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Resumo

FERNANDES, Magda, Universidade Federal da Paraiba, julho de 2017. Identificagdo
molecular da Ehrlichia canis, Babesia spp., Anaplasma platys e Hepatozoon spp. em
cdes anémicos atendidos no Hospital Veterindrio da UFPB. Orientadora: Danila
Barreiro Campos.

A anemia é uma alteragdo clinica e laboratorial de causas multifatoriais. Os
hemoparasitas sdo considerados causadores de anemia por diversos mecanismos. O
objetivo do trabalho foi identificar Ehrlichia canis, Babesia spp., Anaplasma platys e
Hepatozoon spp. em animais com anemia atendidos no Hospital Veterindrio da
Universidade Federal de Paraiba (UFPB). Foram selecionadas 95 amostras de sangue de
animais anémicos, as quais foram submetidas a extragdo de DNA e reacGes em cadeia pela
polimerase (PCR) para deteccdo de Ehrlichia canis, Babesia spp., Anaplasma platys e
Hepatozoon spp. A pesquisa direta de hemoparasita, quando solicitada pelo médico
veterinario era realizada no Laboratdrio de Patologia Clinica do Hospital Veterinario. Na
PCR, foi identificado o Hepatozoon spp. em 67,3% dos animais, a Babesia spp. em
45,3%, a E. canis em 31,6% e a A. platys em 10,5% dos animais. Em 32,6% das infecc¢oes
foi constatado o envolvimento de dois hemoparasitas. Infeccdo simultanea por trés
hemopasitas foi identificada em 16,8% dos animais. A pesquisa direta de hemoparasitas
apresentou resultados falsos-negativo e falsos-positivo em relacdo a PCR. O emprego da
PCR contribui para o diagndstico definitivo dos casos de hemoparasitoses nos animais

atendidos no Hospital Veterinario da UFPB.

Palavras-chave: Erliquiose, Babesiose, Anaplasmose, Hepatozoonose, PCR



Abstract

FERNANDES, Magda, Federal University of Paraiba, July 2017. Molecular
identification of Ehrlichia canis, Babesia spp., Anaplasma platys and Hepatozoon spp.
in anemic dogs treated at the UFPB Veterinary Hospital. View profile: Danila Barreiro

Campos.

Anemia is a clinical and laboratory change in multifactorial causes. Hemoparasites
are considered to cause anemia by several mechanisms. The objective of this work was to
identify Ehrlichia canis, Babesia spp., Anaplasma platys and Hepatozoon spp. in animals
with anemia attended at the Veterinary Hospital of the Federal University of Paraiba
(UFPB). A total of 95 blood samples were selected from anemic animals, which were
submitted to DNA extraction and polymerase chain reaction (PCR) for the detection of
Ehrlichia canis, Babesia spp., Anaplasma platys and Hepatozoon spp. Direct search for
hemoparasite, when requested by the veterinarian, was performed at the Laboratory of
Clinical Pathology of the Veterinary Hospital. In PCR, Hepatozoon spp. in 67.3% of the
animals, Babesia spp. in 45.3%, E. canis in 31.6%, and A. platys in 10.5% of the animals.
The involvement of two hemoparasites was found in 32.6% of the infections. Simultaneous
infection by three hemopasites was identified in 16.8% of the animals. Direct hemoparasite
screening showed false-negative and false-positive PCR results. The use of PCR
contributes to the definitive diagnosis of cases of hemoparasitosis in the animals treated at
the Veterinary Hospital of the UFPB.

Keywords: Ehrlichiosis, Babesiosis, Anaplasmosis, Hepatozoonosis, PCR
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O trabalho de conclusdo de curso esta sendo apresentado em forma de artigo segundo as
normas da Revista Brasileira de Parasitologia Veterinéria (Anexo 1).
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Resumo

A anemia é uma alteragdo clinica e laboratorial de causas multifatoriais. Os
hemoparasitas sdo considerados causadores de anemia por diversos mecanismos. O
objetivo do trabalho foi identificar Ehrlichia canis, Babesia spp., Anaplasma platys e
Hepatozoon spp. em animais com anemia atendidos no Hospital Veterindrio da
Universidade Federal de Paraiba (UFPB). Foram selecionadas 95 amostras de sangue de
animais anémicos, as quais foram submetidas a extracdo de DNA e reacGes em cadeia pela
polimerase (PCR) para deteccdo de Ehrlichia canis, Babesia spp., Anaplasma platys e
Hepatozoon spp. A pesquisa direta de hemoparasita, quando solicitada pelo médico
veterinario era realizada no Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario. Na
PCR, foi identificado o Hepatozoon spp. em 67,3% dos animais, a Babesia spp. em
45,3%, a E. canis em 31,6% e a A. platys em 10,5% dos animais. Em 32,6% das infeccdes
foi constatado o envolvimento de dois hemoparasitas. Infeccdo simultdnea por trés
hemopasitas foi identificada em 16,8% dos animais. A pesquisa direta de hemoparasitas
apresentou resultados falsos-negativo e falsos-positivo em relagdo a PCR. O emprego da
PCR contribui para o diagnéstico definitivo dos casos de hemoparasitoses nos animais

atendidos no Hospital Veterinario da UFPB.

Palavras-chave: Erliquiose, Babesiose, Anaplasmose, Hepatozoonose, PCR



Abstract

Anemia is a clinical and laboratory change in multifactorial causes. Hemoparasites
are considered to cause anemia by several mechanisms. The objective of this work was to
identify Ehrlichia canis, Babesia spp., Anaplasma platys and Hepatozoon spp. in animals
with anemia attended at the Veterinary Hospital of the Federal University of Paraiba
(UFPB). A total of 95 blood samples were selected from anemic animals, which were
submitted to DNA extraction and polymerase chain reaction (PCR) for the detection of
Ehrlichia canis, Babesia spp., Anaplasma platys and Hepatozoon spp. Direct search for
hemoparasite, when requested by the veterinarian, was performed at the Laboratory of
Clinical Pathology of the Veterinary Hospital. In PCR, Hepatozoon spp. in 67.3% of the
animals, Babesia spp. in 45.3%, E. canis in 31.6%, and A. platys in 10.5% of the animals.
The involvement of two hemoparasites was found in 32.6% of the infections. Simultaneous
infection by three hemopasites was identified in 16.8% of the animals. Direct hemoparasite
screening showed false-negative and false-positive PCR results. The use of PCR
contributes to the definitive diagnosis of cases of hemoparasitosis in the animals treated at
the Veterinary Hospital of the UFPB.

Keywords: Ehrlichiosis, Babesiosis, Anaplasmosis, Hepatozoonosis, PCR
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Introducéo
A anemia é uma alteracdo hematoldgica caracterizada pela diminui¢do da massa de

eritrocitos (volume globular), do namero total de eritrocitos e do teor de hemoglobina
abaixo dos valores de referéncia (LACERDA, 2015; KAHN & LINE, 2013; THRALL,
2014). Isoladamente, ndo constitui um diagndstico, mas sim, uma alteracdo clinica e
laboratorial, de causas multifatoriais (LACERDA, 2015). Para auxiliar o diagndstico, a
anemia é classificada de acordo com o tamanho dos eritrécitos e teor de hemoglobina, com
a resposta da medula 6ssea e fisiopatogénese (THRALL, 2014).

De maneira geral, a anemia é decorrente de uma enfermidade priméria que
promova perda, destruicdo, e/ou diminui¢cdo da producdo de hemacias. A perda de
eritrécitos € causada por hemorragias agudas ou crénicas, como por exemplo, os traumas,
procedimentos cirdrgicos, neoplasias hemorragicas, lesGes gastrointestinais, ectoparasitas e
endoparasitas (LACERDA & HLAVAC, 2015; KAHN & LINE, 2013; THRALL, 2014).

A principal causa de destruicdo de hemacias, ou hemolise, acontece por
mecanismos imunomediados. A anemia hemolitica imunomediada (AHIM) pode ser de
origem idiopética, ou estar relacionada a infeccOes, neoplasias e uso de certos farmacos
(KAHN & LINE, 2013; THRALL, 2014). Além disso, infecgdes por parasitas de
eritrocitos, administracdo de medicamentos ou substancias que promovam lesdes
oxidativas levam a destruicdo das hemacias (LACERDA & HLAVAC, 2015; THRALL,
2014).

A diminuicdo da producdo de hemécias acontece por aplasia de medula ou por
aplasia ou hipoplasia eritrocitaria. A aplasia de medula 6ssea pode ter origem primaria, ou
secundaria a infec¢des, radiacbes, medicamentos ou produtos quimicos. Nos casos de
aplasia ou hipoplasia apenas da série vermelha do sangue, distarbios extrinsecos a medula
podem estar relacionados, como doengas inflamatorias, distarbios enddcrinos, insuficiéncia
renal ou deficiéncia nutricional (KAHN & LINE, 2013; THRALL, 2014).

Os hemoparasitas sdo considerados importantes causadores de anemia em cées
(COSTA, 2011), e podem causar alteracdo pela destruicdo direta dos eritrocitos, por
aplasia de medula, ou desencadear anemia hemolitica imunomediada (THRALL, 2014).
No Brasil, os principais hemoparasitas de cdes sdo a Ehrlichia canis, a Babesia spp., 0

Hepatozoon canis e a Anaplasma platys (COSTA, 2011), sendo o carrapato do cdo,



Rhipicephalus sanguineus, considerado o principal vetor desses parasitas (RAMOS et al.,
2009; ROTONDANO et al., 2015; SOUSA et al., 2009; UENO et al., 2009).

O diagnostico das hemoparasitoses pode ser feito através da visibilizacdo de
corpusculos de inclusdo no interior das células infectadas no exame de esfregaco
sanguineo, porém essa técnica, que é considerada eficiente apenas na fase aguda da
doenca, quando a parasitemia esta alta (LEAL et al., 2015; SILVA MCA et al., 2014;
UENO et al., 2009), apresenta baixa sensibilidade e especificidade, pois outros tipos de
inclusbes podem ser interpretadas como inclusbes parasitarias (RAMOS et al., 2009;
UENO et al., 2009; WITTER et al., 2013). Os testes sorologicos como o Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay (ELISA) ou a reagcdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), séo
importantes ferramentas de diagnostico, principalmente na fase crénica da infec¢do, no
entanto, apenas afirmam a exposicdo ao agente, mas ndo confirmam a infeccdo
(FONSECA et al., 2017); além disso, apresentam baixa especificidade, por causa das
reacOes cruzadas com outros agentes e da presenca de anticorpos de infec¢bes anteriores
(NAKAGHI et al., 2008). A identificacdo molecular desses hemoparasitas por meio da
reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) é considerada o melhor método de diagndstico
das hemoparasitoses; pois apresenta maior sensibilidade e especificidade quando
comparada aos outros métodos (COSTA, 2011; MIRANDA, 2013; UENO et al., 2009;
WITTER et al., 2013), além de permitir a identificacdo das espécies ou subespécies
envolvidas na infecgdo (COSTA, 2011).

Considerando que a anemia é uma alteracdo hematoldgica encontrada comumente
nas infeccdes por hemoparasitas em cdes e a importancia do diagndstico preciso dessas
enfermidades, o objetivo do trabalho foi identificar infeccGes por E. canis, Babesia spp.,
Hepatozoon spp. e A. platys, através da PCR, em animais com anemia atendidos no
Hospital Veterinario da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Além disso, objetivou-se
identificar coinfec¢Bes por outros hemoparasitas, e comparar os resultados da PCR com o
exame parasitologico direto do esfregaco de sangue periférico, que pesquisa inclusdes

celulares compativeis com os hemoparasitas.



Material e Métodos

Amostras

Os animais selecionados foram procedentes da rotina clinica do Hospital
Veterinario da UFPB, localizado no municipio de Areia, Paraiba, Brasil. Amostras de
sangue foram colhidas em tubos de polipropileno contendo acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA), na proporcdo de 20ul para 2 ml de sangue, encaminhadas, e processadas
no Laboratorio de Patologia Clinica do Hospital Veterindrio. Foram selecionadas 95
amostras de animais que, no hemograma, apresentavam anemia segundo os valores de
referéncia para volume globular, hematimetria e hemoglobina estabelecidos por Feldman
et al. (2000). A pesquisa direta de hemoparasita, quando solicitada, foi realizada no préprio
Laboratdrio de Patologia Clinica. Em seguida, as amostras de sangue foram congeladas a -
80° C.

Todos os procedimentos realizados foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animal (CEUA) da UFPB sob protocolo n° 018/2017.

Extracdo de DNA e reacdo de PCR

As amostras de sangue foram submetidas a extracdo de DNA por meio do G-spin™
Total DNA Extraction Kit (iNtRON Biotechnology, Gyeonggi-do, Coréia), seguindo
protocolo do fabricante. Apds extracdo, o DNA obtido foi quantificado por
espectrofotometria (Colibri Microvolume Spectrometer, Titertek-Berthold) e, em seguida,
todas as amostras foram diluidas na concentragdo de 20ng/pl.

Os primers para 0s genes virB9 da E.canis, o qual é considerado um gene mais
conservado que o p 30-10 e 0 16S rRNA nesta espécie (FELEK et al. 2003), 18S rRNA do
Hepatozoon spp., 18s rRNA da Babesia spp. e 16S do rRNA da A. platys, utilizados nas
reacOes de PCR, foram obtidos a partir de estudos previamente publicados, conforme

tabela 1. Como controle enddgeno foi utilizada a tubulina beta (Tabela 1).



Tabela 1: Sequéncia de nucleotideos correspondente aos primer utilizados nas reacdes em cadeia pela
polimerase em cédes anémicos atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal da Paraiba, Areia,

PB. » = foward; € = reverse.

Tamanho do Referéncia/
Gene alvo Oligonucleotideos amplicon (pb) NUmero
P P GenBank
> 5-CATTATCATTTCAATACGTAACTC-3’
E. canis 959pb Felek
(VirB9) 4 5-TTTTGATTTTCTTCTGACATAGTG-3’ etal. 2003
Babesia ™ 3 -CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATACA-3’ _
spp. 551pb AITe'da
(185 IRNA) € 5-GCTTGAAACACTCTARTTTTCTCAAAG-3’ etal. 2012
Hepatozoon ™ 5-GGTAATTCTAGAGCTAATACATGAGC-3’ _
spp. 574pb AITe'da
(18s IRNA) € S-ACAATAAAGTAAAAAACAYTTCAAAG-3’ etal. 2012
> 5-AAGTCGAACGGATTTTTGTC-3’
A. platys 504ph Gotsch
(16SrRNA) < 5°-CTCTCCCGGACTCTAGTC-3’ etal. 2009

» 5°—CAGCAAGATCCGTGAAGAGT -3’
Tubulina

123pb BT030522.1
Beta ~ « 5°-ACCAGCTGATGGACAGAGAG- 3’

Nas reacOes de PCR utilizou-se 0.2 uM do primer forward e 0.2 uM do reverse, 200
uM de dNTPs (Eco Diagndstica, Nova Lima, Brasil), 1X de Tampé&o de reacdo (Quatro G,
Porto Alegre, Brasil), 2 mM de MgCl (Quatro G, Porto Alegre, Brasil), 0.625 unidades de
Tagq DNA Polimerase (Quatro G, Porto Alegre, Brasil), 80 (E. canis e Tubulina beta) ou
100 ng (Hepatozoon spp., Babesia spp. e A. platys) de DNA genémico da amostra a ser
avaliada, e 4gua ultrapura Mili-Q, para completar o volume final de 25 pl.

As condicgdes de amplificacdo foram semelhantes para todos os primers; comegando
com um ciclo de desnaturacdo inicial a 94°C durante 3 minutos, seguido de 40 ciclos de
94°C por 30 segundos; 56°C para E. canis, 52°C para Babesia spp., 51°C para Hepatozoon
spp. e 60°C para A. platys e Tubulina beta por 30 segundos; e 72°C por 1 minuto, seguido
de 1 ciclo de extensao final a 72°C durante 5 minutos. Como controle positivo foi utilizada
uma amostra positiva para o agente na pesquisa de hemoparasitas em sangue periférico,
previamente testada; e no controle negativo foi adicionada adgua ultrapura Mili-Q ao invés
de DNA.



Apo6s amplificacdo, os fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em gel
de agarose a 1%, corados com Sybr™ (Biotium, Hayward, EUA), e revelados no

fotodocumentador L-Pix Chem (Loccus, Cotia, Brasil).
Analise estatistica

Foi estabelecida a frequéncia absoluta e relativa dos hemoparasitas identificados
nas analises de PCR; bem como o perfil de infeccdo por um, dois ou trés hemoparasitas.
Além disso, foram comparados os resultados obtidos por PCR, com dados da pesquisa de
hemoparasitas no esfregaco sanguineo. Para auxiliar as analises, foi utilizado o software
Microsoft Excel® 2010.

Resultados

As analises de PCR indicaram que o hemoparasita mais prevalente nesta pesquisa
foi o Hepatozoon spp., o qual foi identificado em 67,3% (64/95) das amostras analisadas.
A Babesia spp. foi 0 segundo agente infeccioso mais encontrado, correspondendo a 45,3%
(43/95). A bactéria Ehrlichia canis estava presente em 31,6% (30/95) dos animais
avaliados, e em 10,5% (10/95) identificou-se DNA compativel com Anaplasma platys. Das
95 amostras testadas, 11,6% (11/95) nao amplificaram DNA de nenhum hemoparasitas

pesquisados (Figura 1).

Figura 1: Frequéncia dos hemoparasitas identificados pela reagdo em cadeia pela polimerase, em cées

anémicos atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal da Paraiba, Areia, PB.
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Ao avaliar infec¢Ges concomitantes foi observado que 38,9% (37/95) dos animais
apresentavam infeccdo apenas por um hemoparasita; 32,6% (31/95) foram positivos para
dois e, 16,8% (16/95) das amostras apresentavam DNA compativel com trés hemoparasitas
distintos. Nenhuma das amostras testadas apresentava infeccdo pelos quatros

hemoparasitas investigados (Figura 2).

Figura 2: Frequéncia de infec¢Bes simples e mistas identificadas pela reacdo em cadeia pela polimerase em

cdes anémicos atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal da Paraiba, Areia, PB.
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Dos animais que foram positivos apenas para um dos hemoparasitas estudados, o
Hepatozoon spp. foi o mais prevalente, sendo responsavel por 62,2% (23/37) das infec¢bes
simples; 21,6% (8/37) dos animais estavam infectados apenas por Babesia spp., e 16,2%
(6/37) apresentavam infeccdo somente por E. canis. O Anaplasma platys ndo foi
identificado como agente infeccioso Unico em nenhum dos animais avaliados. Das
infeccBes concomitantes por dois agentes foi observado que 45,2% (14/31) dos animas
estavam infectados por Hepatozoon spp. e Babesia spp.; 25,8% (8/31) por Hepatozoon spp.
e E. canis; 19,4% (6/31) por E. canis e Babesia spp.; e 9,7% (3/31) por Hepatozoon spp. e
A. platys. Entre os animais infectados por trés hemoparasitas, 56,3% (9/16) foram positivos
para Hepatozoon spp., E. canis e Babesia spp.; 37,5% (6/16) para Hepatozoon spp.,
Babesia spp. e A. platys, e 6,3% (1/16) para Hepatozoon spp., E. canis e A. platys (Tabela
2).



Tabela 2: Frequéncia dos hemoparasitas em infecgdes por um, dois ou trés agentes pesquisados identificados
pela reagdo em cadeia pela polimerase em cdes anémicos atendidos no Hospital Veterinario da Universidade
Federal da Paraiba, Areia, PB.

NUmero de % de

Hemoparasitas identificados animais animais

positivos positivos
Hepatozoon spp. 23 62,2%
Babesia spp. 8 21,6%
Ehrlichia canis 6 16,2%
Total 37 100%
Hepatozoon spp. e Babesia spp. 14 45,2%
Hepatozoon spp. e E. canis 8 25,8%
E. canis e Babesia spp. 6 19,4%
Hepatozoon spp. e A. platys 3 9,7%
Total 31 100%
Hepatozoon spp., E. canis e Babesia spp. 9 56,3%
Hepatozoon spp., Babesia spp. e A. platys 6 37,5%
Hepatozoon spp., E. canise A. platys 1 6,3%
Total 16 100%

A pesquisa direta de hemoparasitas no esfregaco de sangue periférico, foi solicitado
em 60% dos animais (57/95). Destes, 51% (29/57) foram positivos para um ou mais
agentes, e em 49% (28/57) nao foi visualizado estruturas compativeis com nenhum
parasita. Para os outros 40% (38/95) dos animais avaliados por PCR o exame nao foi

solicitado.

Ao comparar os resultados da PCR com a pesquisa direta de hemoparasitas, foi
observado que 13 animais apresentaram estruturas semelhantes a mérulas de Ehrlichia
spp., no entanto, seis (46,2%) destas amostras foram confirmadas na PCR para 0 agente; as
outras sete (53,8%) amostras que ndo foram confirmadas para E. canis na PCR,
apresentaram DNA compativel com outros hemoparasitas. Observou-se que 10 animais
apresentaram inclusBes nos eritrécitos sugestivas de Babesia spp.; dessas amostras, 50%
apresentaram resultado positivo na PCR, e em alguns casos havia co-infeccdo por outros
agentes. Das cinco (50%) amostras negativas para Babesia spp. na PCR, 80% (4/5) foram
positivas para outros agentes, e em 20% (1/5) ndo foi identificado nenhum hemoparasita
pesquisado. Hepatozoon spp. foi visualizado no sangue periférico de sete animais, dos
quais 86% (6/7) foram confirmados para 0 agente na PCR, e ainda, apresentaram DNA
compativel com outros hemoparasitas. Apenas uma amostra (14%) nédo foi confirmada para

Hepatozoon spp., na qual foi identificado DNA correspondente a Babesia spp. Estruturas



semelhantes a Anaplasma spp. foram observadas no sangue periférico de trés animais, no
entanto, nenhuma dessas amostras foram confirmadas para o agente na PCR. Nesses

animais foram identificados outros agentes infecciosos causando infeccdo (Tabela 3).

Tabela 3: Comparagdo dos resultados do exame de ponta de orelha com os resultados obtidos na PCR em
caes anémicos atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal da Paraiba, Areia, PB. E =
Ehrlichia canis; B= Babesia spp.; H= Hepatozoon spp.; A = Anaplasma platys; HE= Hepatozoon spp e E.
canis; EB= E. canis e Babesia spp.; HB = Hepatozoon spp e Babesia spp.; HA= Hepatozoon spp e A. platys;
HEA= Hepatozoon spp, E. canis e A. platys; HEB= Hepatozoon spp, E. canis e Babesia spp.; HBA=
Hepatozoon spp, Babesia spp. e A. platys; Neg. = negativo.

Outros agentes identificados/

N° de Outros agentes identificados/ R x
o : N° de amostras nao
Agentes amostras N° de amostras confirmadas .
. . confirmadas para o agente na
pesquisados positivas em para o agente na PCR PCR
lamina

HE, E, HEA, EB, HEB, HE B, B, H, HBA, HBA, H, HBA

iQ*
. canis 13 = 6 (46,2%) = 7 (53,8%)
Babesia 10 B, HBA, HEB, HB, B H, HE, HEA, H, Neg.
spp. =5 (50%) =5 (50%)
Hepatozoon HB, HEB, HB, HB, H, HA _ 0
Spp. 7 ~'6 (86%) B =1(14%)
H, HEB, EB =
A. platys 3 - 3 (100%)

* Qutras espécies de Ehrlichia spp.

Discussao

Assim como nesta pesquisa, infeccdes por hemoparasitas ja foram relatadas em
animais com anemia (DRUMOND, 2013; FONSECA et al., 2017, ROTONDANO et al.,
2015; SILVA et al., 2012; SPOLIDORIO et al., 2011).

O hemoparasita mais prevalente nesta pesquisa foi o Hepatozoon spp. Estudos
anteriores também identificaram esse hemoparasita em cdes com anemia (DRUMOND,
2013; MUNDIM et al., 1992; SPOLIDORIO et al., 2011). Spolidorio et al. (2011)
verificaram por PCR que 90% dos animais avaliados apresentavam infeccdo por
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Hepatozoon spp. em Cuiaba. No entanto, Rotondano et al. (2015) ao pesquisar infec¢des
por hemoparasitas no semiarido da Paraiba, ndo identificaram animais positivos para
Hepatozoon spp., utilizando o mesmo método de diagnostico. A identificacdo deste
hemoparasita no municipio de Areia pode estar relacionada as diferencas de
susceptibilidade do R. sanguineus ao Hepatozoon spp., pois no Brasil ha relatos de pelo
menos dois halotipos dessa espécie de carrapato (MORAES-FILHO et al., 2011), o qual é
apontado como principal vetor da hepatozoonose (TORRES et al., 2004). Além disso,
outras espécies de carrapatos podem estar envolvidas na transmissdo desse patdgeno
principalmente em areas rurais (MIRANDA, 2013).

A maior prevaléncia de infeccGes por Hepatozoon spp. pode estar associada a
procedéncia dos animais atendidos no Hospital Veterinario, pois muitos destes residem em
zonas rurais. Estudos recentes constataram que animais da zona rural apresentavam maior
infestacdo por carrapatos quando comparado aos animais que vivem na &rea urbana,
favorecendo a transmissdo de doencas veiculadas por este vetor (SILVA MCA et al.,
2014). Silva MCA et al. (2014) verificaram que o Hepatozoon spp. foi 0 agente infeccioso
mais prevalente na pesquisa direta de hemoparasitas em animais provenientes da zona rural
de Abadias dos Dourados, Minas Gerais.

A Babesia spp. foi identificada como o segundo parasita mais prevalente nos
animais deste estudo. A presenca de Babesia spp. em animais anémicos ja foi relatada em
pesquisas anteriores (DRUMOND, 2013; FONSECA et al., 2017; SPOLIDORIO et al.,
2011). Resultados inferiores ao observado, foram encontrados por Ramos et al. (2010) no
Recife, Rotondano et al. (2015) no semiérido da Paraiba e por Silva et al. (2016) no Recife,
que identificaram Babesia canis vogeli em respectivamente 7,3%, 10% e 4,8% dos animais
avaliados, por meio da PCR. Diferentes frequéncias podem ser observadas devido as
diferencas nas populacdes de cdes estudadas (SILVA et al., 2016); neste trabalho, a
populacdo avaliada era composta por cdes anémicos, e isso pode ter contribuido para a
maior identificacdo da Babesia spp., visto que esse protozoario causa anemia devido a
hemolise intravascular ou extravascular (DRUMOND, 2013).

A associacdo do quadro de anemia com a erliquiose é relatada em varios estudos
(DRUMOND, 2013; FONSECA et al., 2017; ROTONDANO et al., 2015; SILVA et al.,
2012; SOUSA et al., 2009; WITTER et al., 2013). O resultado observado nesse trabalho
foi inferior ao encontrado por Ramos et al. (2009), que observaram prevaléncia de 57%
para E. canis, no Recife, utilizando a PCR; e superior ao encontrado por Rotondano et al.

(2015), os quais relataram que 25% do animais avaliados apresentaram infeccdo por E.
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canis, associando a infecgdo pelo hemoparasita ao quadro de anemia. Esses indices de
prevaléncia podem variar de acordo com as populacdes de cées estudadas, com as
diferencas geogréaficas, ou de fatores outros como distribuicdo dos vetores e método de
diagnostico utilizado (SOLANO-GALLEGO et al., 2006).

Em menor frequéncia foi identificada a bactéria A. platys (10,5%). Resultado
semelhante foi observado por Witter e colaboradores (2013), que encontraram prevaléncia
de 9,1% para este parasita em Cuiabd, por meio da PCR. Contudo, Ramos et al. (2010)
verificaram que 48,7% dos animais avaliados no Recife, apresentavam infeccdo por A.
platys. No presente estudo, a A. platys ndo foi identificada como agente Unico causando
infeccdo nos animais avaliados, isso pode indicar que a anaplasmose é uma enfermidade
pouco frequente nessa microrregido. Todavia, deve-se considerar que a baixa prevaléncia
de A. platys pode esta relacionada a caracteristica do agente apresentar episodios ciclicos
parasitemia e, nos periodos em que ha poucas inclusdes plaquetarias a reacdo de PCR pode
ser negativa (CHANG & PAN, 1996). Além disso, o perfil dos animais avaliados, cuja
principal alteragdo considerada era a presenca de anemia, pode ter influenciado na menor
identificacdo do agente; uma vez que e a infeccdo por Anaplasma platys esta associada
principalmente ao desenvolvimento de trombocitopenia (CHANG & PAN, 1996; SILVA
etal, 2012).

Alguns animais ndo apresentaram reacGes positivas para 0s hemoparasitas
pesquisados. Isso pode ser explicado pelo fato da pesquisa ser realizada em animais
anémicos, independente da suspeita de hemoparasitose. Desta forma, a anemia apresentada
por estes animais pode ser atribuida a causas distintas como neoplasias, doenca renal
crbnica, doencas inflamatdrias, outras doencas infecciosas como cinomose, parvovirose e
leishmaniose, ou ainda, por distirbios nutricionais (ABREU-SILVA et al., 2008;
ALMEIDA et al., 2009; CRIVELLENTI et al., 2014; DRUMOND, 2013; SILVA AHC et
al., 2014; THRALL, 2014).

Na maioria dos casos de hemoparasitose, um Unico agente é responsavel pela
infeccdo e por desencadear os sinais clinicos. Nesta pesquisa, 38,9% dos animais
apresentaram infecgdo por um dos agentes, o que também foi observado por Silva et al.
(2012) em 24,61% dos animais, no Parand, utilizando a PCR.

No entanto, apesar da maioria das infeccdes serem causadas por um hemoparasita,
as infeccOes mistas podem ser encontradas (COSTA, 2011; ROTONDANO et al., 2012;
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SILVA et al., 2012; SPOLIDORIO et al., 2011; WITTER et al., 2013). Coinfeccdes por
dois hemoparasitas identificados pela PCR, ja foram relatadas por Spolidorio et al. (2011)
em Cuiab4, por Kledmanee et al. (2009) na Tailandia, por Costa (2011) em Goiania, por
Fonseca et al (2017) em Lavras, e por Rotondano et al (2015) no semiarido da Paraiba.
InfeccBes mistas envolvendo trés agentes distintos também foram observadas, através da
PCR, por Costa (2011), por Oliveira (2015) em Vigosa, e por Kledmanee et al. (2009) na
Tailandia. Essas coinfeccdes podem ser atribuidas ao fato desses hemoparasitas
compartilharem o mesmo vetor (COSTA, 2011; ROTONDANO et al., 2015), o qual pode
disseminar simultaneamente varios parasitas (LEAL et al., 2015); essas infec¢des multiplas
exacerbam os sinais clinicos e as alteracdes laboratoriais (SOUSA et al., 2009),
dificultando a suspeita clinica (LEAL et al., 2015). A associacdo de dois ou mais
hemoparasitas torna o diagnostico mais complexo, e o diagnéstico por PCR é uma
ferramenta que possibilita identificar com eficiéncia qual ou quais agentes estdo

envolvidos na infeccgéo.

A comparacdo entre os dois métodos de diagndstico das hemoparasitoses revelou
que a pesquisa direta do hemoparasita em sangue periférico apresenta muitos resultados
falsos negativo. Apesar do baixo custo, a pesquisa direta de hemoparasita € considerada
um meétodo de diagnostico de baixa sensibilidade (ARAUJO, 2015; COSTA, 2011,
RAMOS et al., 2009; ROTONDANO et al., 2015; UENO et al., 2009); sendo a PCR, um
método mais sensivel para diagnosticar infeccdes por hemoparasitas (COSTA 2011;
RAMOS et al., 2009).

No presente trabalho também foi identificado que 48,5% dos resultados positivos
em lamina ndo foram confirmados para o agente na PCR. Resultados falso-positivos, na
pesquisa direta de hemoparasita, foram encontrado por Ramos et al. (2009) no Recife, e
por Ueno et al. (2009) em Botucatu. Nas amostras cujo agente visualizado no esfregaco
sanguineo nédo foi confirmado na PCR, foram identificados outros hemoparasitas. Ramos et
al. (2009) observaram em suas analises que 3% dos animais positivos em lamina para A.
platys ndo foram confirmados para esse agente na PCR, mas foram positivos para E. canis.
Inclusdes celulares podem ser provenientes da ativacdo celular nos processos
inflamatdrios, e muitas vezes podem ser confundidas com inclusbes parasitarias; ou ainda,
inclusbes de um parasita podem ser semelhantes a corpusculos de inclusdo de outros
hemoparasitas, possibilitando a conclusdo de diagnosticos falso-positivos (RAMOS et al.,

2009). E necessario considerar ainda, o envolvimento de outras espécies de da familia
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Anaplasmataceae, que podem apresentar no esfregaco de sangue estruturas semelhantes a
Ehrlichia canis (FERREIRA et al., 2007 ) e, pelo fato dos iniciadores utilizados neste
trabalho serem especificos para essa espécie, o resultado da PCR foi negativo para este
agente. O diagndstico definitivo e confiavel dessas enfermidades por meio de PCR é
fundamental para a conduta terapéutica, e assim evitar o uso desnecessario de antibioticos

e antiparasitarios.

Conclusodes

A partir dos resultados encontrados é possivel afirmar que a anemia esta presente
na maioria dos casos de hemoparasitoses em cdes, e as vezes, dois ou mais parasitas estao

envolvidos na infeccgéo.

A hepatozoonose é uma enfermidade muito frequente em animais anémicos
atendidos no Hospital Veterinario da UFPB. A erliquiose e a babesiose também s&o
identificadas com frequéncia nos animais com anemia; ja a anaplasmose parece nao ser
uma enfermidade importante nos animais que apresentam anemia, mas pode ser encontrada

em muitos casos de co-infecces.

A PCR é uma importante ferramenta no diagndstico das hemoparasitoses,
auxiliando na identificacdo de coinfeccBes e contribuindo, para que seja instituido o
tratamento mais adequado para o agente identificado.
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ANEXO 1

INSTRUCOES AOS AUTORES
“BRAZILIAN JOURNAL OF VETERINARY PARASITOLOGY”

REVISTA BRASILEIRA DE PARASITOLOGIA VETERINARIA

APRESENTACAO

A Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria € um 6rgéo oficial de divulgacao
do Colégio Brasileiro de Parasitologia Veterinaria (CBPV). Tem como objetivo publicar
temas relativos a Helmintos, Protozoarios, Artropodes e Rickettsias bem como assuntos
correlatos. A revista tem periodicidade trimestral. Sdo aceitas submisses de manuscritos,
em inglés, de pesquisadores de qualquer pais, associados ou ndo ao CBPV. Este periodico
oferece a todos os pesquisadores acesso eletronico livre para consulta de todos os
trabalhos, desde seu primeiro volume publicado em 1992.

POLITICA EDITORIAL

Os artigos submetidos a Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria deverdo
caracterizar-se como cientificos e originais, essencialmente sobre parasitas de animais em
geral. O(s) autor(res) devera(do) anexar uma carta, responsabilizando-se por todo o
processo de tramitagdo e originalidade do artigo, salvo resumo(s) apresentado(s) em
eventos cientificos, ndo submetidos a publicacdo em outros periddicos. Trabalhos com
namero excessivo de autores deverdo ser avaliados pelos editores cientificos assistentes,
em relagdo ao protocolo experimental. E necessaria a colaboragdo substancial de todos os
autores no planejamento do estudo, obtencdo, analise e interpretacdo de resultados,
confeccdo do artigo e aprovacdo da versdo final submetida e aceita. Colaboradores que nao
tiveram participacdo ativa em todo o processo descrito acima poderao ser listados na se¢édo
de agradecimentos. Podera haver agradecimento ao pesquisador que forneceu auxilio
técnico, correcdo ou sugestdo na escrita, ou ao chefe de departamento que proporcionou
infraestrutura para elaboracdo do trabalho. O processo de avaliacdo do trabalho dependera
da observancia das Normas Editoriais, dos Pareceres do Corpo Editorial e/ou do Relator
ad-hoc. Nesse processo, o editor-chefe e os editores cientificos assistentes poderdo sugerir
ou solicitar as modificagBes necessérias, apesar de ser de responsabilidade dos autores 0s
conceitos emitidos. Os artigos submetidos serdo avaliados por, no minimo, 2 revisores
anobnimos, sendo um estrangeiro, selecionados pelo editor-chefe. Em caso de pareceres
contrarios, o artigo serd enviado a um terceiro revisor. A Revista Brasileira de
Parasitologia Veterinaria atribui a seus artigos as categorias de: Artigos Completos,
Comunicacdo Breve e Artigos de Revisdo, sendo este ultimo escrito por especialistas e
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condicionado a solicitagdo por convite do editor-chefe. Revisdes nédo solicitadas néo seréo
aceitas, mas o topico da revisao pode ser sugerido, previamente, ao editor-chefe ou editores
cientificos assistentes.

Submisséo de trabalhos:

O artigo a ser submetido deve passar por revisdo do inglés, pelos revisores
credenciados pela RBPV (http://cbpv.org.br/rbpv/revisoes_traducoes.php). Junto ao
trabalho submetido anexar o certificado de revisdo de inglés. Os pesquisadores deverdo
assumir os custos da revisdo. Caso um dos coautores seja estrangeiro nativo da lingua
inglesa, este devera revisar o inglés do trabalho e enviar um oficio a RBPV.

Taxa de publicagéo:
Apds o aceite do artigo, sera cobrada as seguintes taxas de publicacao:

R$ 250,00 (associados do CBPV em dia com as anuidades);

R$ 500,00 (ndo-associados do CBPV).

Dados bancarios para depésito:

Nome: Colégio Brasileiro de Parasitologia Veterinaria/ Revista
Banco do Brasil (001)

Agéncia: 0269-0

Conta Corrente: 28848-9

Para autores estrangeiros:

SWIFT BRASBRRJRPO

IBAN 001026900000288489

Endereco: Via de acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n, Zona Rural. CEP: 14884-900.

Jaboticabal — SP, Brasil.

Processo de avaliagdo pelos pares
O processo de avaliagdo do trabalho dependerd da observancia das Normas
Editoriais, dos
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Pareceres do Corpo Editorial e/ou do Relator ad-hoc. Os artigos submetidos seréo
avaliados por, no minimo, 2 revisores anénimos, sendo um estrangeiro, selecionados pelo
editor-chefe. Em caso de pareceres contrarios, o artigo sera enviado a um terceiro revisor.

O relator deverd preencher o formulério de avaliagdo da RBPV, disponivel no
sistema on-line de submissdo (http://mc04.manuscriptcentral.com/rbpv-scielo). Tendo
recebido a avaliacdo de pelo menos 2 dos revisores selecionados, o(s) autor(es) recebera
(80) os formularios de avaliacdo e possiveis correcdes feitas diretamente no texto. O
avaliador podera corrigir novamente o artigo, se necessario. Apds o aceite pelos revisores
ad-hocs, porém antes da resposta aos autores, o artigo passara pela analise final de um dos
Editores Cientificos Assistentes. Lembrando que, o Editor Cientifico Assistente possui
autonomia para sugerir correcdes e/ou rejeitar a publicagdo do artigo, mesmo com a
aprovacao dos relatores.

Apds diagramacdo e editoracdo, os editores cientificos assistentes e a editora-chefe
da revista, fazem as correcdes finais.

Transferéncia de direitos autorais:

Ao ser submetido, o artigo deve vir acompanhado de um oficio, em que o autor se
responsabiliza por todo o processo de tramitacao e originalidade do trabalho.

ETICA

Experimentos que utilizam animais deverdo ser conduzidos obedecendo as normas
aprovadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (http://www.cobea.org.br),
devendo os autores apresentarem o numero de protocolo de submissdo e aprovacao dos
trabalhos em Comissdo de Etica e Bem-Estar Animal.

APRESENTACAO DOS MANUSCRITOS

Na elaboracéao do texto serdo observadas as seguintes normas:

Os trabalhos devem ser submetidos em inglés, de forma concisa, com linguagem
impessoal e com os sinais de chamadas de rodapé em nimeros arabicos, lancados ao pé da
pagina em que estiver o respectivo nimero e em ordem crescente. Os trabalhos deverdo ser
apresentados em fonte “Times New Roman”, tamanho 12, com margem superior e inferior
de 2,5 cm, esquerda e direita com 3 cm e espacamento entre linhas de 1,5 cm com as
paginas numeradas. Para a categoria Artigo Completo, o trabalho ndo devera exceder 17
paginas, quando da diagramacdo final. Para a categoria Comunicacdo Breve, o trabalho
ndo deverd exceder 6 paginas, quando da diagramacdo final. As tabelas e ilustracdes
deverdo ser apresentadas separadas do texto e anexadas ao final do trabalho, sem legendas.
As respectivas legendas deverdo vir no texto logo apds as referéncias bibliograficas. Os
trabalhos submetidos deverdo ser revisados por um dos revisores de lingua inglesa
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credenciados pela RBPV, de escolha e sob responsabilidade dos autores. Os Artigos
Completos devem ser organizados obedecendo a seguinte sequéncia: Titulo Original,
Titulo Traduzido, Autor(es), Filiacdo Institucional, Abstract (Keywords), Resumo
(Palavras-chave), Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussao, Conclusdes
(ou combinacdo destes trés ultimos), Agradecimentos (facultativo) e Referéncias
Bibliograficas. As Comunicacdo Breve obedecem a sequéncia acima sem a necessidade de
se destacar os topicos, sendo escritas em texto corrido. Para essa categoria, o artigo
submetido s6 serd aceito desde que possua alto grau de ineditismo e originalidade, trazendo
resultados novos de importancia evidente, atribuindo ao Editor-chefe a continuidade da
submisséo ou n&o.

Caracteristicas dos elementos de um trabalho cientifico

Titulo Original

O titulo “cheio” e o subtitulo (se houver) ndo devem exceder 18 palavras. Nao
devera aparecer nenhuma abreviatura, e 0s nomes de espécies ou palavras em latim
deverdo vir em italico. Evitar (por exemplo) titulos que iniciem com: Estudos preliminares;
Observacdes sobre. Ndo usar o nome do autor e data de citacdo em nomes cientificos.

Autor(es)/Filiacao

Na identificacdo, deve constar: nome completo e por extenso de todos os autores
(sem abreviacdo). A Filiacdo Institucional deve informar os nomes proprios de todas as
instituicbes e ndo suas traducdes: Laboratorio, Departamento, Faculdade ou Escola,
Instituto, Universidade, Cidade, Estado e Pais, exatamente nessa ordem. No rodapé, deve
constar as informagdes do autor para correspondéncia: Endereco completo, telefone e e-
mail atualizado, nessa ordem.

Referéncias bibliogréaficas

As referéncias bibliograficas s6 serdo admitidas desde que sejam de facil consulta
aos leitores. Ndo serdo aceitas referéncias de trabalhos publicados em anais de congressos
e as teses devem estar disponiveis para consulta em sites oficiais, por exemplo, Banco de
Teses da Capes: http://www.capes.gov.br/servicos/banco-de-teses. Todas as citacdes no
texto devem ser cuidadosamente checadas em relacdo aos nomes dos autores e datas,
exatamente como aparecem nas referéncias.

“Abstract” e Resumo

Devem conter no maximo 200 palavras, em um sO paragrafo sem deslocamento.
Ndo devem conter citacBes bibliograficas. Siglas e abreviacGes de instituicdes, ao
aparecerem pela primeira vez no trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do
nome por extenso, por exemplo, Indirect Fluorescence Assay (IFA). Devem ser
informativos, apresentando o objetivo do trabalho, metodologia sucinta, os resultados mais
relevantes e a conclusdo. O abstract redigido em lingua inglesa e o resumo em lingua
portuguesa, ambos seguidos por keywords e palavras-chave, respectivamente.
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Keywords e Palavras-chave
As palavras-chave devem expressar com precisdo o conteudo do trabalho. S&o
limitadas em no maximo 6 (seis).

Introducéo
Explanagdo clara e objetiva do estudo, da qual devem constar a relevancia e
objetivos do trabalho, restringindo as citagdes ao necessario.

Material e Métodos

Descricdo concisa, sem omitir o essencial para a compreensdo e reproducao do
trabalho. Métodos e técnicas ja estabelecidos devem ser apenas citados e referenciados.
Meétodos estatisticos devem ser explicados ao final dessa segao.

Resultados
O conteudo deve ser informativo e ndo interpretativo: sempre que necessario devem
ser acompanhados de tabelas, figuras ou outras ilustracdes autoexplicativas.

Discussao

Deve ser limitada aos resultados obtidos no trabalho e o conteddo deve ser
interpretativo. Podera ser apresentada como um elemento do texto ou juntamente aos
resultados e conclusdo. Enfatizar a importancia de novos achados e novas hipoteses
identificadas claramente com os resultados.

Tabelas

Elaboradas apenas com linhas horizontais de separacdo no cabecalho e no final; e
devem ser enviadas em formato editavel (desejavel excel). A legenda (titulo) é precedida
da palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem em algarismos arabicos, devendo ser
descritivas, concisas e inseridas acima das mesmas. As tabelas devem estar limitadas a um
nimero minimo necessario. Devem ser digitadas em espago duplo em arquivos separados.

Figuras

As figuras, tais como: desenho, fotografia, prancha, grafico, fluxograma e esquema,
devem ser enviadas em formato .tif, .gif ou .jpg, com no minimo de 300 dpi de resolucéo e
numeradas consecutivamente. As legendas devem ser precedidas da palavra Figura,
seguida da numeracdo em algarismo ardbico e inseridas abaixo das mesmas. Listar as
legendas numeradas com os respectivos simbolos e convencbes, em folha separada em
espaco duplo. O numero de ilustracGes deve ser restrito ao minimo necessario. Fotografias
digitais deverdo ser enviadas em arquivos separados, como foram obtidas. Se a escala for
dada as figuras, utilizar a escala BAR em todas as ilustracGes ao invés de numerica, que
pode ser alterada com a reducdo das figuras.
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Conclusodes
As conclusdes podem estar inseridas na discussdo ou em resultados e discussé&o,
conforme a escolha dos autores. Nesse caso, esse item nao serd necessario.

Agradecimentos
Quando necessério, limitados ao indispensavel.

Referéncias bibliogréficas

A lista de referéncias devera ser apresentada em ordem alfabética e, posteriormente,
ordenadas em ordem cronoldgica, se necessario. Mais de uma referéncia do(s) mesmo(s)
autor(es) no mesmo ano deve ser identificada pelas letras "a", "b", "c", etc, inseridas apds o
ano de publicacdo. Titulos de periddicos devem ser abreviados conforme Index Medicus -
http://www2.bg.am.poznan.pl/czasopisma/medicus.php?lang=eng.

Livros
Levine JD. Veterinary protozoology.Ames: ISU Press; 1985.

Capitulo de livro

Menzies PI. Abortion in sheep: diagnosis and control. In: Youngquist RS, Threlfall WR.
Current therapy in large animal theriogenology. 2nd ed. Philadelphia: Saunders; 2007. p.
667- 680.

Artigo de periddico

Paim F, Souza AP, Bellato V, Sartor AA. Selective control of Rhipicephalus (Boophilus)
microplus in fipronil-treated cattle raised on natural pastures in Lages, State of Santa
Catarina, Brazil. Rev Bras Parasitol Vet 2011; 20(1): 13-16.

Tese e Dissertacao

Araujo MM. Aspectos ecologicos dos helmintos gastrintestinais de caprinos do municipio
de patos, Paraiba - Brasil [Dissertacdo]. Rio de Janeiro: Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro; 2002.

Documento eletrénico
Centers for Disease Control and Prevention. Epi Info [online]. 2002 [cited 2003 Jan 10].
Available from: http://www.cdc.gov/epiinfo/ei2002.htm.

Obs. Nas referéncias, apresentar os nomes dos seis primeiros autores; para referéncias com
mais de seis autores, apresentar 0s seis primeiros nomes seguidos da expresséo et al.

CitacOes
As citacOes devem seguir o sistema autor-data:
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http://www.cdc.gov/epiinfo/ei2002.htm

Um autor: nome do autor e ano de publicagédo
Levine (1985) ou (LEVINE, 1985)

Dois autores: os nomes dos autores e ano da publicacdo
Paim e Souza (2011) ou (PAIM & SOUZA, 2011)

Trés ou mais autores: nome do primeiro autor seguido de "et al." e 0 ano de publicacdo
Araljo et al. (2002) ou (ARAUJO et al., 2002)

Prova Gréfica

O trabalho diagramado em formato pdf., sera enviado por e-mail ao autor
correspondente. Alteracdes no artigo, quando aceitas para publicacdo, devem ser realizadas
nesse estadgio, com permissdo do editor-chefe. Portanto, o trabalho deve ser
cuidadosamente corrigido antes de responder ao editor, pois inclusdes de corregdes
subsequentes (indicacdo de novo autor, mudanca de parégrafos inteiros ou tabelas) ndo
podem ser garantidas.
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