cabras durante o periodo de um ano (1990-1991) na Noruega, observaram perdas
fetais em 11,1% dos animais.

Na Venezuela, Nieto e Meléndez (1998), obtiveram uma soropositividade de
6,3% dentre 438 caprinos analisados pela técnica de HI. Bisson et al. (2000)
realizando estudos em Uganda, Africa, através do ELISA, obtiveram 31% de animais
reagentes, dentre os 784 examinados.

No Brasil, em Pernambuco, Silva et al. (2003) verificaram uma prevaléncia de
40,4% pela IFl. Aratjo et al. (1984) detectaram 16,1% de animais reagentes
empregando a HI, em estudos realizados em rebanhos caprinos da grande Porto
Alegre, RS. Enquanto Chiari et al. (1987) observaram, através da IFI, indices que
variaram entre 32 a 92,4%, estudando caprinos da zona rural e urbana de Belo
Horizonte, respectivamente. Também realizando estudos em Minas Gerais,
Machado e Lima (1987) através da HI, detectaram uma soroprevaléncia de 36,8% e
Figueiredo et al. (2000) obtiveram indices que variaram entre 19% utilizando a HIl e
19,5% utilizando a IFl e o ELISA.

Mainardi et al. (2000) estudando rebanhos caprinos de sete regides distintas
do estado de Sao Paulo, constataram uma prevaléncia de 14,47% pela IFI, Silva;
Cutolo e Langoni (2002) obtiveram 8% e 11% de soropositividade pela IFI e pelo

MAT respectivamente, Figliuolo (2003) estudando rebanhos caprinos da regiao
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centro-oeste do mesmo Estado, obteve uma prevaléncia de 28,68%. Meireles,
Galisteo e Andrade (2003) através do ELISA, encontraram anticorpos especificos em
34 (17%) dos 200 soros de caprinos testados e mais recentemente Stachissini
(2005) observou 23,40% de positividade pela IFI, em rebanhos caprinos também no
Estado de Sao Paulo.

No Parana, Sella et al. (1994) através da IFI, observaram 30,71% de animais

reagentes estudando rebanhos caprinos leiteiros da regido de Londrina.
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2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a ocorréncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em rebanhos

caprinos no municipio de Pitanga, Parana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Associar a ocorréncia de anticorpos anti — Toxoplasma gondii a presenca de

problemas reprodutivos nos rebanhos estudados;

Avaliar a eficacia do teste de aglutinacdo modificada (MAT) para o diagnéstico

da toxoplasmose caprina.
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3.1 INFECCAO POR Toxoplasma gondii EM CAPRINOS NO MUNICIPIO DE
PITANGA, PARANA, BRASIL

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo verificar a ocorréncia de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii em soros de caprinos leiteiros naturalmente infectados, de
propriedades no municipio de Pitanga, Parana. O estudo analisou 282 amostras de
soro que foram submetidas a imunofluorescéncia indireta (IFl). A infeccdo por T.
gondii foi verificada em 44,68% dos animais (126/282). Houve diferenca
estatisticamente significativa (p=0,0086) em relagdo ao sexo dos animais, sendo que
as fémeas tiveram maior soropositividade (88,10%). Conclui-se que a alta
prevaléncia da toxoplasmose, aliada aos altos titulos obtidos e sinais clinicos
presente nos rebanhos, sugerem a toxoplasmose como uma importante causa de
problemas reprodutivos em rebanhos caprinos.

Palavras-chaves: Toxoplasma gondii, caprinos, problemas reprodutivos.
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Toxoplasma gondii INFECTION IN GOATS FROM PITANGA'’S CITY, PARANA
STATE, BRAZIL

ABSTRACT

This work had as aim to verify the occurrence of antibodies anti-Toxoplasma gondii in
sera of milking goat naturally infected, at three properties of the city of Pitanga,
Parana. A number of 282 blood samples were collected and analyzed through the
indirect immunofluorescence (IFl). The prevalence was of 44,68%, with 126
serumpositives animals. Relation to the sex, the females had the prevalence of
88,10%, which was statistically significant (p=0,0086). The high prevalence of
toxoplasmosis allied to the high gotten titles is concluded that is in harmony with the
clinical signals in the flocks, proving that the illness is an important cause of
reproductive problems in goat flocks.

Key-words: Toxoplasma gondii, goats, reproductive problems.



39

INFECCAO POR Toxoplasma gondii EM CAPRINOS NO MUNICIPIO DE
PITANGA, PARANA, BRASIL

3.1.1 INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma zoonose de distribuicdo mundial. Estima-se que
aproximadamente dois bilhdes de pessoas possam estar infectadas pelo
Toxoplasma gondii, por isso é considerada uma das infeccfes parasitarias mais
comum do mundo (ESTEBAN-REDONDO, 1999). E causada por um protozoario, o
T. gondii, que tem a capacidade de infectar a maioria dos animais endotérmicos,
sendo causa freqliente de abortos em humanos e outras espécies, inclusive os
caprinos (DUBEY, 1981).

Os caprinos sdo uma importante fonte de infeccdo para a saude publica ja
gue a transmissdo pode se dar por duas importantes formas: através do leite “in
natura” contendo taquizoitas (VITOR et al. 1991) e através da carne infectada pelos
bradizoitas (DUBEY, 1980; FIGUEIREDO et al, 2000). Um estudo epidemioldgico
realizado na regido de Belo Horizonte — MG mostrou que houve associacao entre a
soropositividade para o T. gondii em humanos e a ingestdo de leite de cabra
(CHIARI et al., 1987).

Os caprinos, dentre os animais destinados a producao, sdo uma das espécies
mais suscetiveis ao T. gondii. Feldman e Miller (1956) estudaram rebanhos caprinos
no Estado de Nova York e evidenciaram, pela primeira vez, a toxoplasmose nesta
espécie. Munday e Mason (1979), na Australia, foram os primeiros a descreverem a
toxoplasmose como importante causa de problemas reprodutivos em caprinos,
determinando nesta espécie quadros de abortamentos, natimortalidade, nascimento
de filhotes prematuros e fracos, e até mesmo a morte de cabras jovens e adultas

(DUBEY; ADAMS, 1990), levando a grandes perdas econdmicas (DUBEY, 1981).
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A transmissdo via transplacentaria foi comprovada através de infeccéo
experimental por Dubey (1988), Obendorf, Statan e Munday (1990) e Vitor et al.

(1992).

No Brasil, as soroprevaléncias da toxoplasmose caprina variaram de 16,55%
a 65% (FIGLIUOLO et al., 2003; MACHADO e LIMA,1987; MAINARDI et al., 2000;
SILVA et al.,, 2003; e STACHISSINI, 2005). No Parana, Sella et al. (1994),
verificaram uma prevaléncia de 30,71% em caprinos leiteiros da regido de Londrina,
no norte do Estado do Parana.

Devido ao fato da caprinocultura ser uma pecuaria em evolu¢do no Brasil e
em particular na regido central e sul do Estado do Parana, aliado a escassez de
dados sobre a prevaléncia da toxoplasmose em caprinos e a ocorréncia de
problemas reprodutivos nos rebanhos, o presente trabalho teve como objetivo
verificar a ocorréncia de anticorpos anti-T. gondii em soros de caprinos leiteiros
naturalmente infectados, de propriedades do municipio de Pitanga na regiao central

do Estado do Parana.

3.1.2 MATERIAL E METODOS
Populacdo e amostragem:

Segundo dados do IBGE (2000) o municipio de Pitanga possui 1.664 km? de
extensao territorial e esta localizado entre latitude 23° 45’ 21“sul e longitude 51° 45’
41" W — GR, possui clima subtropical tmido mesotérmico, com temperatura média
de 21°C, verdes frescos, invernos com ocorréncias de geadas severas e freqlientes,
nao apresentando estacéo seca. Dados do IBGE (2002) estimam o rebanho caprino

de Pitanga em 1.530 cabecas.
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Foram coletadas 282 amostras de sangue de caprinos de propriedades do
municipio de Pitanga — PR. Para cada propriedade foi preenchida uma ficha que
contemplava dados da propriedade (localizac&o, atividade principal, n. ° de pessoas
envolvidas na atividade, saneamento basica, presenca de roedores, presenca de
animais domésticos e habitos alimentares) e aspectos epidemiolégicos do rebanho
(sexo, idade, tipo de alimentacdo, manejo sanitario, ocorréncia de problemas
reprodutivos, freqiiéncia e tipo do problema).

O calculo do tamanho da amostra foi realizado através do programa Epi Info
6,04 (DEAN et al.,, 1994), sendo a amostragem realizada de forma aleatoéria,

estratificada por faixa etaria.

Coleta do material:

As amostras foram coletadas por venopuncdo jugular, com o animal em
estacdo, utilizando-se agulhas descartaveis 40x12, e tubos de ensaio devidamente
identificados. Apés a retracdo do coagulo, os soros foram acondicionados em tubos
tipo “eppendorf”, identificados e mantidos a temperatura de -18°C até a realizacéo

dos testes soroldgicos.

Exames sorologicos:

As amostras foram analisadas pela técnica de imunofluorescéncia indireta
(IF1), segundo método descrito por Camargo (1973), com a utilizacdo do conjugado
anti-lgG caprino (Sigma Immuno Chemicals, Catalog 1990, Product F9012),
previamente padronizado na diluicdo 1:2.100. As titulacdes iniciaram em 16, sendo

consideradas positivas as rea¢des com titulo > 64 (RIEMANN et al., 1977).
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Andlise estatistica:
Foi utilizado o teste do qui-quadrado (%) para avaliar as variaveis estudadas,

considerando um nivel de significancia de 5%.

3.1.3 RESULTADOS

Das 282 amostras se soro coletadas e analisadas pela IFl, 126 foram
positivas com titulo > 64 (44,68%) e 156 (55,32%) foram negativas.

Entre os soropositivos o titulo de maior frequiéncia foi de 64 (42,85%), seguido
dos titulos: 4096 (30,95%), 256 (14,28%) e 1024 (11,90%), Tabela 1.

A distribuicdo dos soropositivos segundo a faixa etaria pode ser observada na
Tabela 2. Dos 126 animais soropositivos, 20 (15,87%) estavam entre 0 e 6 meses;
20 (15,87%) entre 7 e 12 meses; 30 (23,81%) entre 13 e 24 meses e 56 (44,45%)
mais de 24 meses (p = 0,1223).

Em relacdo ao sexo houve diferenca estatistica significativa (p = 0,0086), dos
126 animais positivos, 111 (88,10%) eram fémeas e 15 (11,90%) eram machos

(tabela 3).

Tabela 1. Distribuicdo das frequéncias de titulos soropositivos obtidos pela
imunofluorescéncia indireta em caprinos no municipio de Pitanga, Parana, Brasil,

2004.

Titulacéo

64 256 1024 4096

N° de amostras 54 18 15 39
% 42 85 14,28 11,90 30,95




43

Tabela 2. Distribuicdo dos soropositivos e soronegativos pela imunofluorescéncia

indireta, segundo a faixa etaria, em caprinos no municipio de Pitanga, Parana, Brasil,

2004.
Faixa etaria
Soropositivos (%) Soronegativos (%)

(meses)

0] 6 20 (15,87) 24 (15,4)
6 |12 20 (15,87) 41 (26,2)

12 24 30 (23,81) 39 (25)
> 24 56 (44,45) 52 (33,4)
Total 126 (100) 156 (100)

p=0,1223

Tabela 3. Distribuicdo dos soropositivos e soronegativos pela imunofluorescéncia

indireta, de acordo com o sexo, em caprinos no municipio de Pitanga, Parana, Brasil,

2004.
Sexo Soropositivos (%) Soronegativos (%)
macho 15 (11,90) 39 (25,0)
fémea 111 (88,10) 117 (75,0)
Total 126 (100) 156 (100)
p < 0,0086

Todas as propriedades estudadas apresentaram animais positivos, possuiam
manejo semi-extensivo, a alimentacdo era basicamente a pasto, ocorrendo
suplementacdo com feno apenas no inverno. Em todas as propriedades foi
verificada a ocorréncia de problemas reprodutivos no rebanho como abortos,
nascimento de filhotes fracos, com ma formacao e/ou problemas neurolégicos, além

de fémeas em periodo de anestro e repeticdo de cio.



3.1.4 DISCUSSAO

Considerando objetivo deste trabalho, que foi verificar a ocorréncia de
anticorpos anti - T. gondii em rebanhos caprinos no municipio de Pitanga — PR, a
prevaléncia obtida de 44,68% pode ser considerada alta quando comparada a
prevaléncia de 30,71% observada por Sella et al. (1994), na regido de Londrina,
norte do Estado do Parana.

As maiores frequéncias observadas encontram-se nas diluicbes de 1:64
(42,85%), compativel com a fase crénica da infeccéo, e 45,23% acima de 1:1024
sugerindo a fase aguda da doenca.

Os problemas reprodutivos observados nas propriedades sdo um forte
indicativo da toxoplasmose na fase aguda, os mesmos sinais foram observados em
rebanhos de ovinos da Escdcia, UK, por Buxton (1990) e dos EUA por Dubey e
Kirkbride (1984).

Na distribuicdo dos soropositivos segundo as faixas etarias ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas. No entanto, houve diferenca
de freqUiéncia da infeccdo entre o sexo feminino e masculino. Tal diferenca também
foi observada por Silva et al. (2003) estudando caprinos leiteiros e ovinos. Entre os
caprinos a porcentagem de fémeas (43,88%) sororeagentes foi significativamente
maior que a dos machos (21,21%), enquanto que entre os ovinos 0 quadro foi
inverso, os machos apresentaram maior porcentagem que as fémeas. Silva et al.
(2003) apontaram o manejo dos animais como causa desta diferenca, ja que na
exploracéo leiteira o confinamento ou aglomeracao das fémeas é mais comum.

A presenca de felinos em todas as propriedades e com livre acesso as

instalagdes, foi um achado importante que reforga os resultados obtidos.
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3.1.5 CONCLUSAO

A andlise dos resultados conclui-se que a alta prevaléncia de sororeagentes
aliada aos altos titulos soroldgicos obtidos e os sinais clinicos observados, sugerem
a toxoplasmose como causa dos problemas reprodutivos nos rebanhos caprinos

estudados.
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3.2 AVALIAGAO DO TESTE DE AGLUTINAGAO MODIFICADA (MAT) PARA A
DETECGAO DE ANTICORPOS ANTI - Toxoplasma gondii EM SORO DE
CAPRINOS NATURALMENTE INFECTADOS

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o teste de aglutinagcdo modificada
(MAT) utilizando a imunofluorescéncia indireta (IFI) como teste padréo, determinar a
especificidade e a sensibilidade do MAT e avaliar a concordancia dos resultados
entre os testes (IFI e MAT). Foram coletadas 282 amostras de soro caprino, de
propriedades do municipio de Pitanga, Parana. As técnicas sorologicas utilizadas
foram a IFl e o MAT. A prevaléncia encontrada para a IFI foi de 44,68% e 23,05%
para o MAT. Na comparacdo dos resultados foi observada uma concordancia
moderada (Kappa = 0,56). Os resultados de sensibilidade (55%) e especificidade
(96,6%) para o MAT obtidos neste estudo permitem recomenda-lo como teste
confirmatorio.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, imunofluorescéncia indireta, teste de
aglutinacdo modificada, caprinos.
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MODIFIED AGGLUTINATION TEST (MAT) FOR DETECTION OF ANTIBODIES

AGAINST Toxoplasma gondii IN SERUM OF NATURALLY INFECTED GOATS

ABSTRACT

The aim of this work was to determine the especificity and the sensitivity of the MAT
and evaluating the agreement of the results between the tests (IFI and MAT),
searching to identify the most adequate to diagnosis toxoplasmosis in goat flocks. A
number of 282 blood samples were collected, at three properties of the city of
Pitanga, Parana. The serological techniques used had been the IFlI and the MAT.
The prevalence found for the IFI was of 44,68% and 23,05% for the MAT. In the
comparison of the results we observed a moderate agreement (Kappa = 0,56) and
the results of S=55,3% and E=96,6% for the MAT allow to recommend it as
confirmatory test.

Key-words: Toxoplasma gondii, indirect immunofluorescence, modified agluttination
test, goats.
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AVALIAGCAO DO TESTE DE AGLUTINAGAO MODIFICADA (MAT) PARA A
DETECGAO DE ANTICORPOS ANTI - Toxoplasma gondii EM SORO DE
CAPRINOS NATURALMENTE INFECTADOS

3.2.1 INTRODUCAO

O Toxoplasma gondii tem a capacidade de infectar a maioria dos animais
endotérmicos, sendo causa freqiente de abortos em humanos e outras espécies
animais, inclusive os caprinos (DUBEY, 1981). E uma zoonose de distribuicio
cosmopolita, sendo considerada uma das infec¢Bes parasitarias mais comum do
mundo, (ESTEBAN-REDONDO, 1999).

Os caprinos, dentre os animais destinados a producéo, sdo uma das espécies
mais suscetiveis ao T. gondii, determinando nestes rebanhos, grandes perdas
econO6micas (DUBEY, 1981).

Os caprinos infectados sdo importantes reservatérios, ja que a transmissao
pode se dar através da carne de animais infectados e através do leite “in natura”,
guando em fase de parasitemia (VITOR, PINTO e CHIARI, 1991), representando
grande risco a saude humana. Sendo o leite de cabra bastante utilizado na
alimentacdo de criancas alérgicas ao leite de vaca (FIGUEIREDO et al., 2000),
torna-se necessario conhecer a prevaléncia desta doenca nos rebanhos caprinos,
através de um teste sorolégico rapido, de baixo custo, alta sensibilidade e
especificidade.

Diferentes testes soroldgicos sao indicados para determinar a prevaléncia do
agente nas varias espécies de animais acometidos pelo T. gondii, dentre eles a
imunofluorescéncia indireta (IFl), considerado um teste padrdo em Vvarios

laboratérios. O teste da aglutinacdo modificada (MAT) vem sendo amplamente
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utilizado em sorodiagnosticos pela ndo utilizacdo de conjugado espécie especifico,
podendo ser utilizado tanto em animais domésticos quanto silvestres (DUBEY et al.,
1995).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o teste de aglutinagdo modificada (MAT)
para deteccdo de anticorpos anti-T. gondii em caprinos naturalmente infectados,

utilizando a IFI com teste padréo.

3.2.2 MATERIAL E METODOS
Populagcdo e amostragem
Foram coletadas 282 amostras de soro caprino, de propriedades do municipio

de Pitanga-PR.

Provas sorolégicas

As técnicas sorolégicas utilizadas foram a imunofluorescéncia indireta (IF),
realizada de acordo com a descricdo de Camargo (1973), utilizando-se como ponto
de corte a diluicdo 1:64 (RIEMANN et al., 1977); e o teste de aglutinacdo modificada
(MAT), segundo Desmonts e Remington (1980) e modificada por Dubey e Desmonts

(1987), também utilizando como ponto de corte a diluicdo de 1:64.

Analise estatistica
Os resultados foram tabulados e realizados os céalculos de sensibilidade,
especificidade (GART; BUCK, 1966) e concordancia de Kappa (LANDIS; KOCH,

1977), utilizando-se o programa Epi Info 6,04 (DEAN et al., 1994).
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3.2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 282 amostras de soro caprino analisadas para pesquisa de anticorpos
anti - T. gondii, 126 (44,68%) foram soropositivas pela IFl e 65 (23,05%) pelo MAT.
Dubey et al. (1990) analisando soro de rebanhos caprinos do noroeste americano,
obtiveram uma soropositividade de 22,1% pelo MAT.

Quando os resultados obtidos nos testes da IFl e do MAT foram comparados
(Tabela 1), apenas 57 (20,21%) das 282 amostras foram soropositivas para ambos
os testes e 173 (61,34%) foram soronegativas. O valor de Kappa estabelecido em
0,56 demonstra que a concordancia entre as técnicas foi “moderada”, segundo
critérios propostos por Landis e Koch (1977).

Apesar da baixa sensibilidade obtida no MAT (S=55,3%), obteve-se uma alta
especificidade (E=96,6%), o que nos confere uma maior confiabilidade nos

resultados positivos, podendo este ser usado como um teste confirmatério.

Tabela 1. Resultados soropositivos e soronegativos obtidos pela imunofluorescéncia
indireta e pelo teste de aglutinacdo modificada, em caprinos do municipio de

Pitanga, Parand, Brasil, 2004.

RIFI
Positivo Negativo
Positivo 57 6 63
MAT
Negativo 46 173 219
TOTAL 103 179 282

Sensibilidade(S): 55,3% (IC 95%: 45,2 — 65,0)
Especificidade (E): 96,6% (IC 95%: 92,5 — 98,6)

Valor Preditivo Positivo (VPP): 90,5% (IC 95%: 79,8 — 96,1)
Valor Preditivo Negativo (VPN): 79,0% (IC 95%: 72,9 — 84,1)
Kappa: 0,56



Apenas um estudo comparativo entre as técnicas IFl e MAT foi realizado no
Brasil, no Estado de S&o Paulo por Silva et al. (2002), utilizando grupos de 100
animais de quatro diferentes espécies, ovinos (Kappa=0,84), caninos (Kappa=0,70),
felinos (Kappa=0,76) e caprinos (Kappa=0,59), as concordancias entre os resultados
obtidos foram de substancial a 6timo para todas as espécies, exceto para 0s
caprinos, onde a concordancia foi moderada como a encontrada neste estudo
(Kappa=0,56). Minho et al. (2004) compararam as duas técnicas em suinos
experimentalmente infectados e observaram uma excelente concordancia nos

resultados, com valor de Kappa=0,93.

3.2.4 CONCLUSAO

Os resultados de sensibilidade e especificidade obtidos para o MAT no

presente estudo, permitem recomenda-lo como teste confirmatorio.
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4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no sorodiagndstico da toxoplasmose caprina nos
rebanhos estudados demonstram uma alta prevaléncia da doenca, sugerindo a
toxoplasmose como causa dos problemas reprodutivos observados nestes
rebanhos. Em relacdo a viabilidade do teste de aglutinacdo modificada (MAT), os

resultados obtidos neste estudo permitem recomendé-lo como teste confirmatario.
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5. APENDICE

FICHA EPIDEMIOLOGICA - TOXOPLASMOSE

Propriedade n° Data: /| [
Entrevistado Nome/Funcéo:

Proprietario:
Fone para contato:

1. Dados gerais sobre a propriedade:

Endereco/Municipio:

Localizagéo :

Tamanho(hectare/alqueire):

1.2.Atividade principal:

( ) pecuéria () agricultura () mista

2. Dados epidemioldgicos:

2.1.NUmero de pessoas que moram na propriedade:

Adultos: (> 18 anos) () Adolesc: (>12al18anos) ()
Criangas: (0Oal2anos) ()

2.2.Presenca de roedores:

() sim () nédo () silvestre
2.3.0bservados em:

( ) deposito de racao ( ) curral ( ) residéncia ( ) outros

( ) ndo sabe

2.4.Presenca de gatos: () sim ( ) nédo ( ) ndo sabe
N° de animais

2.5.0s gatos tém acesso a:

( ) depositoderacdo ( )feno () silagem () curral

( )pastagem ( )sala de ordenha ( ) outros
2.6.Abastecimento de 4gua (homem ):

( )rede publica ( )poco convencional ( ) mina ( ) Pogo artesiano
( )ndosabe () outros

2.7.Abastecimento de agua ( animais ):

( ) rede publica () pogo convencional () mina ( ) represa

( ) agude pluvial ( ) corrego ( ) outros

2.8.A 4gua consumida é armazenada em caixa d’agua: ( )sim( )nao

2.9.A agua tem cor: () sim () néo
2.10. " “ cheiro: ()sim ( ) nédo
211 ¢ ¢ “ sabor: ()sim ( ) nédo
2.12.A fonte de abastecimento de agua esta proxima a:

2.12.1 Curral ()sim( ) ndo

2.12.2 Esgoto ()sim () néo

2.12.3 Privada ()sim () néo

2.12.4 Canil ( )sim () néo

2.13.Ingestado de carnes e derivados produzidos na propriedade:( ) sim ( ) ndo
2.13.1 Qual a freqiiéncia?: () diariamente ( ) semanalmente

( ) mensalmente ( ) semestralmente () anualmente

2.14.Ap6s temperar, vocé experimenta a carne antes de cozinhar: () sim ( ) ndo
2.15.Tipo de carne consumida: ( ) crua ( ) mal passada ( ) cozida

2.16.Qual os derivados consumidos?: ( ) linglica frescal

() lingliica defumada ( ) quibe cru () outro; qual?

2.17.0corre abate de animais na propriedade, para consumo proprio:( )sim() ndo
2.18.Quais as espécies: ( ) bovina ( )suina ( )ovina ( ) aves (frangos)

() caprina () outra

2.19.0 leite utilizado para a produc¢ao de queijo é pasteurizado ou fervido ?
()sim ( )nao () ndo sabe



2.20.0 queijo produzido na propriedade € consumido pelos moradores:

() sim () nédo ( ) ndo sabe

2.21.0s moradores fizeram algum exame de sangue em 1999 a 2003:
() sim ( ) ndo ( ) ndo sabe
2.22.Toxoplasmose ( )sim ( )ndo ( ) néo sabe

Qual o teste? Titulo

2.23.Brucelose () sim ( ) ndo ( ) ndo sabe
Qual o teste Titulo

2.24 Leptospirose ()sim () ndo ( ) ndo sabe
Qual o teste? Titulo

2.25.0utros:

Qual o teste? Titulo

3. Dados sobre a criagao caprina:

3.1.Tipo de exploracéo: ( ) Pecuéria intensiva ( ) Pecuaria semi-intensiva

( ) Pecuaria extensiva

3.3.Raga predominante: ( ) () () ()

3.4.Alimentac&o volumosa: ( ) pastagem ( ) forrageira () feno

3.5.Alimentacé&o controlada:( ) ragédo comercial ( ) ragcdo produzida na propriedade
3.6.Suplementacdo mineral: ( ) sal comum( ) sal comum + mineral (' )nenhuma
3.7.NUumero de animais:( )0 a6 meses( )7 al2meses( )13 a?24 meses

( )+ de 24 meses

3.8.Problemas reprodutivos: () abortamento ( ) repeticdo de cio ( ) natimortos

() recém nato debilitado () auséncia de cio ( )ndo sabe ( ) nenhum problema

() outros. Quais:

3.9.Freqiiéncia dos problemas reprodutivos (n.° de crias) :( ) primeira ( ) segunda
( )ap6s52 ( )todas () sem problema reprodutivo

3.10.Fase da gestacao acometida: ( ) tercoinicial () terco médio ( ) terco final

() ndo sabe

3.11.0 problema foi diagnosticado:( ) sim ( )ndo  Qual:

3.12.Problemas neurolégicos nos recém natos:

() membros flexionados ( ) membros hiperextendidos

( )ataxia () exoftalmia ( ) assimetria ocular ( )nenhum () outro

59
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6. ANEXO

Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia

Objetivo e politica editorial

O peritddico Arq. Bras. Med. Vet. Zootec. é editado pela Fundacao de Estudo
e Pesquisa em Medicina Veterinaria e Zootecnia/FEP MVZ Editora, e destina-se a
publicacdo de trabalhos cientificos sobre temas de medicina veterinaria, zootecnia,
tecnologia e inspec¢do de produtos de origem animal e areas afins relacionadas com
a produgéo animal.

Os trabalhos encaminhados para publicacdo sdo submetidos a aprovacao do
Corpo Editorial, com assessoria de especialistas da area (relatores). A lista de
especialistas que colaboraram em cada volume é publicada no ultimo fasciculo do
ano. Os trabalhos cujos textos necessitarem de revisdes ou correcbes que nao
puderem ser feitas pelos editores serdo devolvidos aos autores. Os aceitos para
publicacdo tornam-se propriedade do Arq. Bras. Med. Vet. Zootec. Os autores sé@o
responsaveis pelos conceitos e informacfes neles contidos. S&o imprescindiveis
originalidade, ineditismo e destinagéo exclusiva a Revista.

Os trabalhos para publicagdo deverdo ser encaminhados ao Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, no endereco abaixo.

Tipos de trabalhos aceitos para publicacéo

Artigo cientifico. E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se
na premissa de que o0s resultados séo posteriores ao planejamento da pesquisa.
Elementos do corpo do texto: Introdugdo, Material e Métodos, Resultados e
Discussao e Conclusoes.

Relato de caso. Contempla principalmente as areas médicas, em que o
resultado é anterior ao interesse de sua divulgacdo ou a ocorréncia dos resultados
ndo é planejada. Elementos do corpo do texto: Introdugéo, Casuistica, Discussao e
Conclusbdes (quando pertinentes).

Comunicacdo. E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho
experimental, dignos de publicacdo, embora insuficientes ou inconsistentes para
constituirem um artigo cientifico. Levantamentos de dados (ocorréncia, diagnésticos
etc.) também se enquadram aqui. Deve ser compacto, com no maximo quatro
paginas impressas, sem distincdo dos elementos do corpo do texto especificados
para artigo cientifico, embora seguindo aquela ordem. Quando a comunicacgéo for
redigida em portugués deve conter um abstract e quando redigida em inglés deve
conter um resumo.

Nota prévia. E o relato sucinto de um achado excepcional, de um invento ou
de uma descoberta que requer publicacdo rapida para garantir a originalidade ou
autoria.

Taxa de publicacado e separatas

A taxa de publicacéo de artigos aceitos sera de R$20,00 por pagina impressa
em preto, cobrada por ocasido da prova final do trabalho do primeiro autor.

N&o sera cobrada taxa de publicacdo se todos os autores do trabalho forem
assinantes do Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia. Se houver
necessidade de impressédo em cores, as despesas correrao por conta dos autores.
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Normas gerais

Os trabalhos e ilustracbes deverdo ser apresentados em trés coépias
impressas em uma soO face, espaco entre linhas 1,5, fonte Times New Roman
tamanho 12 e 3cm de margens, com paginas numeradas, ndo excedendo a 15. A
versao final dos trabalhos aceitos para publicacdo devera ser apresentada em
disquete identificado (3% polegadas), em editor de texto compativel com o Word for
Windows, sem formatacao do texto, juntamente com uma copia impressa.

Os trabalhos devem ser redigidos em portugués ou inglés. Para ortografia em
inglés recomenda-se o Webster’'s Third New International Dictionary. Para ortografia
em portugués adota-se o Vocabulario Ortografico da Lingua Portuguesa, da
Academia Brasileira de Letras. Os trabalhos submetidos em inglés deverdo conter
resumo em portugués e vice-versa.

Citacdes no texto deverdo ser feitas de acordo com a ABNT-NB 896. A
indicacdo da fonte entre parénteses sucede a citagcdo para evitar interrupcdo na
sequéncia do texto. Quando os nomes dos autores forem parte integrante do texto
menciona-se a data da publicacéo citada entre parénteses, logo apos o nome do
autor, conforme exemplos:

a) autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971) e (Anuario..., 1987-88) ou Anuario...
(1987-88)

b) dois autores: (Lopes & Moreno, 1974) ou Lopes & Moreno (1974)

c) mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979)

d) mais de um trabalho citado: Dunne (1967), Silva (1971) e Ferguson et al. (1979)
ou (Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em ordem cronol6gica
ascendente.

Citacdo de citacdo (ABNT-NB 896). Citar o autor e data do documento nao
consultado, seguido da expressdo apud e autor e data do documento efetivamente
consultado. Na lista de referéncias inclui-se apenas o documento consultado.
Trabalhos ndo publicados (ABNT-NB 896). Nao fazem parte da lista de referéncias
bibliogréficas, sendo apenas mencionados os dados bibliograficos disponiveis em
nota de rodapé.

Comunicacéo oral (ABNT-NBR 896). Indicada pela expressao “informacao
verbal”, entre parénteses. Os dados para identificacdo do autor da informacdo séo
citados em nota de rodapé.

Internet. Citar o autor e ano. (Nota de Rodapé) Autor. Titulo. Data
Completa da Informacao (dd/mm/aaaa). Endereco eletrdnico.

Caracteristicas dos elementos de um trabalho

Titulo. Em portugués e em inglés e vice-versa. Evitar termos néo
significativos como estudo, exame, andlise etc. Deve ser 0 resumo do resumo e nao
ultrapassar 100 digitos.

Autores. Os nomes dos autores virdo abaixo do titulo, com identificacdo da
instituicdo a que pertencem. No trabalho deve estar indicado o autor para
correspondéncia com enderegco completo, telefone, fax e e-mail. O excedente a
cinco autores aparece em nota de rodapé como colaboradores.

Resumo e Abstract devem conter no maximo 200 palavras em um soO
paragrafo. Nao repetir o titulo. Cada frase € uma informacao. Atencao especial as
conclusdes.

Palavras-chave e Keywords. No maximo cinco.

Introducédo. Explanagdo concisa, na qual sdo estabelecidos brevemente o
problema, sua pertinéncia, relevancia e os objetivos do trabalho.
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Material e métodos. Técnicas e procedimentos de rotina devem ser apenas
referenciados. N&o se aceitam subtitulos.

Resultados e Discussédo. Os resultados poderdo ser apresentados como um
elemento do texto ou juntamente com a discussao, em texto corrido ou mediante
ilustracbes. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. Comparacdes,
guando pertinentes, devem ser feitas de forma que o leitor chegue as suas préprias
conclusdes.

llustracBes sédo tabelas e figuras. Toda ilustracdo que ja tenha sido publicada
deve conter, abaixo da legenda, dados sobre a fonte (autor, data) de onde foi
extraida. A referéncia bibliografica completa relativa a fonte da ilustracdo deve
figurar na lista bibliografica final. As despesas de impresséo de ilustragdes coloridas
correrdo por conta dos autores.

Tabela. O termo refere-se ao conjunto de dados alfanuméricos ordenados em
linhas e colunas. Serdo construidas apenas com linhas horizontais de separagcédo no
cabecalho e ao final da tabela. A legenda recebe inicialmente a palavra Tabela,
seguida pelo niamero de ordem em algarismo arabico e é referida no texto como
Tab., mesmo quando se referir a varias tabelas.

Figura. O termo refere-se a qualquer ilustracdo constituida ou que apresente
linhas e pontos: desenho, fotografia, grafico, fluxograma, esquema etc. Os
desenhos, graficos etc. devem ser feitos com tinta preta, bem nitidos. As fotografias,
no tamanho de 10 x 15cm, devem ser bem nitidas e de bom contraste, ambos
indicando no verso a orientagdo para impressao, nome do autor e a qual figura se
refere. As legendas recebem inicialmente a palavra Figura, seguida do nimero de
ordem em algarismo arabico e é referida no texto como Fig., mesmo se referir a mais
de uma figura. Chama-se a atencdo para as propor¢des entre letras, numeros e
dimensdes totais da figura: caso haja necessidade de reducdo, esses elementos
também serdo reduzidos e podem ficar ilegiveis. Assim, € bom que o tamanho dos
desenhos apresentados pelos autores se aproxime do tamanho final impresso.

Além de impressas, quando pertinente, devem ser enviadas em arquivo separado,
identificado, em Corel Draw ou compativel, extensao .bmp.

Conclusdes. As conclusdes podem estar inseridas na discussdo. Neste caso
este item nao € necessario. As conclusbées nao devem ser repeticdo dos resultados.
Lembrar que nem sempre s&o necessarias.
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