UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA
PROGRAMA DE RESIDENCIA UNIPROFISSIONAL EM MEDICINA VETERINARIA

BIANCA CARDOZO AFONSO

INVESTIGAGAO MOLECULAR DE Flavivirus EM PRIMATAS NAO-HUMANOS

ATENDIDOS NO AMBULATORIO DE ANIMAIS SILVESTRES DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE UBERLANDIA

UBERLANDIA-MG
2018



BIANCA CARDOZO AFONSO

INVESTIGAGCAO MOLECULAR DE Flavivirus EM PRIMATAS NAO-HUMANOS
ATENDIDOS NO AMBULATORIO DE ANIMAIS SILVESTRES DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE UBERLANDIA

Trabalho de Conclusdo de Residéncia
apresentado ao Programa de Residéncia
Uniprofissional em Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Uberlandia, como
requisito parcial para obtengao do Titulo de
Especialista em Medicina de animais
selvagens.

Orientador: Prof. Dr. André Luiz Quagliatto
Santos.

UBERLANDIA-MG
2018



© 00 N o u b~ W N R

N RN NN N N N N NN P R P R R p R Rp B R
© 00 N OO U A W N P O VW 00 N O L1 B W N P+ O

Artigo a ser submetido ao Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e

Zootecnia (Anexo A)

Investigacdo molecular de Flavivirus em primatas nio-humanos atendidos no
ambulatorio de animais silvestres da Universidade Federal de Uberlandia
Molecular investigation of Flavivirus in non-human primates treated at the wildlife

center of the Federal University of Uberlandia

Bianca Cardozo Afonso'*; Victoria Riquena Grosche?; J acqueline Farinha Shimizu®;
Ana Carolina Gomes J ardimz; Patrick McClure3; Jonathan Ball3; André Luiz Quagliatto

Santos'

'Laboratorio de Ensino e Pesquisa em Animais Silvestres, Faculdade de Medicina
Veterinaria, Universidade Federal de Uberlandia. *biavetufes@gmail.com

’Laboratério de Virologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal de
Uberlandia.

*School of Life Sciences, University of Nottingham.

RESUMO

Objetivou-se com este estudo investigar a presenga de material genético de
Flavivirus em amostras sanguineas de primatas ndo-humanos atendidos durante 2013 a
2018 no ambulatorio de animais silvestres da Universidade Federal de Uberlandia, por
meio do RT-PCR. Foram analisadas 30 amostras, sendo 28 de sagui-de-tufo-preto
(Callithrix penicillata), uma de macaco-prego (Sapajus libidinosus) e uma de bugio-
preto (Alouatta caraya), a maioria de zonas urbanas do Tridngulo Mineiro. Nenhuma
das amostras foi positiva. Estes resultados ndo excluem a infec¢do, apenas demonstram
que os animais ndo passavam pela fase de viremia e, portanto, ndo constituiam fonte de
infeccdo para vetores, visto que alguns foram reintroduzidos ou encaminhados para
zooldgico apds o atendimento ou periodo de tratamento. A introducdo da pesquisa de
Flavivirus pelo RT-PCR como avaliagdo pré-soltura de PNH atendidos em centros de
triagem, seria fundamental para a vigilancia da circulagio destas arboviroses.

Palavras-chave: zoonoses, arboviroses, RT-PCR.
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the presence of genetic material of Flavivirus in
blood samples from non-human primates treated from 2013 to 2018 at the wildlife
center of the Federal University of Uberlandia, using the RT-PCR technique. Thirty
samples were analyzed, 28 of black-tufted marmoset (Callithrix penicillata), one of
black-striped capuchin (Sapajus libidinosus) and one of black howler (4louatta caraya),
most of urban areas of the Tridngulo Mineiro. None of the samples were positive. These
results do not exclude the infection, they only demonstrate that the animals did not go
through the viremia phase and, therefore, were not a source of infection for vectors,
since some were reintroduced or sent to the zoological garden after the care or treatment
period. The introduction of Flavivirus research by RT-PCR as a pre-release assessment
of NHP treated at wildlife centers would be critical for the surveillance of the
circulation of these arboviruses.

Keywords: zoonosis, arbovirus, RT-PCR.

INTRODUCAO

Os arbovirus do género Flavivirus, familia Flaviviridae, estdo envolvidos em
importantes doencas zoondticas emergentes e reemergentes em areas tropicais, com
quadros assintomaticos a graves tanto em humanos quanto animais (Gaunt et al., 2001;
Mackenzie et al., 2004). No Brasil, j& foram descritas infeccdes em humanos causadas
pelos virus da dengue (DENV), virus da febre amarela (YFV), virus da encefalite de
Saint Louis (SLEV), virus Rocio (ROCV), virus Ilhéus (ILHV), virus Bussuquara
(BSQV), virus Cacipacoré (CPCV) (Figueiredo, 2000; Batista et al., 2011) e, em 2014 e
2015, os virus do Nilo Ocidental (WNV) e virus Zika (ZIKV), respectivamente
(Organiza¢do Mundial da Saude, 2014, 2015).

A manuteng¢do destes virus no ambiente silvestre envolve ciclos epidemiologicos
(ciclo enzodtico ou silvestre) compostos por hospedeiros vertebrados, como aves e
mamiferos, e vetores artropodes hematofagos, principalmente mosquitos. A urbanizacdo
desorganizada, o desmatamento, alteragdes ecoldgicas e o transporte moderno
favorecem a disseminacdo destes patdogenos e seus vetores, assim como 0 aumento na
populacdo dos vetores nas areas urbanas e peri-urbanas (ciclo urbano) (Gould e

Solomon, 2008; Batista et al., 2012; Bichaud et al., 2014).
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Os Flavivirus transmitidos por mosquitos estdo divididos em dois grupos
epidemioldgicos: os virus neurotropicos € os nao-neurotropicos. O primeiro grupo €
responsavel por quadros febris e encefalite (SLEV, ROCV, WNV, ILHV, BSQV e¢
CPCV), acometendo pessoas que vivem em regides rurais proximas a matas, tendo
como principal vetor mosquitos do género Culex e aves e roedores como principais
hospedeiros. Os virus nao-neurotropicos (YFV, DENV e ZIKV), com mosquitos do
género Aedes como vetor principal € humanos e primatas nao-humanos (PNH) como
principais hospedeiros, sao comuns em regides peri-urbanas e urbanas, provocando
doengas febris e hemorragicas (Figueiredo, 2000; Gaunt et al., 2001; Gould e Solomon,
2008).

Evidencias da circula¢dao de diversos Flavivirus em animais silvestres no Brasil
j& foram relatados por meio de estudos de prevaléncia de anticorpos contra estes
arbovirus (Pereira et al., 2001; Batista et al., 2012, 2013; Svoboda et al., 2014). A
presenga de protecdo pode indicar que alguns destes virus permanecem em siléncio no
pais (Batista et al., 2012) e que as espécies investigadas podem atuar como reservatorio
ou servir como sentinela para a atividade dos virus (Kading et al., 2013).

Por serem espécies arboreas diurnas, os PNH sdo os vertebrados mais infectados,
atuando como hospedeiros amplificadores, possiveis reservatorios e importantes
sentinelas naturais na vigilancia de varios virus (Batista et al., 2012; Romano, 2014).
Apesar de existir o Sistema de Vigilancia de Epizootias em Primatas Nao-humanos
(Brasil, 2014) para monitoramento principalmente da febre amarela (FA) nestes
animais, existe caréncia em estudos da prevaléncia de Flavivirus nas populacdes em
vida livre, incluindo nas zonas peri-urbana e urbana, assim como um monitoramento
mais eficaz, visto que o mesmo s6 ocorre durante surtos e ndo de forma preventiva
(Batista et al., 2013; Kading et al., 2013).

O Triangulo Mineiro (Minas Gerais, Brasil) ¢ considerado uma regido endémica
para FA silvestre (Brasil, 2018), tornando necessaria a vigilancia efetiva da circulagdo e
manutencdo viral nos hospedeiros silvestres. Diante disso, objetivou-se com este estudo
investigar a presen¢a de Flavivirus em amostras sanguineas de PNH atendidos no

ambulatério de animais silvestres da Universidade Federal de Uberlandia.
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MATERIAL E METODOS

Foram analisadas para deteccdo de material genético de Flavivirus, 30 amostras
sanguineas de primatas ndo-humanos (PNH) de vida livre, do banco de material
biologico do Ambulatorio de Animais Silvestres da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU). As amostras foram coletadas durante o atendimento clinico aos PNH, entre os
anos de 2013 e 2018, e armazenadas em microtubos (soro) ou em tubos com
anticoagulante EDTA (sangue total) e congeladas a -10°C. O levantamento dos dados da
procedéncia e do historico clinico dos animais foi obtido pelas informagdes registradas
nas fichas clinicas.

As amostras de sangue total foram descongeladas e centrifugadas para obtengao
do soro. Em seguida, foram realizados a extracdo do RNA das amostras (Direct-zol™
RNA MiniPrep Plus Kit, Zymo Research, EUA), o cDNA (RNA to cDNA EcoDry™
Premix, ClonTech, EUA) e, por ultimo, a amplificacdo por meio da reacdo em cadeia
pela polimerase precedida de transcri¢do reversa (RT-PCR) com o primer PanFlavi
1s+2R 270 pb (Patrick McClure, dados nao publicados) como triagem para presenca de
RNA de Flavivirus. Caso fossem positivas, as amostras seriam testadas com os primers
especificos para cada virus. Foi utilizado um Ladder de 100 pb (GeneRuler™ 100 bp
DNA Ladder, Thermo Scientific™, EUA) e eletroforese a 90 V por 45 minutos em gel
de agarose a 2%. Estas andlises foram realizadas no Laboratério de Virologia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da UFU, seguindo os protocolos descritos em cada kit

e a técnica de PCR estabelecida pelo laboratorio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das amostras analisadas, 93,33% (28/30) pertenciam a espécie sagui-de-tufo-
preto (Callithrix penicillata E. Geoffroy, 1812), 3,33% (1/30) a macaco-prego (Sapajus
libidinosus Spix, 1823) e 3,33% (1/30) a bugio-preto (4louatta caraya Humboldt, 1812)
(Anexo B). A maioria dos individuos eram adultos (24/30), machos (22/30) e
provenientes de areas urbanas (17/30) (Tab. 1).

As trés espécies sao tipicas do cerrado (Fialho, 2015; Ludwig, 2015; Rimoli et
al., 2015), contudo, saguis-de-tufo-preto apresentam grande capacidade de adaptagdo
em areas antropizadas (Traad et al., 2012), justificando assim a maior prevaléncia desta
espécie entre os PNH no atendimento no setor e, consequentemente, no niimero de

amostras avaliadas. A adaptagdo esta relacionada a disponibilidade de itens alimentares



Tabela 1. Procedéncia e histérico clinico dos primatas ndo-humanos com amostras avaliadas neste estudo e atendidos entre 2013 e 2018 no

Setor de Animais Silvestres da UFU.

ID
So01
S02
S03
S04
S05
B01
S06
S07
S08
S09
S10
S11

S12

S13
S14
S15
S16
S17

S18
S19
S20
S21
S22
S23
S24

S25

S26
Po1
S27
S28

Espécie
C. penicillata
C. penicillata
C. penicillata
C. penicillata
C. penicillata
A. caraya
C. penicillata
C. penicillata
C. penicillata
C. penicillata
C. penicillata
C. penicillata

C. penicillata

C. penicillata
C. penicillata
C. penicillata
C. penicillata
C. penicillata

C. penicillata
C. penicillata
C. penicillata
C. penicillata
C. penicillata
C. penicillata
C. penicillata

C. penicillata

C. penicillata
S. libidinosus
C. penicillata
C. penicillata

Idade

Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Filhote
Filhote
Adulto
Adulto
Adulto

Adulto

Jovem
Jovem
Adulto
Jovem
Adulto

Desc.

Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto

Adulto

Adulto
Adulto
Adulto
Adulto

Sexo

F

M

F

M

M

M

F

M
Desc.

M
M
M

ki

ETEEER

Desc.

EEEEX

Desc.

£

g2 2=

Origem
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
ZU/Udi
ZU/Udi
ZU/Udi
ZR/Estr. do Sul
ZR/Udi
ZR/Udi

ZR/Udi

ZR/Arag
ZU/Udi
ZU/Arag
ZU/Udi
ZU/Udi

Desconhecida
ZU/Udi
ZU/Udi
ZU/Udi
ZU/Udi
ZU/Udi
ZU/Ttui.

ZU/Udi

ZU/Udi
ZR/Udi
ZU/Udi
ZU/Udi

Historico
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
Encontrado debilitado em via publica
Encontrado debilitado em via publica
Caiu de uma arvore
Animal com suspeita de atropelamento
Animal com suspeita de atropelamento
Animal estava ha trés dias debilitado. Outros
animais do bando morreram
Animal encontrado debilitado, juntamente
com outro que foi a obito
Chegou filhote. Abandonado pelos pais
Chegou filhote. Estava sozinho em via publica

Encontrado debilitado em via pablica
Animal atacado por cio

Desconhecida

Encontrado debilitado em via ptblica
Encontrado debilitado em via ptblica
Encontrado debilitado em via ptblica
Encontrado debilitado em via publica
Animal atropelado

Encontrado debilitado em via publica,
com suspeita de choque elétrico
Encontrado debilitado em via ptblica

Brigou com outros saguis.

Animal atacado por cido
Encontrado apatico em via publica
Encontrado apatico em via publica

Sinais Clinicos
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
SA, manso
Apatico e pouco responsivo
Apatico, magro, polifraturado e deformado
SA
Prostrado, polifraturado, paralisia
Polifraturado
Apatico, ataxico, lesdes difusas na
cavidade oral e pénis
Magro, prostrado, linfonodos reativos,
lesdes difusas na cavidade oral
SA
SA
Fratura na mao esquerda

Fratura na coluna lombar e

laceragdes pelo corpo

Desconhecida

Apatia, paralisia

Desconhecido

Desconhecido

Desconhecido

TCE e trauma pulmonar

Necrose nos membros e queimadura de
terceiro grau pelo corpo
Incoordenagio, anisocoria, opistotomo,
bradicardia, bradipneia, epistaxe
Alerta, apatico, lesdes na cabega € membros
Feridas por mordidas

Apatia, docil

SA

Suspeita/Diagnéstico
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
Mantido em observagdo
Trauma
Alteragdo osteometabolica
Mantido em observagio
Trauma
Trauma
Herpes

Herpes

Mantido em observagdo
Mantido em observagio
Trauma

Trauma por ataque de cao

Desconhecida

Trauma - lesdo na coluna cervical
Trauma

Trauma

Trauma

TCE

Trauma por choque elétrico

TCE

Trauma por briga
Trauma por ataque de cdo
Mantido em observagao
Mantido em observagdo

Destinagao
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Desconhecida
Zoologico
Obito
Eutanasia
Soltura
Eutanasia
Eutanasia
Eutanasia

Eutanasia

Soltura
Soltura
Soltura
Soltura
Eutanasia

Desconhecida
Eutanasia
Eutanasia
Eutanasia
Eutanasia
Obito

Obito
Eutanasia
Obito

Soltura

Soltura
Soltura

ID: Identificagdo dos animais; M: macho; F: fémea; ZR: zona rural; ZU: zona urbana; Udi: Uberlandia; Estr. do Sul: Estrela do Sul; Arag: Araguari; Itui: Ituiutaba; SC:
sinal clinico; SA: sem alteragoes; TCE: trauma cranioencefalico; Desconhecido/desc.: dados nao constam nas fichas.



128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143

144
145

146
147
148
149

(frutas, vegetais, insetos, ovos de aves) em parques, fragmentos urbanos de matas,
quintais de residéncias e outros locais dentro ou proximo de cidades, bem como ao
oferecimento de alimentos por humanos € o roubo nas casas ou mesmo lixeiras (De
Paula et al., 2005; Silva et al., 2014). Além disso, a habilidade de extrair seiva das
arvores garante alimento na escassez dos demais itens e constitui vantagem adaptativa
na reproducdo, na estabilidade dos grupos e na necessidade de menor espacgo territorial
(Rylands, 1996; De Paula et al., 2005).

Nenhuma das amostras analisadas por RT-PCR foi positiva para Flavivirus (Fig.
1). Estes resultados ndo excluem a infecg¢do, apenas demonstram que os animais nao
estavam passando pela fase de viremia no momento das coletas, ou seja, talvez
estivessem ja na fase de manifestagdo clinica, fossem assintomaticos ou realmente nao
se encontravam infectados. Estes resultados negativos sdo importantes do ponto de vista
epidemioldgico, pois permitem afirmar que os animais ndo constituiam fonte de
infecgdo para vetores (Rocha et al., 2015) no momento da destinagdo, visto que alguns

animais foram reintroduzidos (8/30) ou encaminhados para zoologico (1/30).

S01 S02 S03 S04 S05 BO01 S06 S07 S08 S09 L

CP S$10 S11 S12 S13 S14 S15 S16 S17 S18 S19

S20 S21 S22 S23 S24 S25 S26 P01 S27 S28

Figura 1. Resultados negativos do RT-PCR para PanFlavi das amostras sanguineas de
primatas ndo-humanos atendidos no setor de animais silvestres da Universidade Federal
de Uberlandia, entre 2013 a 2018. L: Ladder; CN: Controle negativo; CP: Controle

positivo.
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Rocha et al. (2015) também investigaram a presenca de Flavivirus por meio do
RT-PCR em amostras de Callithrix spp., Sapajus spp. € Alouatta spp. de vida livre e
sem sinais clinicos. Os individuos foram capturados no Parana e no Mato Grosso do
Sul, em regides com presenca humana e de vetores. Assim como no presente estudo, os
autores nao detectaram material genético dos virus e concluiram que ndo havia risco, no
momento da coleta, dos animais servirem como fonte de infec¢do para os vetores da
regiao.

A fase de viremia, que constitui a circulagdo viral na corrente sanguinea e o
periodo onde o vetor pode se infectar ao se alimentar no hospedeiro (Contigiani et al.,
2017), para YFV em PNH ¢ de curta duragdo, variando de 2 a 5 dias; nas formas mais
graves da FA pode chegar at¢ 9 dias (Romano, 2014). Callithrix jacchus infectados
experimentalmente com ZIKV apresentaram tempo de viremia semelhante ao de
humanos, de 7 a 9 dias (Chiu et al., 2017). Neste periodo, o diagnostico ¢ dado por
exames diretos, cuja finalidade € isolar o virus numa cultura de tecidos ou identificar o
RNA viral pelo RT-PCR. Este ultimo também ¢ o mais indicado nos casos em que as
amostras foram prejudicadas pela ma conservacao, além de ser um exame mais rapido.
Apds a viremia, o diagnostico ¢ realizado com base na sorologia (Romano, 2014;
Contigiani et al., 2017).

No Brasil, Flavivirus foram detectados em diversas espécies de PNH e regides
do pais. YFV foi detectada em Alouatta guariba clamitans no Espirito Santo em 2017
por RT-PCR (Bonaldo et al., 2017) e ZIKV em C. jacchus e S. libidinosus numa éarea
epidémica do Ceard em 2015 pela técnica do Real-Time PCR (Favoretto et al., 2016).
No Mato Grosso do Sul, Cebus apella (Batista et al., 2012), Sapajus sp. e A. caraya
(Batista et al., 2013) apresentaram anticorpos contra Flavivirus ndo especifico e contra
CPCV. No sul do pais, anticorpos contra SLEV foram encontrados em A. caraya,
Sapajus nigritus e Sapajus cay (Svoboda et al., 2014).

No México (Loza-Rubio et al., 2016) e na Argentina (Morales et al., 2017), foi
detectada a presenga de anticorpos contra WNV em Ateles geoffroy, Alouatta pigra e A.
caraya, demonstrando que o virus estd circulando entre PNH na América latina. Na
Argentina, no mesmo estudo com 4. caraya, também foram detectados anticorpos
contra SLEV, DENV-1, DENV-3, ILHV, BSQV e Flavivirus nao especifico. A
deteccio de DENV e ZIKV em PNH ¢é preocupante, pois pode acarretar no



182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213

estabelecimento do ciclo silvestre, assim como ocorreu com a febre amarela, o que
dificultaria ainda mais o controle (Morales et al., 2017).

Viérias epizootias por FA no Brasil foram relatas nos ultimos anos, levando a
obito um grande nimero de PNH. Entre 2008 ¢ 2009, Para, Tocantins, Goias, Mato
Grosso do Sul e Sdo Paulo registraram mortes de primatas confirmadas para FA. Porém,
foi no Rio Grande do Sul onde houve o maior numero de 6bitos, com 830 4. caraya e
1.183 A. guariba clamitans encontrados mortos, além de alguns animais dos géneros
Cebus e Callithrix (Romano, 2014; Vasconcelos, 2017). Entre julho de 2017 e fevereiro
de 2018, o Ministério da Satde confirmou 522 epizootias, sendo uma no Espirito Santo,
uma no Mato Grosso, duas no Tocantins, 12 no Rio de Janeiro, 55 em Minas Gerais e
451 em Sao Paulo (Brasil, 2018).

Os casos de epizootias confirmados entre 2017 e 2018 no estado de Minas
Gerais concentram-se em regides fora do Triangulo Mineiro. Contudo, além da
confirmagdo da circulagdo do YFV no estado, a regido do Tridngulo faz fronteira com
estados onde o virus também ja foi detectado em PNH.

A condicao debilitada (10/30) ou mesmo apenas a apatia (2/30) apresentada
pelos animais deste estudo, podem ser em decorréncia de processo infeccioso. As
doencgas causadas por Flavivirus podem provocar quadros leves, com febre baixa ou
moderada, astenia e apatia, até quadros graves, com doencas neuroldgicas e
hemorragicas (Romano, 2014; Contigiani et al., 2017). Animais debilitados podem
estar mais susceptiveis a ataques (3/30) e atropelamentos (3/30), podendo as
consequentes lesdes mascarar os sinais clinicos das flaviviroses. Assim, seria
fundamental a instituicdo de exames moleculares, como o RT-PCR, como protocolo
pré-soltura, visto a importancia destes animais como hospedeiros amplificadores.

As semelhancas genéticas e fisioldgicas entre PNH e humanos (Batista et al.,
2013) e a presenca frequente de algumas espécies em ambientes urbanos e peri-urbanos,
tornam as investigagdes de arboviroses de potencial zoonotico nestes animais

necessarias e de fundamental importancia para saude publica.

CONCLUSAO
Todas as amostras avaliadas foram negativas, o que ndo exclui a infec¢do, mas

demonstra que os animais ndo passavam pela fase de viremia no momento da coleta das
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amostras e, portanto, ndo representavam fonte de infec¢do para vetores no momento da
reintroducdo no habitat ou destinag¢do para zooldgico.

Sugere-se a introducao do RT-PCR para Flavivirus como protocolo pré-soltura
de PNH atendidos em centros de triagem de animais silvestres, como forma de evitar a
introducdo de individuos infectados e capturar informagdes da circulacdo destas

arboviroses.
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ANEXO A - Normas para publicacao do Arquivo Brasileiro de Medicina

Veterinaria e Zootecnia

Artigo cientifico

e E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na premissa de que
os resultados sao posteriores ao planejamento da pesquisa.

e SecoOes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliagcdo (somente na
"Title Page" — Step 6), Resumo, Abstract, Introducdo, Material e Métodos,
Resultados, Discussdao (ou Resultados e Discussdo), Conclusdes,
Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.

e O numero de paginas ndo deve exceder a 15, incluindo tabelas, figuras e
Referéncias.

e O numero de Referéncias nao deve exceder a 30.

Preparacao dos textos para publicagao

e Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na forma impessoal.

Formatagao do texto

e O texto NAO deve conter subitens em nenhuma das sec¢des do artigo, deve ser
apresentado em arquivo Microsoft Word e anexado como “Main Document”
(Step 6), no formato A4, com margem de 3cm (superior, inferior, direita e
esquerda), na fonte Times New Roman, no tamanho 12 e no espagamento de
entrelinhas 1,5, em todas as paginas e seg¢des do artigo (do titulo as
referéncias), com linhas numeradas.

e Nao usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por exemplo, devem vir,
obrigatoriamente, entre paréntesis no corpo do texto na seguinte ordem: nome

do produto, substancia, empresa e pais.

Secgodes de um artigo
e Titulo: Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo e néo

ultrapassar 50 palavras.
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Autores e Filiagao: Os nomes dos autores sao colocados abaixo do titulo, com
identificacdo da instituicdo a qual pertencem. O autor e 0 seu e-mail para
correspondéncia devem ser indicados com asterisco somente no “Title Page”
(Step 6), em arquivo Word.

Resumo e Abstract: Deve ser o mesmo apresentado no cadastro contendo até
200 palavras em um so paragrafo. Nao repetir o titulo e ndo acrescentar revisao
de literatura. Incluir os principais resultados numéricos, citando-os sem explica-
los, quando for o caso. Cada frase deve conter uma informagéo completa.
Palavras-chave e Keywords: No maximo cinco e no minimo duas*. na
submissao usar somente o Keyword (Step 2) e no corpo do artigo constar tanto
keyword (inglés) quanto palavra-chave (portugués), independente do idioma em
que o artigo for submetido.

Introdugao: Explanagcdo concisa na qual os problemas serdo estabelecidos,
bem como a pertinéncia, a relevancia e os objetivos do trabalho. Deve conter
poucas referéncias, o suficiente para baliza-la.

Material e Métodos: Citar o desenho experimental, o material envolvido, a
descricdo dos métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja
publicados. Nos trabalhos que envolvam animais e/ou organismos
geneticamente modificados deverdo constar obrigatoriamente o numero do
Certificado de Aprovacdo do CEUA. (verificar o ltem Comité de Etica).
Resultados: Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.

- Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar
linhas horizontais na separagao dos cabecalhos e no final da tabela. O titulo da
tabela recebe inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo numero de ordem em
algarismo arabico e ponto (ex.: Tabela 1.). No texto, a tabela deve ser referida
como Tab seguida de ponto e do numero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando
referir-se a varias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em
espacamento simples e fonte de tamanho menor que 12 (o menor tamanho
aceito € oito). A legenda da Tabela deve conter apenas o indispensavel para o
seu entendimento. As tabelas devem ser obrigatoriamente inseridas no corpo do

texto de preferéncia apds a sua primeira citagao.
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- Figura. Compreende qualquer ilustracdo que apresente linhas e pontos:
desenho, fotografia, grafico, fluxograma, esquema etc. A legenda recebe
inicialmente a palavra Figura, seguida do numero de ordem em algarismo
arabico e ponto (ex.: Figura 1.) e é citada no texto como Fig seguida de ponto e
do numero de ordem (ex.: Fig.1), mesmo se citar mais de uma figura (ex.: Fig. 1,
2 e 3). Além de inseridas no corpo do texto, fotografias e desenhos devem
também ser enviados no formato JPG com alta qualidade, em um arquivo
zipado, anexado no campo proprio de submissao, na tela de registro do artigo.
As figuras devem ser obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de
preferéncia apds a sua primeira citagao.

Nota: Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da
legenda, informacdao sobre a fonte (autor, autorizacdo de uso, data) e a
correspondente referéncia deve figurar nas Referéncias.

e Discussao: Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As
secOes Resultados e Discussédo poderao ser apresentadas em conjunto a juizo
do autor, sem prejudicar qualquer uma das partes).

e Conclusdes: As conclusdbes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa
executada e serem apresentadas de forma objetiva, SEM revisédo de literatura,
discussao, repeticao de resultados e especulacgdes.

e Agradecimentos: Nao obrigatorio. Devem ser concisamente expressados.

e Referéncias: As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética,
dando-se preferéncia a artigos publicados em revistas nacionais e
internacionais, indexadas. Livros e teses devem ser referenciados o minimo
possivel, portanto, somente quando indispensaveis. Sdo adotadas as normas

gerais da ABNT, adaptadas para o ABMVZ, conforme exemplos:

Como referenciar:

1. Citagdes no texto

¢ A indicagao da fonte entre parénteses sucede a citacdo para evitar interrupcao
na sequéncia do texto, conforme exemplos:
- Autoria tnica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuario..., 1987/88) ou Anuario...
(1987/88);
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- Dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974);

- Mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979);

- Mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al. (1979) ou
(Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em ordem cronolégica
ascendente e alfabética de autores para artigos do mesmo ano.

e Citacao de citagdao. Todo esforco deve ser empreendido para se consultar o
documento original. Em situagcbes excepcionais pode-se reproduzir a informagao
ja citada por outros autores. No texto, citar o sobrenome do autor do documento
nao consultado com o ano de publicagéo, seguido da expresséo citado por e o
sobrenome do autor e ano do documento consultado. Nas Referéncias deve-se
incluir apenas a fonte consultada.

e Comunicacgao pessoal. Nao faz parte das Referéncias. Na citagao coloca-se o
sobrenome do autor, a data da comunicagao, nome da Instituigdo a qual o autor

€ vinculado.

2. Periddicos (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores citar trés
autores et al.):

ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity to
alphaviruses in foals. Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia general del
canino. Not. Med. Vet., n.1, p.13-20, 1984.

3. Publicacao avulsa (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores citar
trés autores et al.):

DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.AM.; MORENO, G. Aspectos bacterioldgicos de ostras, mariscos e
mexilhdes. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 14.,
1974, Sao Paulo. Anais... Sao Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del
cerdo. México: UTEHA, 1967. p.400-415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of
Sciences, 1968. 69p.
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SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaca e de carne em
bovinos de corte. 1999. 44f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) —
Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

4. Documentos eletronicos (até quatro autores citar todos. Acima de quatro
autores citar trés autores et al.):

QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association of
American Veterinary Medical College, 1995. Disponivel em:
<http://www.org/critca16.htm>. Acessado em: 27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized. Miami
Herald, 1994. Disponivel em: <http://www.summit.fiu.edu/MiamiHerld-Summit-
RelatedArticles/>. Acessado em: 5 dez. 1994.
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ANEXO B - Imagens representativas das espécies de

primatas nao-humanos citados

Género Callithrix (Callitrichidae, Primates)

Figura 2 — A: Sagui-de-tufo-preto (Callithrix penicillata). Fonte: Alberto Rossettini.
Disponivel em: <http://www.iucnredlist.org/details/41519/0>. Acesso em: 10 fev.
2018. B: sagui-de-tufo-branco (Callithrix jacchus). Fonte: Leszek Leszczynski.
Disponivel em: <http://www.iucnredlist.org/details/41518/0>. Acesso em: 10 fev.
2018.

Género Sapajus (Cebus) (Cebidae, Primates)

Figura 3 — Macacos pregos. A: Sapajus libidinosus. Fonte: Miguel Rangel (2012).
Disponivel em:< https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Macaco_prego_libidinosus.
jpg>. Acesso em: 10 fev. 2018. B: Sapajus (Cebus) apella. Fonte: Geiser Trivelato.
Disponivel em: <http://geisertrivelato.webs.com/apps/photos/photo?photoid=122047
428>. Acesso em: 10 fev. 2018. C: Sapajus nigritus. Fonte: Eloisa Neves. Disponivel
em:<http://www.icmbio.gov.br/portal/faunabrasileira/estado-de-conservacao/7277-ma

miferos-sapajus-nigritus-nigritus-macaco-prego>. Acesso em: 10 fev. 2018. D:
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Sapajus cay. Fonte: Jodo Vitor Andriola (2017). Disponivel em:< http://www.biofaces.

com/post/58136/sapajus-cay/>. Acesso em: 10 fev. 2018.

Género Alouatta (Atelidae, Primates)

Figura 4 — A: Casal de bugio-preto (Alouatta caraya). Fonte: Dante Andres Meller
(2017). Disponivel em: <http://avemissoes.blogspot.com.br/2017/07/passarinhando-
no-primeiro-dos-sete-povos.html>. Acesso em: 10 fev. 2018. B: Casal de bugio-ruivo
(Alouatta guariba clamitans). Fonte: Gabriela Ludwig. Disponivel em: <http://www.
icmbio.gov.br/portal/faunabrasileira/estado-de-conservacao/7179-mamiferos-alouatta
-guariba-clamitans-guariba-ruivo%3E>. Acesso em: 10 fev. 2018. C: Macho de
bugio-negro-de-Yucatan (Alouatta pigra). Fonte: Rainforest Alliance. Disponivel em:
<https://www.rainforest-alliance.org/species/howler-monkey>. Acesso em: 10 fev.
2018.

Género Ateles (Atelidae, Primates)

Figura 5 — Macaco-aranha (Ateles geoffroy). Fonte: Kevin Schafer. Disponivel em:<
https://www.mindenpictures.com/search/preview/yucatan-spider-monkey-ateles-geo

ffroyi-yucatanensis-pair-in-tree-yucatan/0_00536734.html>. Acesso em: 10 fev. 2018.



