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RESUMO

Objetivou-se com este estudo detectar o DNA de Ureaplasma spp. e Mycoplasma
agalactiae em sémen de ovinos pela técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Foram analisadas 240 amostras, sendo 120 de sémen congelado obtidas de centrais de
inseminacao artificial (1A) e 120 de sémen fresco de reprodutores ovinos provenientes
dos estados de Alagoas, Ceara, Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte coletados
durante a realizacdo da Exposicdo nordestina de animais em Recife,PE. Apds a colheita
das amostras, foram realizadas a extracdo de DNA e deteccdo de DNA gendmico dos
agentes estudados. Pela primeira vez no Brasil, foi detectada a presenca dos agentes
Ureaplasma spp. e Mycoplasma agalactiae em amostras de sémen congelado da espécie
ovina. Nas amostras de sémen congelado, detectou-se DNA de Ureaplasma spp. em
2,5% (3/120) e de Mycoplasma agalactiae em 4,2% (5/120). Para o sémen fresco,
detectou-se DNA de Ureaplasma spp. em 8,3% (10/120) das amostras analisadas e
6,7% (8/120) de Mycoplasma agalactiae Ao avaliar a associagéo entre o tipo de sémen
e a deteccdo de DNA para Ureaplasma spp. € Mycoplasma agalactiae, observou-se
associacdo significativa somente para Ureaplasma spp. (p= 0,046), sendo mais comum
a deteccdo deste micro-organismo em amostras de sémen fresco. Foram observadas
ainda, amostras positivas para Ureaplasma spp. e Mycoplasma agalactiae provenientes
dos estados da Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte. Todas as amostras oriundas
dos estados de Alagoas e do Ceara obtiveram resultados negativos. Diante dos
resultados obtidos neste estudo, constata-se a presenca de DNA destes micro-
organismos em sémen de reprodutores ovinos. Desta forma, sugere-se que técnicas para
deteccdo desses agentes sejam utilizadas em centrais de inseminacgdo e em reprodutores
ovinos com alto potencial genético, maximizando a eficiéncia da pratica na reproducédo

de ovinos, evitando a disseminacdo destes patdgenos.

Palavras-chave: Mollicutes, pequenos ruminantes, PCR.



ABSTRACT

The objective of this study was to detect the DNA of Ureaplasma spp. and Mycoplasma
agalactiae in sheep semen by the technique of Polymerase Chain Reaction (PCR). Were
analyzed 240 samples, 120 frozen semen obtained from central artificial insemination
(Al) and 120 fresh semen of breeding sheep from the states of Alagoas, Ceara, Paraiba,
Pernambuco and Rio Grande do Norte collected during the Northeastern Exposure
animals in Recife. After collection of the samples were carried out DNA extraction and
detection of genomic DNA of the agents studied. For the first time in Brazil, was
detected the presence of agents Ureaplasma spp. and Mycoplasma agalactiae in samples
of frozen semen of sheep. Samples of frozen semen, DNA was detected Ureaplasma
spp. in 2.5% (3/120) and Mycoplasma agalactiae of 4.2% (5/120). For fresh semen was
detected DNA of Ureaplasma spp. in 8.3% (10/120) of the samples and 6.7% (8/120) of
Mycoplasma agalactiae When evaluating the association between the type of semen and
DNA detection for Ureaplasma spp. and Mycoplasma agalactiae, a significant
association was observed only for Ureaplasma spp. (p = 0.046), being more common
detection of this micro-organism in fresh semen samples. We also observed positive
samples Ureaplasma spp. and Mycoplasma agalactiae from the states of Paraiba,
Pernambuco and Rio Grande do Norte. All samples from the states of Alagoas and
Ceara results were negative. Results obtained in this study, there is the presence of
DNA of these microorganisms in semen of the breedings sheep. Thus, it is suggested
that techniques for detecting these agents must be used in insemination centers and
breeding sheep with high genetic potential to maximize the efficiency of the sheep

reproduction by preventing the spread of these pathogens.

Keywords: Mollicutes, small ruminants, PCR.
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1. INTRODUCAO

O rebanho ovino brasileiro estd estimado em 17,3 milhdes de cabegas. A sua
maior concentragdo encontra-se na regido Nordeste com aproximadamente 9,85 milhdes
de cabecas (56,72%), seguido da regido Sul com 4,88 milhdes de cabecas (28,11%),
Centro-Oeste com 1,26 milhdes de cabecas (7,3%), Sudeste com 781.874 cabecas
(4,15%) e a regido Norte com 586.237 cabecas (3,37%) (IBGE, 2011).

A ovinocultura é wuma atividade de importancia econdémico-social,
particularmente nos paises em que possuem regifes de clima semi-arido (ELLIS, 1996).
Nestas regides, o segmento da sociedade que tradicionalmente é envolvida no processo
produtivo de pequenos ruminantes apresenta variados niveis de complexidade e
multiplicidade de objetivos. No Brasil, a produgdo de ovinos € tradicionalmente
explorada com pouca tecnologia (WANDER et al., 2003).

O manejo reprodutivo e a compreensdo dos problemas relacionados ao mesmo
necessitam entendimento em diversas esferas: nutricional, genética, falhas no manejo
higiénico-sanitario, nimero de reprodutores, cruzamento, idade das fémeas, problemas
hormonais e o controle de doencas infecciosas da esfera reprodutiva (EMPARN, 2006).

O uso da inseminacdo artificial tornou possivel o intercambio de material
genético de melhor qualidade e com essa tecnologia, uma melhora da producéo de leite
e carne, tanto ao nivel nacional como internacional. As possibilidades da contaminacéo
do sémen por agentes patogénicos e sua possivel disseminacdo, converteram-se em uma
das principais preocupacgdes para criadores e autoridades sanitarias dos paises onde se
emprega essa tecnologia (AFSHAR; EAGLESOME, 1990).

Os micoplasmas incluem-se entre os agentes causadores de enfermidades no
trato reprodutivo dos animais (CARDOSO et al., 2000). O termo Mollicutes € utilizado
genericamente para designar cerca de 200 espécies desta classe, composta por cinco
ordens, seis familias e 14 géneros, sendo que nos géneros Mycoplasma, Ureaplasma e
Acholeplasma encontram-se a maioria das espécies que habitam o0s animais como
comensais, sapréfitos ou patdgenos (RAZIN, 2002).

A associacdo entre Mollicutes e disturbios reprodutivos em caprinos e ovinos foi
relatada por alguns autores (KOTANI et al., 1980; NICHOLAS et al., 1999). Sendo

relacionados com casos de vulvovaginites e outras desordens reprodutivas na Australia,
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Franca e Nigéria (NICHOLAS et al., 1999). Nesse contexto, merecem destaque
infeccbes por Mycoplasma subsp. mycoides, M. bovigenitalium, M. agalactiae, M.
mycoides subps. capri, M. arginini, M. alkalesecens e Acholeplasma spp. (KAPOOR et
al., 1984; AK et al., 1995; NICHOLAS et al., 1999)

As bactérias do género Mycoplasma devem ser investigadas uma vez que
acarretam prejuizos econdmicos e também por se tratarem de agentes passiveis de serem
transmitidos pela inseminacdo artificial (THIBIER; GUERIN, 2000).

No Brasil, existem poucos estudos que avaliam o envolvimento dos Mollicutes
as alteracOes reprodutivas na espécie ovina, esse tema ainda deve ser mais explorado
(R1ZZO et al., 2011). Gregory et al. (2012) isolaram Mycoplasma spp. e Ureaplasma
spp. de amostras de sémen fresco de ovinos da regido de Piedade, SP. Dados sobre
deteccdo de ureaplasma em sémen congelado sdo escassos, especialmente no Brasil
(MARQUES et al., 2009). e inexistentes quando se trata da espécie ovina.

Dessa forma, com este estudo pretende-se detectar pela técnica da PCR, a
presenca de DNA de agentes infecciosos pertencentes ao género Ureaplasma spp e a
espécie Mycoplasma agalactiae, em amostras de sémen de reprodutores ovinos,
contribuindo para o estudo do risco de transmissdo desses agentes infecciosos pelo

sémen na espécie ovina.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Detectar a presenca de Ureaplasma spp. e Mycoplasma agalactiae em sémen de

reprodutores ovinos.

2.2 Especificos

e Detectar pela técnica da PCR, a presenca do DNA de Ureaplasma spp. e Mycoplasma

agalactiae em amostras de sémen fresco de reprodutores ovinos.

e Detectar pela técnica da PCR, a presenca do DNA de Ureaplasma spp. e Mycoplasma

agalactiae em amostras de sémen congelado comercializadas por centrais de

inseminacao artificial.

e Avaliar a associacao entre o tipo de sémen (congelado e fresco) e a deteccdo de DNA

de Ureaplasma spp. e Mycoplasma agalactiae.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracterizacdo do agente etioldgico

O termo Micoplasma é convencionalmente usado para designar os Mollicutes,
uma classe de bactérias caracterizadas pela auséncia de parede celular e frequentemente
designada como os menores procariontes auto-replicantes. Mais de 200 espécies ja
foram identificadas até o0 momento, entre as quais varias sdo patogénicas ao homem,
animais e plantas (CHAZEL et al., 2010).

Dos nove géneros da classe Mollicutes, cinco possuem espécies de interesse
veterinario, sdo eles: Mycoplasma, Ureaplasma, Acholeplasma, Anaeroplasma e
Asteroplasma. O género Mycoplasma abrange a maioria dos patégenos animais (QUIN
et al., 2005).

Aproximadamente 40 espécies de micoplasmas ja foram identificadas em
ruminantes domeésticos (bovinos, caprinos e ovinos), algumas delas sdo patogénicas e
ocasionam doencas que sdo pertencentes a lista da Organizacdo Mundial de Saude
Animal (OIE) por serem enfermidades com impacto econdmico. A mais importante é
pleuropneumonia contagiosa bovina, cujo agente etioldgico é o Mycoplasma mycoides
subesp. mycoides biotipo Small Colony (MmmSC) (EGWU et al., 1996). A segunda é a
Pleuropneumonia contagiosa caprina causada pelo M. capricolum subesp.
capripneumoniae (Mccp) (THIAUCOURT; BOLSKE, 1996). A terceira é a agalaxia
contagiosa, uma doenca cosmopolita que afeta os caprinos e ovinos, causando Sérios
prejuizos a producdo leiteira. A agalaxia contagiosa possui muitas formas clinicas
(mastite, artrite, pneumonia e septicemia) e é causada por Vvarias espécies de
micoplasma, sendo M. agalactiae capaz de afetar caprinos e ovinos (MANSO-SILVAN
et al., 2009).

Os Mollicutes apresentam metabolismo e vias biossintéticas limitadas em funcgao
do reduzido genoma (580 a 2200 Kb) da maioria das espécies. Desta maneira, 0 seu
cultivo exige meios enriquecidos, contendo precursores para a biossintese de acidos
nucléicos, proteinas e lipidios (ROSEMBUSH, 1994). Os micoplasmas e ureaplasmas

formam col6nias de aproximadamente 1mm de didmetro e a auséncia de parede celular
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desses micro-organismos determina uma morfologia colonial em forma de “ovo frito”.
Esses agentes necessitam de atmosfera em concentracdo de 5-15% de dioxido de
carbono para apresentar crescimento satisfatorio em meios de cultura artificiais
(KIRKBRIDE, 1987).

O crescimento e sobrevivéncia dos molicutes séo dependentes do pH. Para
espécies originarias de plantas e vertebrados, o pH 6timo é de 7,4 e o crescimento
ocorre entre pH 6,5 a 8,0. Os ureaplasmas sdo exce¢des, pois seu pH 6timo de
crescimento ocorre entre 5,5 e 6,0 e seu crescimento € inibido em pH acima de de 7,5
(RAZIN et al., 1978).

Os Mollicutes exibem estrita relacdo aos hospedeiros e especificidade a tecidos e
orgdos, que reflete as suas caracteristicas nutricionais e adaptacdo. Estas bactérias
podem ocorrer em hospedeiros e tecidos diferentes de seu habitat normal. O habitat
primario em humanos e animais sdo as superficies mucosas do trato respiratério e

urogenital, olhos, canal alimentar, glandulas mamarias e articulacdes (RAZIN, 1992).

3.2 Micoplasmoses em ovinos

O primeiro relato de agalaxia contagiosa de caprinos e ovinos no Brasil foi
registrado no estado de Sdo Paulo em 1942 (PENHA; D’APICE, 1942). O primeiro
relato de micoplasmose em ovinos foi realizado na Australia em 1974 (COTEW et al.,
1974).

As micoplasmoses sdo enfermidades infecciosas que acometem o0s animais
domeésticos, entre eles, caprinos e ovinos, caracterizados por diferentes formas de
manifestacdes clinicas (CARDOSO, 2006).

De acordo com Nicholas et al. (2008), as micoplasmoses em ovinos sao
caracterizadas por sindromes que envolvem quadros de agalaxia contagiosa, infeccoes
respiratorias, distdrbios reprodutivos e infec¢des oculares.

A principal micoplasmose da espécie ovina é a agalaxia contagiosa, causada
exclusivamente por M. agalactiae, pneumonia atipica, causada por M. ovipneumoniae e

ceratoconjuntivite infecciosa causada pelo M. conjunctivae (NICHOLAS et al., 2008).



19

Os disturbios respiratérios provocados em ovinos atribuidos & infecgdo por
micoplasmas estdo comumente associados a espécie M. ovipneumoniae. Outras espécies
de Mycoplasma também sdo ocasionalmente associadas com disturbios respiratorios em
ovinos, entre eles M. arginini e M. agalactiae (NICHOLAS et al., 2008).

Algumas espécies de micoplasmas estdo comprovadamente envolvidas em casos
de vesiculite, balanopostite, epididimite e outras patologias responsaveis por alteractes
morfologicas e funcionais dos espermatozoides, como diminuicdo da motilidade,
resultando em baixa qualidade do sémen (PANANGALA et al., 1981; PILAZEC;
TRUSZCYNSKI, 1988; EAGLESOME et al., 1992)

O Mycoplasma ovine/caprine sorotipo 11, conhecido como cepa 2D, ainda nao
reconhecido como espécie, foi relacionado a casos de vulvovaginite e problemas
reprodutivos em ovinos e caprinos na Australia, Estados Unidos, Inglaterra, Franca e
Nigéria (NICHOLAS et al., 1999). Outras espécies com potencial patogénico também
foram isoladas do trato reprodutivo, sdo elas: M. mycoides subesp capricolum, M.
bovigenitalium, M. agalactiae, M. mycoides subesp. capri, M. capricolum, M. arginini,
M. alkalencens e Acholeplasma spp. (JONES et al., 1983).

Os ureaplasmas podem estar associados as perdas reprodutivas devido a falhas
na concepcao, na implantacdo do embrido no Gtero ou interferéncia no desenvolvimento
fetal. A infeccdo por ureaplasmas pode resultar em placentite, mas o abortamento nédo
indica necessariamente a ocorréncia de surto por esse agente (PUGH, 2005).

A agalaxia contagiosa ¢ uma enfermidade que acomete caprinos e ovinos de
ambos 0s sexos, sendo que as fémeas apresentam quadro clinico caracteristico. O agente
penetra no hospedeiro por via oral, respiratéria ou mamaria, € carreado por via
hematdgena para a glandula mamaria, causando um quadro de mastite aguda uni ou
bilateral, com progressao para septicemia e, eventualmente, 6bito (CARDOSO, 2006)
Clinicamente, a doenca é caracterizada por elevacOes de temperatura, inapeténcia,
alteracdo na consisténcia do leite produzido, com subsequente declinio e falha na
producdo de leite, em 2 a 3 dias como resultado de uma mastite intersticial
(CORRALES et al., 2007).

O agente é rapidamente disseminado por contato entre animais infectados e
saudaveis. A disseminagdo do micro-organismo no ambiente ocorre por meio de

descargas oculares e nasais, leite, fezes, urina e excrecOes de lesdes abertas e do trato
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genitourinario dos machos. Animais jovens sdo comumente infectados ao ingerir o
colostro ou leite contaminado (MADANAT, 2001).

No Brasil, ha relatos de isolamentos de Mycoplasma spp. em ovinos com
problemas de mastite, agalaxia, ceratoconjutivite (NASCIMENTO et al., 1986),
respiratérios (MULLER et al., 1998) e reprodutivos (BUZINHANI et al., 2007).

Azevedo (2005) descreveu mastite seguida de agalaxia, poliartrite,
ceratoconjuntivite em sete casos na Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte, no
periodo compreendido entre agosto de 2001 e setembro de 2002. Nesse estudo realizado
em rebanhos caprinos leiteiros e ovinos, Mycoplasma agalactiae foi isolado e
identificado como o micro-organismo responsavel pela infeccdo por provas bioguimicas
e técnica de PCR.

Gregory et al. (2004) descreveram o primeiro relato de isolamento de
micoplasmas obtidos a partir do sémen em ovinos no Brasil. Gregory et al. (2012)
isolaram Ureaplasma spp. em 12,12% das amostras de sémen estudadas.

Gregory et al (2012), em estudo sobre a interferéncia da infeccdo por
Mycoplasma spp. e Ureaplasma spp. na qualidade do sémen ovino, estimaram um
maior risco de ocorréncia de alteragdes na motilidade dos espermatozdides (OR 1,33) e
células polimorfonucleares (OR 2,5), nas amostras de sémen contaminadas por esses
agentes. Sugeriram ainda, a inclusdo do monitoramento de infeccdes por Mycoplasma
spp. e Ureaplasma spp. em ovinos nas analises de rotina a serem executadas.

Rizzo et al. (2011) pesquisaram Mycoplasma spp., Ureaplasma spp. e
Acholeplasma laidlawiii em amostras de muco vaginal de 60 ovinos criados na regido
de Piedade, estado de S&o Paulo pelo cultivo e deteccdo do respectivo DNA pela técnica
da PCR e constataram que todos os isolados obtidos de Ureaplasma spp. foram
provenientes de animais com distdrbios reprodutivos, sugerindo o possivel

envolvimento desse agente nas enfermidades da reproducéo na espécie ovina.

3.3 Mecanismos de patogenicidade dos micoplasmas

A maioria dos Mollicutes vive como comensais, e em muitos artropodes eles

podem ser considerados simbiontes (HAHN et al., 1998). As infec¢des por micoplasma
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raramente sdo do tipo agudas ou fulminantes, em sua maioria, seguem um Ccurso
crénico. Pode-se dizer que os micoplasmas estdo bem préximos do conceito de
“parasito ideal”, geralmente convivendo harmonicamente com seu hospedeiro (RAZIN
etal., 1998).

Os fatores de viruléncia dos Mollicutes sé&o pouco conhecidos. No entanto,
acredita-se existir competicdo entre as células hospedeiras e 0s micro-organismos por
substratos metabolicos, como os precursores de lipideos, pirimidinas e purinas pre-
formadas. Os Mollicutes que infectam humanos e animais sdo considerados como
parasitos de superficie, pois aderem a mucosa do trato respiratério e urogenital. Este
processo pode estar relacionado a dificuldade de eliminacdo desses patogenos por
secre¢des mucosas ou urina (RAZIN et al., 1998)

A aderéncia dos micro-organismos interfere na espermatogénese, transporte
espermatico, capacitacdo e fecundacdo. Os espermatozoides podem atuar na transmissao
dos agentes, pois 0s antibioticos rotineiramente utilizados em centrais de inseminagédo
artificial ndo eliminam micoplasmas e ureaplasmas (ERA et al., 1995)

A base molecular da patogenicidade dos micoplasmas ainda requer muitos
estudos para ser elucidada. Entretanto, ja se sabe que o quadro clinico deflagrado nas
infeccdes por micoplasmas em humanos e animais esta mais associado a lesdes
causadas pelas respostas imunes e inflamatorias do hospedeiro do que aos efeitos
toxicos diretos causados pelos componentes celulares dos micoplasmas (RAZIN et al.,
1998).

Inexiste associacdo de toxinas potentes com micoplasmas. Os produtos mais
toxicos do metabolismo dos micoplasmas sdo o peroxido de hidrogénio e radicais
superoxidos, associados a lesdes oxidativas em membranas de células dos hospedeiros.
A amodnia resultante da hidrolise da uréia pela potente urease dos ureaplasmas também
pode ser considerada um fator de viruléncia, provavelmente afetando os tecidos
adjacentes as ureaplasmas vivas (LIGON; KENY, 1991). Outro fator de viruléncia
associado as infeccGes por ureaplasma foi proposto por Kim et al. (1994), quando
observaram uma diminuicdo significativa nos niveis de prostaglandina E; e Fp,
produzidas por células endometriais em vacas infectadas por Ureaplasma diversum.
Esse pode ser um ponto relevante na compreensdo da patogenicidade de ureaplasmas
em gestantes (CASSEL et al., 1993). J& detalhes da interacdo entre micoplasmas e

espermatozdides ndo sdo bem definidos, embora tenham sido visualizadas por
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microscopia eletrénica evidéncias de interacBes muito proximas entre espermatozoides
e micoplasmas, principalmente na regido do acrossoma e ao longo da cauda
(BIELANSKI et al., 1999).

A limitagdo na sintese dos componentes para 0 metabolismo e a dependéncia do
meio externo, somada a capacidade de interagcdo com a célula hospedeira, sugerem que
0s micoplasmas necessitam dos componentes do hospedeiro e transformam este
mecanismo em fator de patogenicidade (RAZIN, 2002)

Razin et al. (1998), citam ainda como mecanismos de patogenicidade atribuidos
aos micoplasmas, os efeitos clastogénicos, associados a intima interacdo entre os
citoplasmas do hospedeiro e dos micoplasmas e acdo da potente nuclease do agente

infeccioso.

3.4 Diagnostico

Os micoplasmas sdo micro-organismos fastidiosos e exigem meios ricos para
seu crescimento. Cuidados adicionais devem ser adotados na colheita e no transporte do
material clinico para minimizar contaminac@es que podem inviabilizar o seu isolamento
(CARDOSO et al., 2000). Técnicas moleculares como a PCR tém sido utilizadas para
identificacdo e deteccdo de micoplasmas e ureaplasmas em amostras clinicas e
apresenta uma alta sensibilidade (BUZINHANI et al., 2007).

O cultivo de micoplasmas pode ser prejudicado, mesmo quando se utilizam
condi¢des Otimas. O tipo de amostra clinica, o método de colheita e transporte, a
exigéncia nutricional e o nimero de micoplasmas viaveis no material clinico podem
interferir no cultivo (BUZINHANI et al., 2007).

Os ureaplasmas podem perder sua viabilidade antes de serem incubados, porém,
quando ndo ocorre a degradacdo completa do DNA, podem ser detectados pela PCR
(BUZINHANI et al., 2007).

O diagnostico da micoplasmose pela PCR combina o primer MGSO selecionado
a partir da regido 16S rRNA com o oligonucleotideo procaridtico GPO-3, que amplifica
um fragmento de 715 pares de bases, 0 qual esta presente em todos 0s organismos da
classe Mollicutes (KUPPEVELD et al., 1992).
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Assim, as técnicas de diagnodstico molecular sdo usualmente indicadas para o
uso rotineiro na deteccdo de micro-organismos que crescem lentamente, in vitro,
requerem meio de cultura complexo e tempo de incubacdo prolongado. No caso dos
Mollicutes, os parametros de dificuldade de crescimento evidenciam a necessidade do
uso rotineiro de técnicas moleculares na sua deteccdo (RAZIN et al., 1987).

3.5 Vigilancia epidemioldgica e controle

De acordo com Ayiling et al. (2004), tem se demonstrado um aumento no
interesse de promover 0 monitoramento da distribuicdo da ocorréncia de micoplasmoses
para gerenciar os riscos de introducao, emergéncia e re-emergéncia da doenca em paises
europeus, evitando assim perdas econémicas para estes paises.

O Reino Unido era o Unico pais europeu gque possuia até entdo um servico de
vigilancia epidemioldgica nacional que regularmente publicava resultados de
prevaléncia (AYILING et al., 2004).

Desde 2003, a Franca vem implementando um sistema nacional de vigilancia
epidemioldgica conhecido como VIGIMYC (Vigilancia para as micoplasmoses de
ruminantes), cujo objetivo é determinar quais micoplasmas estdo usualmente envolvidos
como agentes etioldgicos de doencas em ruminantes. O programa possui preocupacao
especial na deteccdo do Mycoplasma mycoides subesp. mycoides biotiopo Small Colony
(MmmSC), agente etioldgico da Pleuropneumonia Contagiosa Bovina.

O VIGIMYC encontra como principal dificuldade, especialmente na realizacdo
da tipificacdo dos agentes envolvidos, as mudancas rapidas pelas quais passam a
biologia dos micoplasmas. Descobertas recentes, como a plasticidade gendmica,
capacidade de atravessar barreiras especificas e existéncia de tipos intermediarios de
micoplasmas, aliado a epidemiologia e diagnostico tem modificado o entendimento
sobre as micoplasmoses (CHAZEL et al., 2010).

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA)
normatizou o Programa Nacional de Sanidade de Caprinos e Ovinos (PNSCO) que
possui como objetivos principais o controle das lentiviroses (CAE e MAEDI-VISNA) e

a epididimite ovina, tendo como agente etioldgico bactérias do género Brucella.
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(MAPA, 2012). N&o sendo, portanto, contemplada a vigilancia epidemioldgica das
micoplasmoses em programa nacional para 0s pequenos ruminantes.

Sobre o controle das micoplasmoses, Cardoso (2006) indica o uso de medidas
profilaticas de higiene na ordenha e em geral, fornecimento de colostro artificial para os
animais jovens, para evitar a transmissdo via leite, e a eliminagdo controlada aos
animais resistentes ao tratamento e/ou que perderam tetos. E também recomenda
estudos direcionados para outras espécies, alem do Mycoplasma agalactiae, como as
pertencentes ao género Ureaplasma spp., que causam problemas reprodutivos.

Quanto ao controle de micoplasmoses em centrais de inseminagdo artificial,
estudo realizado por mez-Mart (2012), indica a necessidade de ado¢do de medidas além
das previstas pelo manual da OIE, para introducdo de animais nesses estabelecimentos,
tendo em vista as descobertas quanto aos portadores assintomaticos, que podem carrear
micoplasmas em seus canais auditivos. Sendo necessaria a implantacdo de rotina
laboratorial para isolamento e PCR de suabes auriculares e também de amostras de
sémen produzidas nessas centrais. A pratica j& vem sendo adotada em centrais de
inseminacdo artificial de caprinos na Espanha, tendo como objetivo, o controle da

agalaxia contagiosa.
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5. ARTIGO CIENTIFICO

Detecgdo de Ureaplasma spp. e Mycoplasma agalactiae pela técnica de

Reacdao em Cadeia da Polimerase (PCR) em sémen de reprodutores ovinos. !

ABSTRACT. - [Detecction of Ureaplasma spp. and Mycoplasma agalactiae by the polymerase chain
reaction (PCR) in...] Deteccdo de Ureaplasma spp. e Mycoplasma agalactiae pela técnica da reagio
em cadeia da polimerase (PCR) em sémen de reprodutores ovinos. Pesquisa Veterindria Brasileira
00(0):00-00. Universidade Federal Rural de Pernambuco/Unidade Académica de Garanhuns (UAG),
Av. Bom Pastor s/n, Cx. Postal 152, Mundat, Garanhuns, PE 55296-901, Brasil, Email:
chicoesam@yahoo.com.br

The objective of this study was to detect the presence of Ureaplasma spp. and Mycoplasma
agalactiae in sheep semen by the technique of Polymerase Chain Reaction (PCR). We analyzed 240
samples, 120 frozen semen obtained from plants artificial insemination (AI) and 120 fresh semen of
breeding sheep from the states of Alagoas, Ceara, Paraiba, Pernambuco and Rio Grande do Norte.
For fresh semen was detected DNA of Ureaplasma spp. 8.3% (10/120) of samples and 6.7%
(8/120) of Mycoplasma agalactiae. Samples of frozen semen was detected Ureaplasma spp. in 2.5%
(3/120) and Mycoplasma agalactiae of 4.2% (5/120). To evaluate the association between the type
of semen and DNA detection for Ureaplasma spp. and Mycoplasma agalactiae, a significant
association was observed only for Ureaplasma spp. (p = 0.046). Results obtained in this study, there
is the presence of DNA of these microorganisms in semen breeding sheep. Thus, it is suggested that
techniques for detecting these agents are used in insemination centers and breeding sheep with
high genetic potential to maximize the efficiency of the circulation in sheep reproduction by

preventing the spread of pathogens.
INDEX TERMS: Mollicutes, small ruminants, PCR.

RESUMO - Objetivou-se com este estudo detectar a presenc¢a de Ureaplasma spp. e Mycoplasma
agalactiae em sémen de ovinos pela técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Foram
analisadas 240 amostras, sendo 120 de sémen congelado obtidas de centrais de inseminag¢do
artificial (IA) e 120 de sémen fresco de reprodutores ovinos provenientes dos estados de Alagoas,
Ceard, Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte. Para o sémen fresco, detectou-se DNA de
Ureaplasma spp. em 8,3% (10/120) das amostras analisadas e 6,7% (8/120) de Mycoplasma

agalactiae. Nas amostras de sémen congelado, detectou-se Ureaplasma spp. em 2,5% (3/120) e

1 Pesquisa Veterinaria Brasileira
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Mycoplasma agalactiae em 4,2% (5/120). Ao avaliar a associagdo entre o tipo de sémen e a
deteccdo de DNA para Ureaplasma spp. e Mycoplasma agalactiae, observou-se associagdo
significativa somente para Ureaplasma spp. (p= 0,046). Diante dos resultados obtidos neste estudo,
constata-se a presenca de DNA destes micro-organismos em sémen de reprodutores ovinos. Desta
forma, sugere-se que técnicas para deteccio desses agentes sejam utilizadas em centrais de
inseminacdo e em reprodutores ovinos com alto potencial genético, maximizando a eficacia da

pratica na reprodugio de ovinos, evitando a disseminacado de patégenos.

TERMOS DE INDEXACAO: Mollicutes, pequenos ruminantes, PCR.

INTRODUCAO

A associacdo entre Mollicutes e distirbios reprodutivos em pequenos ruminantes foi relatada por
Kotani et al (1980) e Nicholas et al (1999). Sendo relacionados com casos de vulvovaginites e
outras desordens reprodutivas em animais na Australia, Fran¢a e Nigéria (Nicholas et al., 1999).
Gregory et al (2012), concluiram que ha uma interferéncia na qualidade do sémen fresco de ovino
infectado por Mycoplasma spp. ou Ureaplasma spp., visto que ocorrem altera¢des na motilidade dos
espermatozdides e presenga de células polimorfonucleares.

As bactérias do género Mycoplasma devem ser investigadas uma vez que acarretam
prejuizos econdmicos e também por se tratarem de agentes passiveis de serem transmitidas pela
inseminacdo artificial (Thibier & Guerin, 2000). Nesse contexto, merecem destaque infec¢des por
Mycoplasma subsp. mycoides, M. bovinogenitalium, M. agalactiae, M. mycoides subps. capri, M.
arginini, M. alkalesecens e Acholeplasma spp. (Kapoor et al., 1984; Ak et al,, 1995; Nicholas et al,,
1999). Mycoplasma agalactiae foi observado em condi¢des experimentais como causa de lesdes no
trato reprodutivo de machos da espécie ovina (Hasso et al., 1993).

No Brasil, existem poucos estudos que avaliam o envolvimento dos Mollicutes as alteragdes
reprodutivas nas espécies ovina e caprina, esse tema ainda deve ser mais explorado (Rizzo et al,,
2011). Gregory et al. (2012) isolaram Mycoplasma spp. e Ureaplasma spp. de amostras de sémen
fresco de ovinos da regido de Piedade, SP. Dados sobre deteccdo de ureaplasma em sémen
congelado sdo escassos, especialmente no Brasil (Marques et al.,, 2009), e inexistentes quando se
trata da espécie ovina.

Devido a escassez de dados na literatura sobre essa tematica e com o intuito de contribuir
para o estudo do risco de transmissao desses agentes pelo sémen, objetivou-se com esse trabalho
detectar pela técnica da PCR, a presenca de DNA de Ureaplasma spp. e Mycoplasma agalactiae em

amostras de sémen fresco e congelado de reprodutores ovinos.
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MATERIAL E METODOS

Amostras de sémen
Foram utilizadas 240 amostras de sémen, sendo 120 fresco e 120 congelado. As amostras de sémen
congelado foram obtidas em duas centrais de inseminacdo artificial. As amostras de sémen fresco
foram obtidas de reprodutores, oriundos dos estados de Alagoas (n=6), Ceara (n=1), Paraiba (n=7),
Pernambuco (n=100) e Rio Grande do Norte (n=6), como pré-requisito para participacdo desses
animais na exposi¢ao nordestina de animais, Recife, Pernambuco.

As amostras de sémen congelado foram acondicionadas em botijoes de nitrogénio liquido e
as amostras de sémen fresco foram colhidas pelo método da eletroejaculacdo e acondicionadas em
caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel e encaminhadas ao laboratério para seu devido

processamento.

Extracdo de DNA

As amostras de sémen foram submetidas a extracdo de DNA com o kit comercial “Qiagen
DNA Easy Blood and Tissues Kit”"(Qiagen®), utilizando-se o protocolo do fabricante.
Posteriormente, foram submetidas as técnicas para deteccdo de DNA gendmico dos agentes

estudados.

Detecc¢io do DNA genémico de Ureaplasma spp.

As reagdes de amplificagcdo foram realizadas em um volume final de 18,25ul, contendo 6pl
de DNA molde; 0,5 ul de cada primer (UGPF e UGPS) a 30 pmol; 5 ul de 4gua Mili-Q ultrapura e 6,25
ul de Mastermix, de acordo com o protocolo do fornecedor. O perfil térmico da reacio foi realizado
segundo protocolo descrito por Lauerrman (1998) em termociclador (PTC-100, M] Research). O
DNA foi amplificado em 644 pb e detectado por eletroforese em gel de agarose a 1,5% corados com

bluegreen, visualizados através de luz ultravioleta e fotodocumentados.

Detecc¢do do DNA genomico de Mycoplasma Agalactiae

Apés as extragdes dos DNAs, as reacdes de amplificacdo foram realizadas em um volume
final de 25uL contendo: 2,5uL de tampao ([10mM] de Tris-HCI, pH 8,3), 50pmol de cada “primer”,
1,5mM de MgCL2, 25mM de DNTPmix, 2,5 unidades (U) de Tag DNA polimerase (Invitrogem), 5uL
de DNA (0,9u/mL) e 11pL de dgua ultrapura para PCR. O perfil térmico das etapas de reagdes foi
feito em termociclador (PTC-100, MJ-Research) de acordo com o protocolo descrito na literatura
para Mycoplasma agalactiae (Gonzales et al., 1995) com os oligonucleotideos MarFor: 5'-CCT TTT
AGA TTG GGA TAG CGG ATG -3' e MarRev: 5’- CCG TCA AGG TAG CGT CAT TTC CTA C - 3". O DNA foi
amplificado em 360pb e detectado por eletroforese em gel de agarose a 2,0%, corados com

bluegreen, visualizados através de luz ultravioleta e fotodocumentados.

Analise estatistica
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Foi empregada a analise estatistica descritiva por meio do calculo das frequéncias relativa e
absoluta e o teste de qui-quadrado para avaliar associagido entre sémen congelado e fresco. Para

analise estatistica utilizou-se o programa computacional Epi Info 3.5.2 (CDC).

Comité de Etica
0 projeto foi licenciado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA), da UFRPE, licenca n.
003/2013.

RESULTADOS

Os resultados da detec¢cdo de DNA de Ureaplasma spp. e Mycoplasma agalactiae em sémen fresco e
congelado de ovinos encontram-se dispostos na tabela 1.

Das amostras positivas para sémen fresco para Ureaplasma spp. observou-se que 80%
(8/10) foram procedentes do estado de Pernambuco, 10% (1/10) da Paraiba e 10% (1/10) do Rio
Grande do Norte. Para Mycoplasma agalactiae, foram verificadas entre as amostras positivas a
seguinte distribui¢do: 75% (6/8) procedentes do estado de Pernambuco, 12,5% (1/8) do estado da
Paraiba e 12,5% (1/8) do Rio Grande do Norte. Nao foram verificadas amostras positivas para
nenhum dos agentes estudados nas amostras oriundas dos estados de Alagoas e do Ceara.

Ao avaliar a associagdo entre o tipo de sémen e a detec¢do de DNA para Ureaplasma spp. e
Mycoplasma agalactiae, observou-se associacdo significativa para Ureaplasma spp. (p= 0,046),
sendo mais comum a detec¢do de DNA desse agente em amostras de sémen fresco. Para pesquisa de
Mycoplasma agalactiae nao foi verificada associacdo significativa (p=0,393).

Das oito amostras de sémen fresco positivas para Mycoplasma agalactiae, 37,5% (3/8)
também foram positivas para Ureaplasma spp. Tal fato ndo foi observado nas amostras de sémen

congelado, nas quais todas as amostras foram positivas apenas para um dos agentes.

DISCUSSAO

Foi detectada pela primeira vez no Brasil a presenca de DNA de Ureaplasma spp. em amostras de
sémen congelado procedentes de ovino. Destaca-se que o sémen procedente das duas centrais de
inseminacdo foram positivos para deteccdo deste agente. Em relacdo ao sémen fresco observou-se
uma frequéncia de 8,3% e considerando a procedéncia dos animais constatou-se que 60% (3/5)
dos estados possuiam amostras positivas. Gregory et al. (2012) detectaram a presenca de
Ureaplasma spp em 12,2% (4/33) das amostras de sémen fresco de ovinos pela técnica de
isolamento.

Em relacdo a pesquisa de Mycoplasma agalactiae, observou-se a detec¢do de DNA em 6,7%
(8/120) das amostras de sémen fresco e 4,2% (5/120) de sémen congelado. Este agente ja foi

detectado no Brasil na espécie ovina e caprina em estudos anteriores, mas com espécimes
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biolégicas diferentes (Azevedo, 2005). Sendo este estudo o primeiro a registrar a deteccdo no
sémen da espécie ovina.

Estudo conduzido por De La Fe et al. (2009) com amostras de sémen de caprinos na
Espanha detectou uma frequéncia de 2,6% de DNA de M. agalactiae. De acordo com estes autores, a
deteccdo deste agente em amostras de sémen fresco de caprinos assintomaticos indica a
possibilidade de disseminacdo desse agente pela monta natural e inseminagdo artificial nesta
espécie. Tal fato, também deve ser considerado para os resultados apresentados neste estudo com
reprodutores ovinos, tendo em vista que os animais utilizados ndo possuiam histérico de
micoplasmose e ao exame androlégico ndo foi verificada alteracdes nos parametros reprodutivos.

Ao analisar a procedéncia do sémen fresco observou-se que 60% (3/5) dos estados
possuiam animais com amostras positivas e que 100,0% das centrais possuiam sémen positivo para
M. agalactiae. Bandeira et al. (2008) isolaram M. agalactiae de casos de agalaxia, poliartrite e
ceratoconjuntivite em animais caprinos procedentes dos estados da Paraiba, Pernambuco e Rio
Grande do Norte e concluiram que existia uma relagdo entre a positividade e participacido destes
animais em exposicdes e torneios leiteiros.

Ao analisar a diferencga entre a presenca de Ureaplasma spp. em sémen congelado e fresco
verificou-se associacdo significativa, sendo mais comum a detec¢do deste agente em amostras de
sémen fresco. Entretanto, também foi verificada a presenca do agente em 2,5% (3/120) das
amostras de sémen congelado. Para a deteccdo de DNA de M. agalactiae e o tipo de sémen nao foi
observada associacdo. Quanto ao sémen congelado, a frequéncia detectada de amostras positivas foi
maior que a descrita por Amores et al. (2011), que observaram uma frequéncia de 0,8% de
amostras positivas para M. agalactiae em 119 amostras de sémen provenientes de centrais de
inseminacdo artificial de caprinos na Espanha. Entretanto, os autores afirmam que os animais com
resultado positivo, obtiveram resultados negativos numa coleta prévia, antes do ingresso nas
centrais de inseminagdo, e sugerem que ha uma subestima¢do dos resultados no estudo,
necessitando maior aprofundamento em pesquisas sobre a dindmica da infec¢do e eliminagido de
micoplasmas em machos da espécie caprina.

Murray (2012) cita que a adi¢do de antibidticos, antes do congelamento do sémen, pode
reduzir a quantidade de micro-organismos. Entretanto, essa adi¢do ndo é eficiente para eliminar a
presenca de Ureaplasmas. Ainda, Cardoso & Vasconcelos (2004) relataram que os antibidticos
comumente utilizados nas dilui¢cées de sémen antes do congelamento sdo ineficazes contra a classe
Mollicutes.

A deteccdo de DNA de Ureaplasma spp. e M. agalactiae associados foi observada em 37,5%
(3/8) das amostras positivas de sémen fresco, indicando uma infec¢do mista. Estes agentes estdo
associados com a ocorréncia de distirbios como vesiculite, epididimite e altera¢cdes na morfologia
espermatica, incluindo reducdo na motilidade. Gregory et al. (2012) observaram diminuicdo da
motilidade e aumento da quantidade de células polimorfonucleares quando do isolamento
associado de Mycoplasma spp. e Ureaplasma spp. em sémen de reprodutores ovinos, os riscos

estimados foram de 1,33 e 2,5 respectivamente.
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Os resultados do presente estudo se tornam preocupantes visto que estes agentes podem
ocasionar problemas reprodutivos na espécie ovina e que exames para detec¢io do mesmo nio sio
realizados na rotina das centrais de inseminagdo, o que pode favorecer a disseminacdo do agente
para outros animais de diferentes regides do pais e consequentemente, ocasionar prejuizos para
cadeia produtiva da ovinocultura.

Dessa forma, praticas de controle e profilaxia das micoplasmoses devem ser
implementadas no manejo de reprodutores da espécie ovina, principalmente, entre os que possuem
alto potencial genético, como os que participam de exposi¢cdes de suas ragas. Ainda, devem ser
inseridas na rotina de exames destes animais e também por parte das centrais de inseminagio
artificial, técnicas de diagndsticos para a deteccdo dos agentes envolvidos neste estudo com o
intuito de evitar a dissemina¢do dos mesmos, maximizando a eficiéncia do manejo reprodutivo na

espécie ovina.

Agradecimentos - A CAPES pelo apoio financeiro para a execucdo deste trabalho com auxilio

financeiro PNPD processo n. 23038.008556,/2010-01.
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Quadro 1 - Detec¢io de DNA de Ureaplasma spp. e Mycoplasma agalactiae em amostras de

sémen ovino procedentes de centrais de inseminacao artificial e exposi¢ao de animais.

Micro-organismo

Material Ureaplasma spp. Mycoplasma agalactiae
biolégico Positivo Negativo Positivo Negativo
FA. FR.(%) FA. FR. (%) FA. FR. (%) FA. FR (%)
Sémen fresco 10 8,3 110 91,7 8 6,7 112 93,3

Sémen congelado 3 2,5 117 97,5 5 4,2 115 95,8
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Foram verificadas amostras positivas para Ureaplasma spp. e Mycoplasma
agalactiae, tanto em amostras de sémen fresco, quanto em amostras de sémen
congelado. Assim, estes resultados se tornam preocupantes visto que estes agentes
podem ocasionar problemas reprodutivos na espécie ovina e exames para deteccdo dos
mesmos ndo sao realizados na rotina das centrais de inseminacao, o que pode favorecer
a disseminacdo do agente para outros animais de diferentes regides do pais e
consequentemente, ocasionar prejuizos para cadeia produtiva da ovinocultura. Dessa
forma, préticas de controle e profilaxia das micoplasmoses devem ser implementadas no
manejo de reprodutores da espécie ovina, principalmente, entre 0s que possuem alto
potencial genético, como os que participam de exposi¢oes de suas ragas. Ainda, devem
ser inseridas na rotina de exames destes animais e também por parte das centrais de
inseminacao artificial, técnicas de diagndsticos para a deteccdo dos agentes envolvidos
neste estudo com o intuito de evitar a disseminacdo dos mesmos, maximizando a

eficiéncia do manejo reprodutivo na espécie ovina.
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e estudado, indicando a metodologia e dando os mais importantes resultados e
conclusdes. Nos trabalhos em inglés, o titulo em portugués deve constar em negrito
e enfre colchetes, logo apos a palavra RESUMO;,

e) a INTRODUGAOQ deve ser breve, com citagdo bibliografica especifica sem
que a mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicagdo do objetivo
do trabalho;

f) em WMATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que pemmam a
repeti¢do do trabalho por outros pesquisadores. Na experimentagdo com animais,
deve constar a aprovagdo do projeto pela Comisséo de Etica local,

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentagio concisa dos dados obtidos.
Quadros devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que
indicado, médias de varias repeticdes. E conveniente, as vezes, expressar dados
complems por graficos (Figuras), ao invés de apresenta los em Quadros extensos;

h) na DISCUSSAQ devem ser discutidos os resultados diante da literatura. Nao
convém mencionar frabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a
evitar uma obrigagédo do autor e da revista de publica-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados
no trabalho;

j) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no fexto ou em
notas de rodapé; )

k) a Lista de REFERENCIAS, que 56 incluird a bibliografia citada no trabalho e
a que tenha servido como fonte para consulta indireta, deverd ser ordenada alfa-
beticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se os nomes de todos
05 autores, em caixa alta e baixa (colocando as referéncias em ordem cronoldgica
quando houver mais de dois autores), o titulo de cada publicagdo e, abreviado ou
por extenso (se tiver divida), o nome da revista ou obra, usando as instrugdes do
“Style Manual for Biological Journals” (American Institute for Biological Sciences),
o0 “Bibliographic Guide for Editors and Authors™ (American Chemical Society, Wa-
shington, DC) e exemplos de fasciculos ja publicados (www.pvb.com.br).

Pesq. Vet. Bras. 31(7), julho 2011

2. Na elaboragao do texto deverio ser atendidas as seguintes normas:

a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apresentacao
de fasciculos recentes da revista e do modelo constante do site sob “Instrugdes
aos Autores” (www.pvh.com.br). A digitalizagao deve serna fonte Cambria, corpo
10, entrelinha simples; a pagina deve ser no formato A4, com 2cm de margens
(superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser corrido e nao deve ser for-
matado em duas colunas, com as legendas das figuras e os Quadros no final (logo
apds as REFERENCIAS). As Figuras (inclusive graficos) devem ter seus arquivos
fornecidos separados do texto. Quando incluidos no texto do trabalho, devem ser
introduzidos através da ferramenta “Inserir” do Word; pois imagens copiadas e
coladas perdem as informagdes do programa onde foram geradas, resultando,
sempre, em ma qualidade;

b) a redagdo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto
possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de
rodapé serdo ndmeros arabicos colocados em sobrescrito apos a palavra ou frase
que motivou a nota. Essa numeracdo serd continua por todo o trabalho; as notas
serdo langadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo sinal de chamada.
Todos os Quadros e todas as Figuras serdo mencionados no texto. Estas remissdes
serdo feitas pelos respectivos nimeros e, sempre que possivel, na ordem crescente
destes. ABSTRACT e RESUMO serdo escritos corridamente em um 56 paragrafo e
ndo deverdo conter citagdes bibliograficas.

c) no rodapé da primeira pagina devera constar enderego profissional com-
pleto de todos os autores e o e-mail do autor para correspondéncia, bem como
e-mails dos demais autores (para eventualidades e confirmacdo de endereco
para envio do fasciculo impresso);

d) siglas e abreviagies dos nomes de instituigGes, ao aparecerem pela primeira
vez no trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por extenso;

e) citagoes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”; trabalhos
de ate trés autores serdo citados pelos nomes dos trés, e com mais de trés,
pelo nome do primeiro, seguido de “et al.”, mais o ano; se dois trabalhos ndo se
distinguirem por esses elementos, a diferenciagéo sera feita através do acréscimo
de lefras mintsculas ao ano, em ambos. Trabalhos nédo consultados na integra
pelo(s) auior(es] devem ser diferenciados, colocando-se no final da respectiva
referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud Fulano e o ano.)”; a referéncia do trabalho
que serviu 'de fonte, sera incluida na lista uma s6 vez. A mengéo de comunicagio
pessoal e de dados ndo publicados € feita no texto somente com citagao de Nome
e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais, como a Instituigao
de origem do(s) autor(es). Nas citagdes de trabalhos colocados entre parénteses,
ndo se usara virgula entre o nome do autor e o ano, nem ponto-e-virgula apos
cada ano; a separagdo entre trabalhos, nesse caso, se fard apenas por virgulas,
exememplo: (Christian & Tryphonas 1971, Priester & Haves 1974, Lemos ef al.
2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada isenta do uso de caixa
alta, com os nomes cientificos em italico (grifo), e sempre em conformidade com
o0 padrio adotado nos dltimos fasciculos da revista, inclusive quanto a ordenagio
de seus varios elementos.

3. As Figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem
ser preferenclalmenie enviadas por via elefrénica. Quando as fotos forem ob-
tidas através de cdmeras digitais (com extensdo “jpg”), 0s arquivos deverdo ser
enviados como obtidos (sem tratamento ou alieragdes). Quando obtidas em papel
ou outro suporte, deverdo ser anexadas ao trabalho, mesmo se escaneadas pelo
autor. Nesse caso, cada Figura sera identificada na margem ou no verso, a trago
leve de lapis, pelo respectivo nimero e o nome do autor; havendo possibilidade de
duvida, deve ser indicada a parte inferior da figura pela palavra “pé”. Os gréficos
devem ser produzidos em 20, com colunas em branco, cinza e preto, sem fundo
e sem linhas. A chave das convengoes adotadas serd incluida preferentemente,
na drea da Figura; evitar-se-d o uso de titulo ao alto da figura. Fotografias deverdo
ser apresentadas preferentemente em preto e branco, em papel brilhante, ou em
diapositivos (“slides”). Para evitar danos por grampos, desenhos e fotografias
deverdo ser colocados em envelope.

Na versdo online, fotos e gréficos poderdo ser publicados em cores; na versdo
impressa, somente quando a cor for elemento primordial a impressao das figuras
podera ser em cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informagdes suficientes
para que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas , com
independéncia do texto) e serdo apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deverao ser explicativos por si mesmos e colocados no final do
texto. Cada um terd seu titulo completo e serd caracterizado por dois tragos longos,
um acima e outro abaixo do cabegalho das colunas; entre esses dois tragos podera
haver outros mais curfos, para grupamento de colunas. Nao ha tragos verticais.
0s sinais de chamada serdo alfabéticos, recomegando, se possivel, com “a”
em cada Quadro; as notas serdo langadas logo abaixo do Quadro respectivo, do
qual serdo separadas por um trago curto a esquerda.
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